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ELOSZO

Dolgozatom elkészitésénél a Pécsi Tudoméanyegyetem Altalanos Orvostudoméanyi
Karanak doktori szabalyzata 15. § (1) pontjaban (a PhD-értekezés védése) leirtakat

kovettem.

Ertekezésem bevezetdjében igyekszem az Olvasét megismertetni a kornyezeti
viroldgia alapkérdéseivel. Ezt kovetden ennek a szakteriiletnek az elézményeit, majd
munkam céljat kivanom bemutatni.

Az anyagok ¢és modszerek fejezetben részletesen ismertetem a vizmintak
koncentralasara, a viralis nukleinsav kivonasara és kimutatasara hasznalt metodusokat.

Eredményeim bemutatasandl csak roviden ismertetem a mar publikalt
eredményeket, hiszen azok a fliggelékben megtaldlhato elsdszerzds kozleményekben
eredeti formaban is olvashatok.

A megbeszélés fejezet a kitlizott célok megvalositasat, eredményeim
Osszefoglalasat, és a nemzetkozi szakirodalmi adatokkal valo Gsszevetését tartalmazza.

Dolgozatom végén — pontokba szedve — a témaban elért ) eredményeimet

ismertetem.

A fiiggelék fejezetben a kornyezeti virologia és egyéb kutatasi témak terén elért
eredményeim szerepelnek, amelyet a disszertacid témajaval kapcsolatos sajat

publikacidk masolatai kdvetnek.
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I. BEVEZETES

Korunkban az ivéviz és ipari viz irdnti igény az urbanizacid, az ipar ¢és a
mezdgazdasag intenziv vizfelhasznaldsanak kovetkeztében rohamosan né. A WHO
szakértdi bizottsaga szerint a vizsziikséglet 1900 és 1990 kozott hatszorosara nott. Ez
kétszer tobb a népességndvekedésnél, vagyis a vizigény 30 évenként megduplazodik. A
viz az emberi szervezet szamdra éltetd elem, ezért megfeleldé mennyiségének és
mindségének biztositasa alapvetd feladat. Ugyanakkor kdzvetleniil ivoviz-kitermelésre
a Foldon fellelhetd vizek csupan 0,3%-a alkalmas. Az Gsszes vizkészlet 97-98%-at az
oceanok, tengerek tartalmazzak, mivel ez sos viz, igy emberi igények kielégitésére
kozvetleniil nem hasznalhatdé. A fennmarad6 2-3%-nyi édesviz jelentds része a sarki
jégtakarok alkotodja, igy direkt modon az sem hasznosithatd. 2025-re — becslések szerint
— 3,3 milliard ember nem jut majd ont6zOvizhez, és napjainkban is 1,75 millidrdan
néznek szembe komoly vizhidnnyal. Ha a jelenlegi tendencia folytatodik, a vizigény
kielégitése megoldhatatlan lesz (WHO, 1997), és a jové haborui sem az olajért, hanem
a vizbazisok birtoklasaért folynak majd.

A viladg vizfogyasztasanak 70%-4t a mezdgazdasagi vizfelhasznélas teszi ki, 20% az
ipari vizfogyasztas, és 10%-at a haztartasok hasznaljak fel. Az ivovizkészletet azonban
nemcsak a felszini és felszin alatti vizek tarthatatlan kitermelése fenyegeti, hanem a
héaztartasi (szennyviz), ipari (kiilonféle anyagok, pl. nehézfémek) és mezdgazdasagi
(gyomirtok, rovarirtok) hulladékok is, amelyek kezelés nélkiil omlenek a folyokba és
patakokba. Igy az emberi fogyasztasra alkalmas, amugy is sziik ivovizkészlet kiilonos
veszélynek van kitéve. A kornyezetvédelem kérdéskorében ezért egyre fontosabb helyet
foglal el a szennyviz, valamint annak megfeleld kezelése. Napjainkban a szennyvizek
epidemiologiai jelentOsége is megnétt. A viz és élelmiszer eredetli jarvanyokkal
kapcsolatban a kdrnyezeti virologia is egyre tobbet hallat magardl. Az USA-ban a viz
eredetli jarvanyok 10%-at okozza valamilyen viralis 4dgens, de egyes tanulmanyok a
valddi aranyt ennél joval nagyobbra becsiilik (Fout és mtsai., 2003).

A virusok jelenlétének bizonyitdsa kornyezetiink vizeiben Uj fejezetet jelent mind a

vizmindsitési mutatok kidolgozasa, mind az epidemiologiai intézkedések tekintetében.



I.1 A természetes vizek szerepe a virusok terjedésében

Az enteralisan {iriil6 virusok tobbsége nagy mennyiségben tavozik a szervezetbdl
(Rao és Melnick, 1986). Koréan kidertilt, hogy tobb mint 100 kiilonb6zd enterélis virus
tiriil az emberi széklettel (amelynek 1 grammjaban akar 1 milliard virus is lehet) a
kommunalis szennyvizekbe. Az iiritdk a fertdzott személyek ¢€s a tlinetmentes hordozok.
A szennyvizben 1év0 virusok kontaminalhatjak az ivovizet, a természetes vizeket (tavak,
folyok), az iidiilési vagy szorakozdsi célu vizteriileteket, de az ontozésre hasznalt
vizeket is; a virusok a tengeri dallatokban (kagylofélék) akkumuldlodva pedig ujabb
fertézések és jarvanyok kiinduldé pontjai lehetnek. Az illegalisan a talajba vezetett
tisztitatlan szennyvizek kontaminalhatjak a falajvizet, az 6ntdzés révén pedig az ember
altal fogyasztott terményeket is szennyezhetik, igy potencidlis népegészségiigyi
kockézatot jelentenek. Felismerték, hogy a szennyvizzel 6ntozott zoldségféléken a
virusok hetekig életképesek maradnak. Arrol is beszamoltak, hogy egyes ndvények a
gyokérzetiikon keresztiil is képesek felvenni a virusokat (Seidel, 1983). Ezért a nem
kelléen kezelt novények kiterjedt jarvanyokat idézhetnek eld. Hasonld veszélyt rejt
magaban a szennyvizzel terhelt vizekbdl szarmazo rékok, halak, kagylok fogyasztasa.
Jol ismert, hogy a nyersen vagy megfeleld hokezelés nélkiil fogyaszott kagylok az
egyik legfontosabb terjesztdi lehetnek a majgyulladast és hasmenést el6idézo
virusoknak. Kiilonos jelentdségii ez akkor, ha figyelembe vessziik, hogy a hepatitis-A
virus osztrigaban akar 2 honapot is tilélhet. A kagylok nemcsak egyszertien kiszlirik a
virusokat a tengervizbol, hanem tapcsatornijukban fel is dusitjak azokat (Melnick és
mtsai., 1978).
Nyilvanval6 tehat, hogy a virusok folyamatos korforgasban vannak a természetben (1.

abra).
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1. abra: A virusok atviteli lehetoségei (Hurst és mtsai., 2002 nyoman,).

Virusok az §sszes természetes vizi kornyezetben eldfordulnak, és az élovilagbol
szarmaz06 virusszerll partikulumok szama elérheti a 10® értéket a viz minden egyes
milliliterében (ez magasabb a vizekben talalhaté baktériumszamnal!) (Bergh, 1989;
Girones, 2006). Ezért az emberi fogyasztisra vagy felhasznalasra keriilé6 vizek

barmelyike hordozhat potencidlis veszélyt jelentd virusszennyezddést.

1.2. Szennyviz

Kornyezeti vizeink koziil kozegészségiligyi-jarvanyligyi €s virologiai szempontbol
a szennyviz a legnagyobb jelentdségli. Szennyviznek tekinthet6k mindazok a vizek,
amelyeknek haztartasi, ipari vagy mezdgazdasdgi vizhaszndlat soran eredeti jellege
megvaltozik, és mint hasznalt vizek elbocsatasra keriilnek (MSZ ISO 5667-10). A

szennyvizen belill a kommunalis szennyviz az emberi ¢élettevékenységbdl szarmazo



anyagokkal szennyezett viz. Az ilyen szennyviz nagy mennyiségii szervesanyag- ¢és
baktériumtartalma mellett jelentdés szdmban tartalmazhat fertézOképes virusokat is,
ezért virologiai szempontbdl a legveszélyesebbnek tekinthetd. Az ipari szennyvizek
szennyezettségének mibenléte és mértéke ugyan az ipari tevékenység fliggvénye, mégis
ki kell emelni koziiliik — fontos virologiai szerepliik miatt — az allattartd telepek
szennyvizeit, amelyekben foként allati, de esetenként emberre is veszélyes virusok
fordulnak eld.

A telepiilési szennyvizekben eléforduld legfontosabb enterélis viruscsoportokat

az 1. szadmu tablazat mutatja be.

Viruscsalad Genus Legfontosabb virusok Okozott betegségek
o . . . -, léguti- és hugyti fertézések,
Adenoviridae | Mastadenovirus | Human adenovirus A-F szem-, [eguti- €s hugyuti ertozese
gasztroenteritisz

cv progressziv multifokalis

Polyomaviridae | Polyomavirus leukoenkefalopatia
BKV nefropatia
Enterovirus Poliovirus jarvanyos gyermekbénulas, szem- és

l1éguti fertdézések, miokarditisz, hasmenés,

Enterovirus A-D kongenitalis szivrendellenességek

Picornaviridae
Parechovirus Human parechovirus gasztroenteritisz, 1éguti fertzések
Hepatovirus Hepatits A virus hepatitisz
L Norovirus Norwalk-szer(i virusok -
Caliciviridae gasztroenteritisz
Sapovirus Sapporo-szerti virusok
Hepeviridae Hepevirus Hepeatitis E virus hepatitisz
Reoviridae Rotavirus Rotavirus (A-C) gasztroenteritisz
Astroviridae Mamastrovirus Human astrovirus gasztroenteritisz

1. tablazat: A kommunalis szennyvizben elofordulo legfontosabb enterdlis viruscsoportok (Girones, 2006,
maodositva).

A tablazatban feltiintetett virusok nagy szdmban liriilnek a human széklettel (Rao
¢s Melnick, 1986), vizelettel, és szamos emberi betegséggel hozhatok Osszefliggésbe.
Ilyenek a hasmenéses megbetegedések (gasztroenteritisz), a szem- (okuléris) és a
1égzdszervi (respiratorikus) fert6zések, a majgyulladas (hepatitisz), a szivizomgyulladas
(miokarditisz), vagy az agyhartyagyulladas (aszeptikus meningitisz). Az okozott
betegség sulyossaga természetesen fligg az adott virus infektiv dozisatol, a fertdézott

személy koratol, genetikai hatterétdl, altalanos egészségi, immunolodgiai és taplaltsagi




allapotatol, valamint a kozegészségiligy mikodési hatékonysagatol. Ebbdl adodik, hogy
csecsemok, kisgyermekek, i1dés vagy legyengiilt immunrendszeri emberek a
legfogékonyabbak ezekre a fertdzésekre, igy nagy valdszinliséggel naluk sulyosabb
megbetegedést okoznak ezek a virusok. Szamos virus (pl. a polyomavirusok és az
adenovirusok) mar a korai gyermekkorban megfertdzhetik az embert, megalapozva
ezzel az egyének perzisztens fert6zését. Az adenovirus néhany tipusdnak virionjai
példaul, amelyek a 1égzdszerveket fertdzik, az infekciot kovetden a széklettel akar egy
¢évig is Uriilhetnek (Girones, 2006).

A fekalis-oralis uton terjedd, kozvetlen kontaktussal, kontaminalt élelmiszerrel
vagy vizzel atvihetd enteralis virusok meglehetésen stabilak. Mivel tobbségiik lipid
burokkal nem rendelkezik, igy a kornyezeti tényezdkkel szemben nagyfoku
ellenalloképességet mutatnak (Girones, 2006).

A fentiek alapjan tehat sziikségesnek latszik végiggondolni, hogy a mai viz- és
szennyvizkezelési eljarasok elég hatékonyak-e és megfeleld biztonsagot nyujtanak-e
szdmunkra a virusokkal szemben. Ezért a szennyvizek, kiilondsen a kommunalis
szennyvizek viroldgiai vizsgalatanak nagy a jelentdsége, hiszen informaciét kaphatunk
a helyi populacidé virusiiritésérél, valamint a szokdsos szennyviztisztitd eljarasok

virusredukalo, viruseliminal6 hatasardl és attételesen a kdrnyezet virusterheltségérol.

1.3. Szennyviztisztitas

Tenyésztési kisérletek alapjan a kezeletlen szennyvizben becslések szerint az in
vitro virusok szama 1,82 x 10° - 9,2 x 10* kozott valtozhat literenként, mig a kezelt
vizben a kezelés szintjének megfeleléen ez a szam literenként 1,0 x 10 - 1,0 x 10%-ra
csokkenhet (Griffin és mtsai., 2003).

A vilag népességének tobbsége a tengerpartok mentén él, és az ott termelddd
szennyviz gyakran kozvetleniil vagy koézvetve a tengerparti vizekbe jut. Példaul az
USA-ban, ahol a teljes lakossag 37%-a lakik a parti teriileteken, naponta kb. 3,78 x 10'°
liter tisztitott szennyviz keriil a tengerbe. 2000-ben 11000 strandot kellett bezarni az
erételjes szennyvizszennyezés miatt. Ez majdnem a dupldja volt az elézd évek
adatainak. Globalis szinten nézve, az amerikai tengerpart, amely a kontinens belsejéhez
képest kétszer akkora litemben fejlédik, kb. 90%-kal tobb tisztitatlan szennyvizet

termel és juttat a tengervizbe.



A tengerbe Oml0 szennyvizek egy része csupan részlegesen tisztitott ¢&s
fertétlenitett. Példaul Los Angelesben, San Diegoban és Hawaiion, csak a fel nem
oldodo szilard részeket tavolitjdk el, mieldtt a szennyvizet a szabadba bocsatanak.
Azokndl az Osszetett szennyvizcsatorna rendszereknél, amelyek befogadjak és taroljak
a tisztitatlan szennyvizet, nagyobb mennyiség esetén tulfolyas 1ép fel. Ezek mellett a
szennyvizilepitd aknak és az egyedi elrendezésti rendszerek is hozzdjarulnak a part
menti vizek fokozott viralis szennyezéséhez €s rossz mindségeéhez (Griffin és mtsai.,
2003). Természetesen sokkal stlyosabb a vizszennyezés a fejlodd vilag orszagainak
természetes vizfolyasait és tengerparti szakaszait tekintve. Hazankban is a budapesti
kommunalis szennyvizek 50%-a tisztitatlanul 6mlik a Dunaba. Ennek megoldasara
kezdték el épiteni a csepeli szennyviztisztito telepet, amelynek segitségével a tervek
szerint 2010-re a fovaros Osszes szennyvize biologiailag tisztitva keriil majd a Dundba

(http://www.kvvm.hu/dokumentum.php?content id=1236&section_id=0).

A mikrobioldgiai szennyezési folyamat ellendrzésének ¢és megallitasanak egyetlen
lehetésége, ha 1) eszkozoket és eljarasokat alkalmazunk e mikroorganizmusok
tanulmanyozasara (Griffin és mtsai., 2003). A szennyvizek nem megfeleld tisztitasa
mind kdzegészségiigyi, mind kornyezet-egészségiigyi szempontbol jelentds problémat
jelent. Azonban a szennyviztisztitas virusokra kifejtett hatdsardl jelenleg rendelkezésre
allo ismeretek meglehetdsen hidnyosak és ellentmondésosak.

Egyes tanulményok szerint az elsddleges tisztitas (fizikai eljaras; a nem oldott,
darabos szennyezOk mechanikus eltavolitasa /ké-, kavics-, homok-, zsirfogd, tlilepitdk
segitségével/) alig vagy egyaltalan nem csokkenti a szennyvizben 1évd virusok szamat.
Ezzel szemben a masodlagos tisztitds (bioldgiai eljaras; a lebegd szerves részecskék,
oldott és kolloidalis szerves szennyezdk eltavolitasa /mikroorganizmusok segitségével/)
a virusok 90-99%-at is eltavolithatja (Girones, 2006). Ez az arany elso hallasra akar
megnyutatonak is tiinhet. Figyelembe véve azonban az olykor igen magas kiindulasi
virusszamot (pl. 10/liter), megallapithatjuk, hogy még az akar 99%-os tisztulds utan is
10° partikulummal kell szamolnunk literenként, ami kérdéseket vet fel a valodi tisztitasi
hatékonysagot illetéen. Egyesek ravilagitanak arra is, hogy a klorinacid, mint a
legelterjedtebb vizfertdtlenitési eljaras, konnyedén elpusztitja a legtobb baktériumot,
azonban kevéssé hatékony a virusok és a patogén protozoonok cisztdival szemben,

ezért azok gyakran mutathatok ki az elfolyd szennyvizbdl. A klor rdadasul nagy
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mennyiségben alkalmazva draga, sot a vizben metannal keveredve toxikus €s rakkeltd
klorozott szénhidrogének keletkezését idézheti eld (Csuros és Csuros, 1999) (2. abra).
Szamos kisérleti tapasztalat alapjan tehat ugy tinik, hogy a mai szennyvizkezelési
¢s fertOtlenitési eljarasok nem elég hatékonyak a virusok eltavolitasara, ezért az elfolyo
szennyvizzel virusok tdvoznak az élovizekbe, ahol fertézoképességiiket hosszu ideig
megorizhetik (Pusch és mtsai., 2005). Ezért olyan kezelési technologiat sziikséges
kidolgozni és alkalmazni, amely hatékonyan elimindlja a szennyvizben 1év6 virusokat.
Sajnos azonban ennek anyagi, modszertani és technikai feltételei ma még nem adottak.
Mindez azt is jelenti, hogy a vizekben és a szennyvizekben barhol, barmikor a

virusveszéllyel is szamolnunk kell.
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2. abra. A szennyvizkezelési folyamat altalanos sémdja, és az egyes lépések soran a kémiai, fizikai
anyagok és mikrobialis patogének mennyiségében bekivetkezo valtozasok (Csuros és Csuros, 1999,
modositva).

1.4. A virusok tulélése a kornyezetben

A virusok obligdt intracellularis parazitdk, amelyek csak fogékony
gazdaszervezetben képesek szaporodni. Szamos humanpatogén virus igen ellenalld a
kornyezeti behatdsokkal szemben, s6t megfeleld koriilmények kozott akar évekig is
megorzi fertdzoképességét a gazdaszervezeten kiviil.

Hangsulyozni kell, hogy a virusok a vizben nem képesek szaporodni, igy ott
szamuk nem is emelkedhet. Gazdasejt nélkiili allapotban kedvezdtlen kornyezeti
(homérséklet, fény, pH, kiszaradds, nyomas), fizikokémiai és biologiai (enzimek,

poliszacharidok) tényezoknek vannak kitéve. Ezek a kornyzeti tényezOk a virus
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gazdaszervezeten kiviili inaktivacidjat nagyban eldsegitik. A virusok stabilitdsa és
ellenalloképessége alapvetden meghatarozza egyik gazdabol a masikba torténd sikeres
atjutasukat.

A virusok fehérjeburokbol és nukleinsavbol allnak, amit bizonyos virusok
esetében lipidburok vesz kortil. Fizikai, kémiai, bioldgiai illetve a kornyezeti faktorok
specifikus befolyast gyakorolhatnak barmelyik viruskomponensre, megvaltoztatva
ezaltal a virusok ,mikodését”, talélését (perzisztencia). Hatdsukra a virusok
elveszithetik fertdzOképességiiket, replikdcios aktivitdsukat vagy inaktivalodhatnak
(Bitton, 1980). Az emlitett kdrnyezeti faktorok jelent6s hatast gyakorolnak a virusok
»cletben maradasara”, ezért a tovabbiakban érdemes roviden attekinteni e tényezoknek
a virusokra gyakorolt hatdsat.

1. A fizikai tényezok hatasa a virusok tulélésére

A fizikai behatasok jatsszak a legjelentdsebb szerepet a virusok tulélésében, a
fert6zoképesség fennmaradasaban. A legfontosabb fizikai tényezdk a hdmérséklet, a
fény ¢és a kiszaradas.

1/a. A fizikai paraméterek kozill a homeérséklet az, amely a virusok gazdasejten
kiviili aktivitasat leginkabb befolyasolja, igy ennek vizsgalata a legalkalmasabb a virus
tulélésének ellendrzésére. A termikus inaktivacid széles korben alkalmazott és
kozkedvelt mddja a virusok — foként élelmiszerekbdl torténd — eliminalasara. A legtobb
virus 55-65°C-on kevesebb, mint egy ora alatt elpusztul, bar hérezisztencia tekintetében
a viruspopuldci6 nem minden esetben mutat azonossigot. A poliovirus néhany
termorezisztens variansa rovid ideig akar a 75°C-ot is tuléli.

Elfogadott tény tehat, hogy a homérséklet valtoztatasa a leginkébb alkalmas
tényez6 a virus talélésének ellendrzésére tengerviz, talaj vagy szennyviz esetében.

1/b. Régobta ismert, hogy a fény, kiilondsen az ultraibolya sugarzas (UV) csiradlo
¢és fertdtlenitd tulajdonsaggal rendelkezik. Az UV fény altali inaktivacid helye a
nukleinsav, ahol az UV sugarzds a pirimidin gylrikben timin-timin dimerek
helyett ezzel fertétlenitették példaul a vizkészletet vagy az elfolyd szennyvizet is.
Elénye, hogy nem keletkezik toxikus maradvany, mig hatranya, hogy a hagyomanyos
fert6tlenitésnél joval dragabb, valamint csak alacsony turbiditast vizek esetében

alkalmazhato.
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Sokkal kevesebb informdacio all rendelkezésiinkre a lathato fémy virust inaktivalo
hatasarol. Az biztos, hogy mesterségesen gerjesztett lathatd fény elpusztit néhany allati
virust. A napfény, pedig igazoltan fontos szerepet jatszik az enterovirusok
inaktivacidjdban mind a természetes vizekben, mind az épitett rendszerekben (pl.
oxidacids tavak).

1/c. A virusok ¢élettelen felszineken wvald jelenléte is fontos tényezdje a
transzmisszionak. A kiszdradas a virusok ellenédllosadgat befolyésolja olyan élettelen
targyakon, mint a laboratdriumi asztal, a ruhazat, a por, a kerdmia csempék, a miipadlo,
de akar a talajokban, az aeroszolokban vagy éppen a szennyvizekben is. A virusok
kiilonbozo felszineken vald adszorbealasat az elektromosan toltott felszin eredményezi;
lebegd szilard részekhez vald kapcsolddasukat a kiilonbozd eredetli vizekben
gazdaszervezeten kiviili ellendlloképességiik is segiti. Szennyvizeknél a virusszam
csokkenése akkor kovetkezik be, ha a szilard anyagok koncentracidja 65% folé kuszik.
Ilyen esetben az RNS mag 6sszeomldsa okozza a virus pusztulésat.

1/d. Néhany fizikai tényezének a virusok tulélésére gyakorolt hatasarol még
keveset tudunk, ilyen a nyomds, a hangenergia és a virus aggregatumok kialakulasa.
Mivel a virusok a természetes vizekben foként aggregatumok formajaban vannak jelen,
igy érdemes ezt az allapotot jobban attekinteni. Az aggregatumokba tomoriilé virusok
sokkal ellendllobbak a kornyezet destruktiv hatasaival szemben, és talélési esélyeik is
megndnek. Kisérletek igazoltdk, hogy a virusok savas kémhatdsnal (pH 3-5)
aggregalodnak, de lugos pH-n nem. A Ca*™- és az AlP-ionok megfelels
koncentracioban és kombindcidoban ugyancsak eldsegitik az aggregatumok kialakulasat.
Az aggregécio a virusok fertdtlenitdszerekkel szembeni viselkedését is befolyasolja.
(Bitton, 1980).

2. A kémiai tényezok hatasa a virusok tulélésére

A fizikai tényezOkhoz képest a kémiaiaknak kisebb szerep jut természetes
kornyezetben a virusok inaktivalasdban. Ennek ellenére nem szabad figyelmen kiviil
hagyni 6ket. A virusok inaktivacidjaban szamos kémiai komponens vesz részt, mint a
pH, a kiilonb6z6 kemikalidk és oxidald agensek, vagy a nehézfémek.

2/a. A virusok a természetes vizekben széles pH tartomédnyban (pH 5-9) stabilak.
Habar néhany virus alacsony kémhatast kornyezetben instabil, az enteralis virusok

altalaban mégsem érzékenyek a savas pH-ra. Ugyanakkor a magas, 11 feletti pH igen
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destruktiv hatdsu szamukra. A viz- és szennyvizkezelés soran is ezt a magas pH-értéket
hasznaljak ki. Ez ugyanis a fehérjeburok és a nukleinsav felépitésében is valtozast
okozhat, és igy eredményesen inaktivalhatja a virusokat.
2/b. A kemikaliak egyarant megvaltoztathatjak a nukleinsavat és a fehérjeburkot,
bizonyos virusok esetében a lipidburkot is. Ide sorolhatjuk példaul
- a  formaldehidet, amelyet ¢évekig  hasznéltak a
vakcinagyartasban (formaldehides kezelés hatdsara a virusok
— a nukleinsav irreverzibilis destrukcioja miatt — elveszithetik
fertdzoképességiiket, de antigén sajatsagukat megtartjak, a
fehérjeburok nem denaturdlodik, és képes immunvalaszt is
kivaltani),
- a salétromossavat, ami a purin és pirimidin bazisok
- az étert, amely a lipidburkot véltoztatja meg, s amit gyakran
hasznalnak a virus-szuszpenziok bakterialis ¢és gombés
fertdzéseinek szelektiv pusztitasara is,
- afenolt, amely képes lebontani a kapszidburkot anélkiil, hogy
a nukleinsav-részt megvaltoztatna. Az extrahalt nukleinsav is
megfertdzheti a  gazdaszervezetet, bar alacsonyabb
hatékonysaggal.
2/c. Az oxidalo anyagok kozil a halogének (pl. klor, jod, brom) és az 6zon
altalanosan alkalmazhatok a vizek €s szennyvizek fertétlenitésére.
2/d. A természetes vizekben a nehézfémek virucid hatasat a pH-érték valtozasa és
a vizben 1év6 szerves anyagok egyiittes hatdsa befolyasolja.
3. A biologiai tényezok hatdasa a virusok tulélésére
A biota legfobb Osszetevdit a virusokkal szembeni kolcsonhatasuk révén tudjuk
tanulmanyozni. Az interakcidk ismerete tovabb bdviti a virusok vizben és szennyvizben
tapasztalt viselkedésérdl szerzett eddigi informacidinkat, amelyeket késébb a
kozegészségligyben is hasznosithatunk. Ma még nem rendelkeziink meggy6z6
bizonyitékokkal az emldsoket fert6z6 virusok ¢€s a baktériumok, algak, protozoonok
vagy a metazoonok kozotti gazda-parazita kapcsolatokrol.

3/a. A Bacillus subtilis, az Escherichia coli és a Pseudomonas aeruginosa az
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enzimaktivitds redukaldsaval a virusok szdmanak csokkenését idézik eld kiilonbozd
eredetii vizekben ¢és a szennyvizben. A B. subtilis és a P. aeruginosa antiviralis
aktivitdssal rendelkeznek, és a virus kapszidot szubsztratként hasznaljak fel sajat
novekedésiikhoz.

3/b. A mikro- és makroszkopikus algak antibiotikus tulajdonsagai mar régdta
ismeretesek. Manapsadg a kemikalidk erételjes hasznalatanak koszonhetéen szamuk
jelentdsen megndtt, ami a vizi kdrnyezet biologiai egyensulyara is nagy hatast
gyakorolt. Az algék aktivitasa (fotoszintézise) kozvetleniil befolydsolja a vizben 1évd
baktériumok ¢és virusok viszonylagos allanddsagat; hatdsukra a viz pH-értéke és oldott
oxigén tartalma megnd. Az algavirdgzas soran a viz pH-ja 10 f6l¢ emelkedhet, és igy a
virusok sokkal konnyebben inaktivalédnak. Ezt a jelenséget hasznaljak fel a
mesterséges oxidacids tavakban.

3/c. Néhany, a Ciliata (Tetrahymena pyriformis) vagy a Sarcodina (Naegleria
gruberi) nemzetségbe tartozd Protozoon szamara az enterovirusok emészthetok,
amelyek a protozoonokba keriilve igy inaktivalodnak.

3/d. Az antivirdlis anyagok jelenléte leginkabb az dcednokban figyelhetd meg. A
legtobb tengeri allat (pl. kagylok) tartalmaz antiviralis anyagokat.

L.5. A fekalis szennyezés indikatorszervezetei

A vizek mindségére vonatkozé fizikai, kémiai, biologiai és mikrobiologiai
normdkat kiilonféle szabvanyokban rdgzitik. Ezek mindig a viz szandékolt
felhasznalasara vald alkalmassag igazoldsara vagy kizardsara iranyulnak. E
szabvanyokban virusokra vonatkozo6 eldirdsokat egyaltalan nem taldlunk (2. tdblazat).
A szennyvizek mindségérol rendelkezd szabvany (MSZ 260/31-57) példaul kimondja,
hogy a megfeleléen fertdtlenitett szennyviz virulens, koérokozo baktériumokat és
¢letképes féregpetéket nem tartalmazhat, de virusokrdl nem ejt szot. A szennyvizek
szabvanyositott bakteriologiai vizsgélatanal (MSZ 260/25-56) is csupan emlitést
tesznek arrdl, hogy bar kozismert tény, hogy a szennyvizek jo terjesztéi lehetnek
bizonyos virusos megbetegedéseknek (pl. hepatitisz), kiemelik, hogy a virustenyésztést
annak kiilonleges berendezés ¢és felszerelés igénye miatt csak viruskutatasra

szakosodott laboratériumok végezhetik.
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Szabvany szama

Szennyviz szabvany cime

1. [MSZISO 5667-10 Altalanos iranyelvek

2. |MSZ318/1-85 Szennyviziszap vizsgalata. Altalanos irdnyelvek
3. |MSZ 318/19-81 Szennyviziszap vizsgalata. Osszes foszfor

4. | NIOSH-7600 Szennyviz Krém (VI) tartalom meghatarozésa
5. | MSZ 260/2-55 Hoémérséklet, szin, szag meghatdrozasa

6. | MSZ 260/3-73 Oldott- és lebegbanyagtartalom

7. |MSZ 260/4-71 pH meghatarozasa

8. |MSZ 260/5-71 Lugossag és savassig

9. | MSZ 260/6-77 Kloridion meghatarozas

10. | MSZ 260/7-71 Szulfation meghatarozas

11. | MSZ 260/8-68 Kénhidrogén és szulfidion meghatdrozasa

12. | MSZ ISO 7150-1-92 | Ammoénium meghatarozésa

13. | MSZ 260/10-85 Nitrition meghatarozisa

14. | MSZ 260/11-71 Nitration meghatérozésa

15. | MSZ 260/12-87 Osszes és szerves nitrogén tartalom

16. | MSZ EN 25663-1998 | Kjeldahl-nitrogén meghatarozéasa

17. | MSZ 260/13-80 Osszes vastartalom meghatarozisa

18. | MSZ 260/14-71 Arzén meghatarozasa

19. | MSZ 260/15-67 Oldott oxigén meghatarozésa

20. | MSZ 260/16-82 Kémiai oxigénigény meghatarozdsa

21. | MSZ 260/17-82 Aktiv klor meghatarozasa

22. | MSZ 260/18-84 Kloérigény és klormegkotd képesség meghatarozasa
23. | MSZ EN 1899-1 Biokémiai oxigénigény (BOI) meghatdrozasa
24. | MSZ 260/20-80 Osszes foszfor meghatirozasa

25. | MSZ 1484-1 Fenolindex meghatarozasa

26. | MSZ 260/22-74 Zsir- és olajtartalom meghatarozasa

27. | MSZ 260/23-74 Spitta-Weldert rothadasi proba

28. | MSZ 260/24-56 Szennyviz bioldgiai vizsgalata

29. | MSZ 260/25-56 Szennyviz bakteroldgiai vizsgalata

30. | MSZ 260/26-56 Szennyviz parazitologiai vizsgalata

31. | MSZ 260/30-79 Cianid-tartalom meghatdrozasa

32. | MSZ 260/31-57 Iranyelvek a szennyvizek mindsitésére

33. | MSZ 260/32-51989 Kromtartalom meghatarozasa

34. | MSZ 260/39-88 Fluoridion meghatarozasa

35. | MSZ 260/42-77 Mintavétel és tartositds

36. | MSZ 260/46-81 Ligrzgit:tt szennyviz atlatszosaganak, iiledék térfogatanak és az iszap aktivitasanak
37. | MSZ 260/47-83 Anionaktiv detegensek meghatarozasa

38. | MSZ 260/48-85 Vizzel nem elegyedé szerves olddszerek meghatdrozasa
39. | MSZ 260/51-88 Kalciumtartalom meghatirozasa

40. | MSZ 260/52-89 Kalcium- és magnéziumtartalom meghatarozasa
41. | MSZ 260/28-56 Szennyviziszap fizikai-kémiai vizsgélata

42. | MSZ 260/41-73 Katranytartalom meghatarozasa

2. tablazat. A szennyvizvizsgalatokra vonatkozo szabvanyok.

Bar szamos hazai (Daniel ¢s Domok, 1962; Simon és Palfi, 1970; Palfi és mtsai.,

1970) és kiilfoldi (Pusch és mtsai., 2005; Tsai és mtsai., 1994) vizsgalat kimutatta a

virusok szennyvizben, felszini- és ivovizben valo eléfordulasat, mégsem létezik

altalanosan elfogadott és alkalmazhaté modszer ezen mikroorganizmusok kimutatasara.

A klasszikus epidemioldgiai  eszk6zok nem elég érzékenyek a vizeredetli
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virusjarvanyok jelzésére, foként akkor, ha azok azonnali és jellegzetes tiineteket nem

produkalnak.

Ismeriink olyan indikétorszervezeteket, amelyek a fekalis szennyezés jelenlétére

utalnak, és annak kimutatdsara szolgalnak. Ezeket az organizmusokat (total koliformok,

fekalis koliformok, bifidobaktériumok, valamint bakteriofdgok szama, Streptococcus

faecalis, Clostridium perfringens szam) hasznaljdk a mindennapi rutin vizmindsitési

eljarasoknal (3. tdblazat).

Indikatorok

Jellemzok

Koliform csoport

Total koliformok

(aerob, fakultativ anaerob, gram negativ,
nem sporas, palca alakl baktériumok,
amelyek 48 ora alatt 35°C-on laktozt
fermentalnak mikozben gazt termelnek)
yEscherichia

»Citrobacter

sEnterobacter
yKlebsiella

- nagy szamban iiriilnek az emberi széklettel
(~2 x 10°/nap/ember),

- nem specifikus csoport (akar talajban,
zbldségekben is megtalalhatok)

Fekalis koliformok
(minden olyan koliform, amely 44,5°C-on
lakt6zt fermental)

sEscherichia coli

- pontosan tiikrdzi a melegvért allatokbol
szarmazo fekalis anyagok jelenlétét

Clostridiumok

(anaerob, gram pozitiv, sporas, palca alaku
baktériumok)

»yClostridium perfringens

- sporai ellenallobbak a baktériumoknal és a
virusoknal, a kdrnyezetben sokaig talélnek,
- multbéli pollucidt jeleznek

Bifidobaktériumok

- alkalmasak az emberi és allati fekalis

Anaerob (anaerob, gram negativ, nem sporas szennyezések megkiilonboztetésére,
baktériumok baktériumok) - oxigénérzékenyek,
»Bifidobacterium bifidum - kérnyezeti mintakban megfelelé modszer
»Bifidobacterium adolescentis hianyaban nehezen kimutathatok,
»Bifidobacterium infantis - denzitasuk szennyvizben magasabb a
yBifidobacterium longum koliformokénal és a fekalis
yBifidobacterium breve streptococcusokénal
- vizi kdrnyezetben nem szaporodnak,
- tulélésiik nagyobb a total/fekalis
»Streptococcus faecalis koliformokénal,
yStreptococcus faecium - fekalis koliform (FC): fekalis
Fekalis yStreptococcus avium streptococcus (FS) arany jelzi a szennyezés
streptococcusok |»>Streptococcus bovis eredetét
yStreptococcus equinus FC:FS<0,7—4llati szennyezést jelez,
yStreptococcus gallinarium FC:FS>4—human szennyezést jelez,
- a koliformoknal jobban korrelal a virusok
jelenlétével
- nagy szamban fordulnak eld szennyvizben
Bakterislis 2 kolifdg.(ssI'{NS t?ég,. F' Escheri'c}.zia coli (SOQOOO PFU/100ml),
figok torzseket lizalja, fizikailag és kémiailag a - koliformoknal ellenallébbak,

leginkéabb hasonlit az enterovirusokra)

- vizsgalatuk konny(, gyors és 24 6ran
beliil eredményhez vezet

3. tablazat: A vizek fekdlis szennyezését jelzd indikatorok (Bitton, 1980).
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A virusok a baktériumoknal atlagosan egy nagysagrenddel kisebb méretiik miatt a
baktériumsziiron konnyen atjutnak, felépitésiik folytan a fertétlenitészerekkel szemben
ellenallébbak, mint a higiénés indikatorbaktériumok tobbsége, amelyeket a fekalis
szennyezések jelenlétének kimutatdsidra haszndlnak. Néhany ma hasznalatos indikator
sokkal érzékenyebb vagy épp rezisztensebb (pl. baktérium spora) a kdrnyezeti stresszel
és a fertStlenitéssel szemben, mint a virusok. Igy a hagyomanyos vizmindsitési
eljarasokkal kapott negativ eredmény a biztonsdg hibas érzetét keltheti, és a virus
fenyegetettség aldbecsléséhez vezethet, hiszen ha a viz baktérium-mentes, attdl még
tartalmazhat virusokat (Bitton, 1980). Eppen ezért meriilt fel az a gondolat, hogy az
»idealis” indikator maga a virus lenne, vagy egy olyan eszményi indikator, amely a
kovetkezd sajatsagokkal rendelkezik:

- nagyobb szamban van jelen, mint a virus,

- legalabb olyan rezisztens a fertdtlenitdszerekkel szemben, mint a virus,

- kénnyen és gyorsan kimutathat6, de nem fert6zo (Bitton, 1980).

I.6. Viruskoncentralasi és viruskimutatasi eljarasok vizmintakbol

A vizbdl torténd virusizolalasi eljarasok az utobbi évtizedekben kezdtek teret
hoditani, de a higiénés gyakorlatban napjainkban még nem valhattak rutin
vizsgalatokka. E teriilet az elmult években hazédnkban is egyre inkabb eldtérbe kertiilt. A
jelenlegi modszertani lehetdségek mellett a baktériumok virusai, a bakteriofagok
vizsgalata végezhetd el viszonylag egyszerlien a vizbakteriologiai laboratoriumok
felszerelésével. A bakteriofagok fizikai és kémiai tulajdonsagai kozel allnak ugyan a
virusokéhoz, de megfeleld koriilmények kozott — a gazda-baktériumok jelenléte miatt —
képesek a vizekben szaporodni, ezért alapvetden eltérnek az emberi és allati virusoktol.
Nem véletlen tehat, hogy felmeriil egy érzékeny ¢és megbizhatd viruskimutatasi
modszer kidolgozasanak igénye, amelynek segitségével valos képet kaphatunk ezekrdl
a vizekben olykor viszonylag alacsony szdmban el6fordul6 ,,valodi” virusokrol.

Amig a virdlis agensek kimutatasahoz ivoviz vagy flirddviz esetén nagy
kiindulasi vizmennyiségre van sziikség (tobb tiz, vagy akar tobb szaz liter), addig
szennyviznél — a magasabb virus-koncentracionak kdszonhetden — kisebb volumen (1-2
liter) is elegendd. Sok esetben mégis az emberi felhaszndldsra szant vizekben

eléforduld viruspartikulumok szdma nagyon alacsony, ami ugyan elég lehet a betegség
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eldidézéséhez, de nem elegendd a laboratoriumi kimutatasukhoz. Ezért a vizmintakat a
viruskimutatashoz eldzetesen koncentralni kell. A viruskoncentraldsra kidolgozott
modszerek tobbsége a virusok fehérjeburkanak vizes kézegben mutatott fizikai-kémiai
viselkedésén alapul. A virusok vizes kozegben nagy tomegli fehérjemolekula
tulajdonsagait hordozzak; jol oldodo sok hatasara kicsapddnak, nagy molekulatomegiik
miatt (>10° dalton) ultracentrifugalassal iilepithetSk, valamint polaritassal rendelkeznek,
ezért képesek adszorbensekhez kotddni. E tulajdonsagok alapjan 6t alapvetd tisztitési,
koncentraldsi technika alakult ki: 1. a két-fazisu szeparalas, 2. a kicsapds, 3. az
ultrasziirés, 4. az ultracentrifugalds, valamint 5. az adszorpcids-elucios eljaras (Andrasi,
1983). Az 6t alapvetd technika mindegyike tobb finomitason esett at az elmult években,
igy napjainkig szamos koncentrald modszert fejlesztettek mar ki, bar koziilik csupan
néhany igazan praktikus és konnyen alkalmazhato.

1. A két-fazisu szeparalasi eljaras alapelve, hogy két szerves polimer (pl. SDS és
PEG) vizben torténd oldast kovetden két elkiiloniilt fazist fog alkotni. A vizben jelen
1év6 kolloidalis részecskék és a makromolekuldk végiil a két fazis egyikében lesznek
jelen.

2. Napjainkban az ultrafiltrdaciot, mint viruskoncentralasi modszert, elsésorban a
szennyvizekbdl vald virus kimutatdsara hasznaljak. A szlirés soran a vizet nagy
nyomassal egy membranon vezetik keresztiil, amin — az ultraszlird kis pdrusmérete
miatt — a virusok €s a makromolekulak visszamaradnak.

3. Annak ellenére, hogy az ultracentrifugalds nem tartozik az idéigényes
miuveletek kéz¢, mint koncentralasi eljaras mégsem terjedt el altalanosan. Ennek egyik
oka, hogy az ultracentrifugélds a virusok koncentralasara csak 50000 rpm felett
eredményes, igy a technikai felszerelés meglehetdsen draga, masrészt a modszer nagy
volumenti vizvizsgalatra nem alkalmazhato.

4. A leginkabb hasznalatos miiveletek kozé sorolhatok az adszorpcios-elucios
eljarasok. Koziilik a legegyszerlibb gézpdrna modszer esetében egy gézpolyat
helyeznek a vizmintdba. A virusok rendszerint a vizben 1évd szilard anyagokhoz
kapcsolodnak, és veliik egylitt adszobealddnak a parna agyagahoz, amrél megfeleld
kémhatas mellett elualhatok.

Napjainkban egyre szélesebb korben alkalmazzdk a membransziiréket kornyezeti

mintakbol torténd viruskimutatasra. Ezek a filterek két csoportra oszthatdk: pozitiv és
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negativ toltésti szlirokre. Mindkét tipus viszonylag nagy mennyiségli ivo-, illetve
felszini vizbdl kis térfogatba képes a virusokat koncentralni. Manapsag inkabb a pozitiv
toltésti szlirék (pl.: ,,Zeta-plus” filterek) hasznalatat részesitik eldnyben, mert ezek — a
negativ toltésti szlirdkkel ellentétben — nem igénylik a vizek el6kezelését, igy a
vizsgalat jelentOsen meggyorsithatd (Andrasi, 1983).

5. A kicsapasi eljaras talan a legegyszeriibb modszer. Ilyenkor a virusokat jol
oldodé sok (pl.: ammoniumszulfat, natrium-klorid—polietilén-glikol) ndvekvo
toménységénél csapatjak ki (Andrasi, 1983; Minor, 1985).

Fontos megjegyezni, hogy a viruskoncentralasra felhasznalt anyagok, eszkdzok
rendkiviil dragak, ezért jelenleg csak sziik kdrben allnak a laboratoriumok €s intézetek

rendelkezésére.

A koncentralas utdn a virus kimutatdsat is meg kell oldani. Szdmos

viruskimutatasi modszert ismeriink, a szovetkulturak alkalmazasatol egészen a
nukleinsav kimutatdsan alapuld technikakig (Eaton és mtsai., 1995; Tsai és mtsai.,
1994). Manapsdg a kornyezeti mintdkbol vald viruskimutatdshoz a (reverz
transzkripcid-)polimerdz lancreakcié (/RT-/PCR) a leginkdbb hasznalt modszer (Tsai és
mtsai., 1994). Ujabban keriilt a figyelem kozpontjaba a valds idejii (real-time) PCR
rendszerek alkalmazasa. Utobbiak a hagyomanyos lancreakcional érzékenyebbek,
gyorsabban kivitelezhetdk, valamint a viruskdpiaszam meghatarozasara is alkalmasak,

lehetdveé téve igy a viztisztitasi hatékonysag mérését is.

20



II. A VIZSGALATOK ELOZMENYEI

A vizbdl torténd viruskimutatasrol szolo elsé beszamolok az 1930-as évek végén,
az 1940-es évek elején lattak napvilagot, és a székletben, valamint a szennyvizben
eléforduld enterovirusokra (els6sorban a poliovirusokra) fokuszaltak (Dalldorf és
Sickles, 1948; Paul és Trask, 1941). A virusok szennyvizbdl torténd kimutatdsa az
USA-ban kezdddott, azota a vildg szdmos laboratériumdban folynak ilyen irdnya
vizsgalatok. Az emberi megbetegedésekben szerepet jatszd virusok jelentds részét,
koztiik az enterovirusokat, a hepatitis A és E virusokat (Pusch és mtsai., 2005; Smith,
2001), a calicivirusokat (Pusch és mtsai., 2005), a rotavirusokat (Pusch és mtsai., 2005),
az enteralis adenovirusokat (Pusch és mtsai., 2005), és a polyomavirusokat (Bofill-Mas
¢s mtsai., 2000) féleg az elmult évtizedben a vilag tobb részén sikeriilt kiilonb6zo
eredetli vizekbdl kimutatni. Ezek koziil ma — a majgyulladast el6idéz6 virusok mellett —
a hasmenést okozd virusok: a humdan calicivirusok (HuCV), a human rotavirusok
(HRV), az enteralis adenovirusok (EAdV) és a humdan astrovirusok (HAstV)

kimutatasara latjuk a legtobb torekvést.

I1.1. A magyarorszagi vizvirologia torténete

A kiilfoldon végzett tanulmanyok eredményeihez képest 1ényegesen kevesebb
hazai adat all rendelkezésiinkre a vizben 1év virusok jelenlétérdl (Daniel és Domok,
1962; Palfi és mtsai., 1970; Simon ¢és Palfi, 1970).

A magyarorszagi vizviroldgiai vizsgalatok enterovirusok szennyvizbdl tortént
kimutatasaval az 1960-as években kezdddtek (Daniel és Domok, 1962; Simon ¢és Palfi,
1970; Palfi és mtsai., 1970), de kés6bb mind a technikai, mind a személyi feltételek
hianya miatt abbamaradtak. Az els6 vizsgalatokat Domok és munkatarsai végezték az
Orszagos Kozegészségiigyi Intézetben (Daniel és Domok, 1962). Kisérleteikben a
viruskoncentraldshoz adszorpcids-eliicids eljardsokat hasznaltak. Eredményeik arra
engedtek kovetkeztetni, hogy tomegoltds wutdn a poliovirus torzsek olyan
koncentracioban vannak jelen a szennyvizben, hogy azok a minta 0,1 ml-ébdl
kimutathatok. Majd 1961 els6 felében jabb tomegoltasra keriilt sor attenualt poliovirus
torzsekkel, igy rendszeres kisérleteket végeztek annak megallapitasara, hogy ezek a
torzsek mennyi id6 mulva jelennek meg az oltds utan a fovaros szennyvizében, illetve

abbol kiilonb6zo id6épontokban milyen gyakorisdggal mutathatok ki. A kovetkezd
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vizsgalatsorozatot a gyermekbénulas elleni trivalens oltasok iddszakaban végezték.
Ekkor orszagszerte a 3 honapos-10 éves ¢€letkoru gyerekek részesiiltek oltdsban. A
vizsgalatok sordn tobb virusizoldldsi médszert probaltak ki (tamponos, illetve meritett
vizminta; kezeletlen, kétféle gyantdval kezelt mintdk), hogy azok hatasfokat
megallapitsak. Kisérleteikbdl kideriilt, hogy a poliovirus az oltast kovetd 2. naptol
kezdve kimutathat6é a szennyvizbdl, és a tamponos mintavétel adta a legmegbizhatobb
felvilagositast a szennyvizek enterovirus-tartalmarol (Daniel és Domok, 1962).
1968-ban tobb virusizoldlasi kisérletet is végeztek kiillonb6zd helyeken az eltérd
viruskoncentralasi modszerek és a szokédsos szennyviztisztitd eljarasok hatasfokanak
megallapitasara. Eredményeik igazoltak, hogy a kalcium-hidrogénfosztat adszorbens
alkalmazasa megfelelének latszik a szennyvizmintdk virustartalmanak vizsgalatara
(Simon és Palfi, 1970), illetve poliovirussal torténd vakcinalast kdvetden a vakcinatorzs
még 2-3 honapig kimutathatdé a szennyvizbdl. A szennyviztisztitdo eljarasok
virusredukalé hatasdnak Osszehasonlitasabol kideriilt, hogy az elfolyd vizben az
enterovirusok kimutathatok voltak, és csupan az élesztett iszapos eljaras soran volt
¢észlelhetd bizonyos foku virusredukcié (Palfi és mtsai., 1970). Ezeket a kisérleteket
ujabbak nem kdovették, igy azdta — sajnos — a kornyezeti virologia ,,néma teriilet” volt
hazéankban.

Az ANTSZ Baranya Megyei Intézetének Regionalis Virologiai Laboratoriuma a

gasztroenteralis virusok referencia laboratoriumaként mar évek ota foglalkozik a
legfontosabbnak tartott gasztroenteritiszt okozé virusok (HRV, EAdV, HAstV, HuCV)
laboratoriumi  diagnosztikajaval, ¢és kell6 tapasztalattal rendelkezik ezeknek a
virusoknak a molekularis epidemiologiai kutatdsdban is. Vizsgalataim megkezdéséig
azonban e virusok kimutatisira — az okozott tiinetek ¢és epidemiologiai adatok
elemzésével egyiitt — csak klinikai mintakbol kertilt sor.
Mivel az enterdlisan 1iriilé virusok rendkiviil ellenallok a kiilonb6z6 fizikai és kémiai
behatdsokkal szemben, ezért feltételezhetd volt, hogy azok a szennyvizbdl is
kimutathatok. Hazankban még nem végeztek ilyen vizsgalatokat, pedig a kommunalis
szennyvizet is kezeld szennyviztelepek jo lehetdséget adnak a kozdsségben cirkulald
enteralis virusok észlelésére.

A vizsgélt virusok jellemzdit a 4/1-5. tdblazatokban mutatom be.
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4/1.

Astrovirusok/HAstV Rotavirusok/RV-A Rotavirusok/RV-B Rotavirusok/RV-C Calicivirusok/HuCV Adenovirusok/EAdV
-1953. miitéti Giton
eltavolitott emberi
garatmandulabol késziilt

‘Kapikian és mtsai., 1969. szovettenyészeteken
‘Madeley é Cosgrove, Norwalk varos (Ohio spontan kialakulo sejt

1975. Anglia,
csecsemoket érintd

‘Bishop és mtsai., 1973.
els6 human esetek beteg

allam), iskolai
gasztroenteritisz
jarvanybol szarmazo

degeneraciokat figyeltek
meg, jarvanyos léguti
megbetegedésben

&2 szrt roen'termsz g}'ferr?ekbol'sze?rrpazo székletmintak immun- szenvedd sorkatonak torok
jérvanybol belszvet mintébl, elektronmikroszka viladékabol is izoliltak
Felfedezés, gytijtott székletmintdkban, | -kiillés kerékre emlékezteté  CKITONMIKIOSZXOPOS <abol 18 1zofaltak
, X . X 3 3 , . vizsgalataval, hasonl6 sejtkarosito hatast
nevezéktan -astro nevet eletronmikroszkopos kép -1970-es évek vége, 1980-as évek eleje > . , ,
. , ., . . -Caliciviridae csalad, agenseket,
elektronmikroszkopban alapjan rotavirus elnevezés . . - PR A
. . .- s humén genusok: Norovirus | -adenovirus: virus elsé
lathat6 felszini (rota=kerék), R . S o ia .
. . L, L . és Sapovirus, allati izolalasi helyére, az
csillagszeri struktarajukrol | -Reoviridae csalad, . . .
] . X genusok: Vesivirus, adenoid szovetre utalo név,
kaptak (astro=csillag), Rotavirus genus . - .
Astroviridae csalad Lagovllru‘s, ‘Adenoviridae csalad 4
-genetikai nemzetség:
valtozékonysaguk miatt Mastadenovirus (emlés),
kvazispeciesek” Aviadenovirus (madar),
Atadenovirus,
Siadenovirus
28-30 nm 4tmérd, gdmb e o o . 70-90 nm 4tmérd,
alak -70-74 nm atméro, ikozaéderes szimmetria (nem a klasszikus ikozaéder — morfologiailag ikozahedralis szimmetria,
bur(;k nélkiili. felszinén ez is gdmb alakit), -27-35 nm, burok nélkiili, 252 kapszomer épiti fel,
5/6-dg csilla, szerii kiillés kerékre emlékeztetd szerkezete tengelyét a mag, kiilldit a belsd kopenyfehérjék (7. abra) hexonok: oldalakat felépitd
struktilg}; a & képezik, -norovirusok: kicsi, kerek, egységek, tovabbi 6
.. ? . a kiils6 kopenyfehérjék kerékabroncsszeriien rendezddnek, struktaralt szerkezet, alegységgel alkotnak nem
-ujabb megfigyelések: 41
m 4tmérd kubikélis. kiils6 kapszid f6 sszetevdje: G tipust (Glikoprotein antigén) meghatarozo glikoproteid jellegtelen felszin, kovalens kapcsolatot,
Morfologia szimme tria’ (VP7), e réteg sikjabol 60 darab tiiskeszerii képlet nyulik ki, amelyek a P tipust (Proteaz -sapovirusok: kehelyre, penton: a 12 csticsban
e, érzékeny antigén) meghatarozo VP4 polipeptid dimerjei, kupara (=calix) talalhato, melyet 5 db
felszini tiiskéket mutat, P h - . ., . ,, - Pt el
al magas pH érték belsd kdpeny: csoport-determinans VP6 molekglak all_«)tj ak, _ err}lekezt_eto, vagy David hexon vesz koriil. Reszel.
rc‘sellett veszi belsé rétegen beliil: VP2 molekulakbol a kapszid magja (,,core”), amely magéaba zarja a csillagra is hasonlito penton alap (rogziti a
A . 11 szegmentbdl 4116 genomot, a virus RNS-fiiggé RNS polimerazat (VP1) és guanilil- felszini bemélyedések pentont a kapszidban),
fel az els6 észlelésekor . . .
. . . transzferazat (VP3) fiber (alapba beagyazott
latott csillagszerti . o P
szerkezetet (3. 4bra) (5., 6. abra) nyulvany-szerti képlet) (9.
) abra)
-pozitiv egyszala RNS, 3’ -dsRNS, 18500 bp hosszu, -pozitiv ssRNS, 7300-7700
végén poly-A farok, 6800 11 szegmentbdl all bazis hosszlisagu, R
nukleotid hosszasagu, -a 11 génszegment 6 -dsRNS, 18000 bp hossz1, -dsRNS, 17900 bp hossz1, ‘norovirusok 3, blln}elgrslssz,l;isséDé\I(Sl, 03 Sﬁ,org)
-3 fehérjekodold szakasz strukturalis gént (VP1- 11 szegmentbdl all 11 szegmentbdl all sapovirusok 2 ORF, 5’ ) I; nom vé égn ’for di.to ttan
(ORF:open reading frame): | VP4, VP6, VP7) és 6 nem- | -génjei tobbé-kevésbé -génjei tobbé-kevesbé végen ORF1: nem ifmé {16d6 fzekvencia
Genomszerkezet | ORFla, ORF1b, ORF2 (4. strukturalis gént (NSP1- megfeleltethetok a RV-A megfeleltetheték a RV-A szerkezeti fehérjéket covméssal ’
abra) NSP6) kodol, orokitdanyaga altal kodolt orokitdanyaga altal kodolt (helikéz, cisztein-proteédz, &y
R . . R R o komplementerek, ezzel az
ORFla (2700 nt) és ‘szero- €s genotipus- géneknek géneknek RNS-fiiggd RNS covszalt DNS
ORF1b (1550 nt): a virus specificitast a felszini polimeraz) kodol, ORF2: cigr{(ularizélé dhat
szaporodasahoz antigének (VP4 /P tipus/ és 56-60 kDa nagysagi

nélkiilozhetetlen nem

VP7 /G tipus/) hordozzak,

kapszid fehérjét kodol,
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4/2.

Genomszerkezet strukturalis fehérjéket -jelenleg 16 G és 28 P amely a kapszidot 90
(folyt.) kodolja (RNS-fiiggd tipust ismeriink, emberi kapszomerbdl épiti fel
RNS polimeraz, szerin székletmintakbol 10 G és dimerek formajaban,
protedz), 11 P tipust azonositottak, ORF3: kis szerkezeti
ORF 2 (2400 nt): -mindkét felszini antigén fehérje (22,5 kDa)
strukturalis fehérjéket ellen specifikus ellenanyag kifejezodéséért felelds,
kodol, amelyek a valasz jon létre, ezért a ‘jelentés rekombinacids
viruskapszidot épitik fel rotavirus torzsek kett6s hajlam
jelolést kapnak (pl. (8. abra)
P[8],G9),
-génszegmentek konnyen
reasszortalodnak
Astrovirusok/HAstV Rotavirusok/RV-A Rotavirusok/RV-B Rotavirusok/RV-C Calicivirusok/HuCV Adenovirusok/EAdV
fekalis-oralis tt, kzvetlen sze;lﬂlse;’:th;ft Akl
ember-ember kontaktus, - P , . . . . L, . ez ey ’ -direkt kontaktus, fekalis-
i Atvivd kize -fekalis-oralis ut, szennyezett targyakkal, illetve vizzel és élelmiszerrel (pl. osztriga és illetve vizzel és oralis ft
Atvitel . g egyéb kagylofélék) valo atvitel, élelmiszerrel (pl. osztriga oy P
lehet: szennyezett - . , o, -levegében terjedd apro
i . . -Zoonozis és egyeb kagylofélék), . . A ]
¢élelmiszer (pl. osztriga), hanva p 5rodé részecskékkel, néha vizzel
Kontaminalt viz -hanyas soran szorodo
aeroszollal is
-vékonybélbolyhok apikalis
részén 1évo bélhamsejteket
fertdzik, a fertdzott sejteket
-emberben még nem elpusztitjak, . .. -vékonybélben -ve.:]fopybelbolyho'k‘ - . e .
. . -a patogenezisben tobb X . . sejtjeinek morfologiai és -virusreplikacié helye:
teljesen tisztézott, trukturalis (VP3, VP4 sokszorozédnak, "vékonybélben funkciondlis karosoddsat | human légzétraktus és
Patogenezis -a vékonybél epithel i/P7) &s tobb nerr’l— ’ -fert6zott bélhamsejtekben sokszorozodnak, okozzak asz troin?esz tinalis
sejtjeiben szaporodnak, A szinciciumot képeznek, ‘nem tisztazott T sa .
; P strukturalis gén (NSP1- ) S -a virusreplikacio helye epithelsejtek
villus atrofiat okoznak NSP4) is részt vesz nem tisztazott nem ismert
‘NSP4: viralis enterotoxin,
folyadék kiaramlast idéz
eld a sejtekbdl
-vilagszerte elterjedt, -vilagszerte elterjedt, -vilagszerte elterjedt, -vilagszerte elterjedt,
lomésts gl | s et g deq, | Sk ki | et ulamen
kismaéska ku£ a me;lac sertésnek, kut ,énak ’ -mind allatokat, mind ermekek és id6sek ’ képviseldjében sikeriilt
egér kacse; csi}r/k; ul l;a macskéne;k nyﬁlnalé embereket megbetegitenck l%(?)'/rében fertéznek. kir?lutatnij
ger, kacsa, ¢ » bulyka, R - I ’ (természetes gazdak: . S e >, .
-8 kiilonb6zé human egérnek, marhanak, . Ao - . epidemiologidjuk kevéssé -140 szerotipus, emberi
szerotipus (1-8) ulykanak ‘Kina, Dél-Azsia (India, ember, sertés, ismert, gyermekkori tipusok szama 51, f6le
: iolooi pus {1-¢), puly Co. Banglades), vadaszmenyét, kutya, » Eyert Puse L g
Epidemiologia -3 kockazati csoport -gyermekkori o, - gasztroenteritiszek 0,9- léguti, szemészeti
s . ‘inkébb allatokat fert6z marha), o/ 2 , ’ o 2
~csecsemok, és fiatal gasztroenteritiszek , . iol6giai 6,6%-at okozzak, emésztérendszeri
ermekek leggyakoribb korokozoi (természetes gazdai: . :epldemlo oglal ‘norovirusok: szorvanyos fertézéseket, ritkan
gyer > o11e y ember, sertés, marha, juh, jelentGségiik kérdéses, ) P - g P
~idések, 130 millio megbetegedés, . ~ . . heveny gasztroenteralis majgyulladast, hugyuti,
~immunszuppresszalt 2.3 milli6 korhiizi felvétel, | PAtkany) 10bbnyire sporadikus megbetegedések zivizom, kozponti
bete elL PP 700 ezer(;lal(:ileset/éf/ o esetek, kisebb jarvanyok, ki:rgneilf(eg;é esiné a isde re?lds’ze(l)’i »
‘as %)raiiikus viralis leginkabb az 5 év ala’tti fertézések estiespontja: jarvanyos b megbete edéseket
hasmenések 420% it Korosstilyt forti kora tavasszal (mércius, asstroenteritiszekben Kozmak.,
smenese ’ Orosza 'yt ferhal, aprilis) gasziroentenitiszekben, %o § .
okozzak, ‘Magyarorszagon évente szorvanyos bélfertdzések -40, 41-es szerotipus:
kb. 5000, 6t évnél fiatalabb 20%-at, nem bakterialis gasztrointesztinalis
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4/3.

-fertézések csucspontja:
mérsékelt 6vben téli

gyermek kertil korhazba
rotavirus okozta

gasztroenteritisz jarvanyok
70-90%-at is okozhatjak,

megbetegedések,
gyermekek korében a 2.

honapokban megbetegedés miatt, -jarvanyok leggyakrabban leggyakoribb fert6z6 agens
-fert6zések csucspontja: id6legesen zart vagy félig a rotavirus utan,
mérsékelt Gvben az év zart emberi kozosségekben | -fertdzések csucspontja:
hidegebb honapjaiban, fordulnak eld, téli és tavaszi idészak
Magyarorszagon februari- -fertdzések csucspontja: (léguti fertozések), nyar
marciusi esethalmozddas, mérsékelt égovben (kotéhartyagyulladasok)
-kozosségen beliil gyorsan legtobbszor tél-tavasz nincs szezonalitas
Epidemiologia terjed, nagy mennyiségben (winter vomiting disease), (gasztroenteralis
(folyt.) (10°-10" partikulum/ml) -20-100 partikulum mar megbetegedések),
urtil, alacsony fert6zési betegséget okoz, -székletbdl kimutathato
kiiszob (~10-100 ‘természetes gazdai: ember, | szerotipusok: 1,3,5,7, 31,
partikulaum mar sertés, marha 40, 41
betegséget okoz),
1990-es évek kozepe:
elindul a nemzeti rotavirus
torzsfigyeld (surveillance)
program
Astrovirusok/HAstV Rotavirusok/RV-A Rotavirusok/RV-B Rotavirusok/RV-C Calicivirusok/HuCV Adenovirusok/EAdV
‘lehetséges, de nehezen
szaporithatd
szovetkultirakban,
-laboratériumi
koriilmények kozott a virus
szaporodasahoz a tripszin
nélkiilozhetetlen de szerepe
nem ismert, . . 12 L ot . . .
o a mikroszk6pos -le.ll'xetseges,, Qe a torzsek" gyakral} neh]ezen ada,ptalodnak in vz,tr_o, ffennta}‘tott ~,tenyes%tesse.l és -1ehet§§ge§, elterjedt (de az
Tenyésztés morfolégiai kép alapjan szovetkulturakhoz, a szovetkultira tapfolyadékhoz az adapfamq és a virushozam allatoltassal in vitro nem enteralis tipusok nehezen
nem lehet egyértelmiien novelése érdekében kiilséleg adott proteazok (elsésorban tripszin) sziikségesek szaporithato tenyészthetok)
kovetkeztetni a virus
szaporodasara, ennek oka a
magas tripszin tartalmt
kozeg, amely a sejteken a
virus citopatogén
hatasahoz hasonlo
elvaltozast okoz
-a betegség soran
-gyermekkori fertézéssel keletkezett ellenanyag
}sl;):rsjtl;}t)i‘g-ls;gilglifstien -anyai antitestek az élet elsé 6 honapjaban bizonyos védelmet biztositanak, els6 fertdzés Z:Sﬁi)?:p?ggl ?é?:)él;é
Immunitss védettség, nyoman kialakul a szerzett immunités, amely az egymast kovetd fertézodések soran -rovid ideig tart, gyakori az fertozédes ellen,

-ellenanyag szintje
valosziniileg az élet
elérehaladtaval csokken

er6sodik,

-de nincs élethosszig tartd védettség

Ujrafert6zodés

-a védelem nem teljes,
eléfordulhat Gjrafert6z6dés
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4/4.

Astrovirusok/HAstV Rotavirusok/RV-A Rotavirusok/RV-B | Rotavirusok/RV-C Calicivirusok/HuCV Adenovirusok/EAdV
elektronmikroszkopos szovettenyészeten torténd
székletmintak direkt vizsgalatok, latex izolalas, PCR, restrikcios
L el_ektr9nm1kroszkopos ggglutmacm, ELIsA, elektronmikroszkép, RT- haS}ta}§, komplement
Laboratériumi vizsgalata, immunkromatografias RT-PCR fixacio,
. . . R PCR, Southern blot, . .
diagnoézis ELISA (kereskedelmi modszerek, PAGE, ELISA immunfluoreszcencia,
forgalomban kaphato), RT- | RT-PCR sziikségtelen a haemagglutinacio gatlas,
PCR mindennapi virus neutralizacios tesztek,
diagnosztikai gyakorlatban ELISA, latex agglutinacio
-4ltalanos higiéniai ‘higiénids korlilmények
;o . . javitasa fontos a fert6zés
procedurak (kézmosas, . s
. [ X tovabbterjedésének
tiszta ivoviz) betartasa, t .
. . o megakadalyozasaban,
4ltalanos higiéniai o o : ‘vakeina fejlesziési zart szobik
P . . . . -altalanos higiéniai procedurak (kézmosas, tiszta ivoviz) betartasa, vakcina (2006-2007- kisérletek folynak (szajon S
Megel6zés procedurak (kézmosas, P, .. . ; L , . . ventillatorainak redszeres
. - , t6l vilagszerte, tobbek kozott Magyarorszagon is elérhetd) at adhato virus-szerii el o
tiszta ivoviz) betartasa P fertdtlenitése, fert6zott
partikulakkal a gyomor- . N
. o helyiségek sterilizélasa,
béltraktus mucosalis P N
- o \ -altalanos higiéniai
immunitasat célozzak A X .
meg) procedurak (kézmosas,
tiszta ivoviz) betartasa
-specialis antiviralis terapia | -nukleozid analog
-dehidraci6 oralis Gton/ i s s s S . nincs, hatdanyagu szerek (pl.
Terapia intravénas viz- és elektrolit potlds, ordlis rehidricids folyadék, ‘nagyobb folyadék és cidofovir), nitrogénoxid,

folyadékpotlassal helyreall

-esetleg korhazi megfigyelés, kezelés, a folyadék intravénas potlasa

sovesztés esetén korhazi
ellatas

-enteralis tipus: nincs
specifikus terapia

Els6 kimutatas
kornyezeti
mintakboél
(PCR-rel)

1994. tengerviz, Myint és
mtsai.,

1997. kornyezeti vizek,
Marx és mtsai.

1993. szennyviz, Mehnert
és Stewien,

1997. folyoviz, Gilgen és
mtsai.,

1999. talajviz,
Abbaszadegan és mtsai.,
1995. ivdviz, Jothikumar
és mtsai.

nem vizsgaltak

1997. szoérakozasi célu viz
(kenusok), Gray és mtsai.,
1997. ivoviz, Kukkula és
mtsai.,

1997. folyo, Gilgen és
mtsai.,

1999. szennyviz, Lodder és
mtsai.,

2000. asvanyviz, Beuret és
mtsai.

1994. folyo, szennyviz,
Puig és mtsai.

Ellenalloképesség

‘meglehetésen ellanallo,
-fert6z6képes marad: 60°C
5-10 perc, -70, -85 °C 6-10
év,

ellenallo kiilonbozo
detergensek,
lipidoldészerek,
kloroform hatasaval
szemben,

stabilitasat meglehet6sen
savas (pH 3,0)
kornyezetben is megérzi

‘meglehetésen ellanallo,

fert6z6képes marad: szobahémérsékleten 2 hét, 4°C 22 nap, -20°C 32 nap, liofilizacio,

pH 3-11,

fert6zOképességét elvesziti: pH 2, pH 12, 15 perc UV kezelés, 5 perc 8%-o0s
formaldehides kezelés, 30 perc 70%-os alkoholos kezelés, lizol (2%), fenol (2%),
hidrogén-peroxid (1%): 1 oras kezelés (Meng és mtsai., 1987)

‘meglehetdsen ellanallo,
‘in virto: stabilitasat savas
(pH 4-5) kornyezetben is
megorzi, érzékenyek
magas Mg”" koncentracid
mellett a magas
hémérsékletre, a tripszines
kezelésre, megfigyeltek
fertézoképesség
novekedést is tripszines
kezelés hatasara, szamos
torzsiik ellenall enyhe
detergensek, éter és
kloroform hatésdnak

‘meglehetdsen ellenallo,
-fagyasztott allapotban
évekig fertézoképes marad,
jol tiiri a kiszaradast,
ellenallo enyhe savakkal,
lugokkal, alkohollal,
detergensekkel szemben,
hoéhatéassal szembeni
érzékenysége kozepes
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4/5.

Astrovirusok/HAstV

Rotavirusok/RV-A | Rotavirusok/RV-B |  Rotavirusok/RV-C

Calicivirusok/HuCV

Adenovirusok/EAdV

Klinikum

-inkubacid: 1-4 nap, de
gyakran tlinetmentes
fert6zés,

-hasmenés (72-100%, 2-3
[21] napig, székletiirités: 1-
10 alkalom/nap),

-hanyas (20-62%; 1-4
napig, 1-2 alkalom/nap),
-1az (7-25%, 37-41°C),
-hasi fajdalom (50%),
-dehidracio (0-5%),
-fejfajas,

-émelygés,

-hanyinger,
-immunszupresszaltaknal
stlyosabb lefolyas,

-inkubacié: 1-2 nap,

-hasmenés (vizes, 93%, 3-8 nap, székletiirités: 1-30 alkalom/nap),

-hanyas (69%, 1-3 nap, 1-20 alkalom/nap),

-laz, (67%, 37- 41°C,)

-hasi fajdalom (19%),

-1éguti és idegrendszeri tiinetek

-dehidracio (3-19%) — sulyos esetben: halal,

-laktéz intolerancia

-immunszuppresszaltaknal stilyosabb lefolyas, virusiirités hetekig, honapokig, antigének
a vesében, majban is kimutathatok,

-inkubécid: 1-2 nap,
‘hasmenés (nem véres, nv.”
87%, atlag 4-nap (akar 28
napig is)/sv.” 95%, atlag 5
nap, akar 21 napig is),
-hanyas (nv. 74%. 1-7 nap/
sv. 60%, 2- akar 21 nap),
-emelkedett
testhémérseklet (nv. 32%/
sv. 43%).

-hasi fajdalom (nv. 51%/sv.
45%),

-fejfajas,

-émelygés,

-hanyinger (nv. 49%/sv.
-gyermekeknél: hanyas
(akar hasmenés nélkiil),
‘felndtteknél: hasmenés
(akar hanyas nélkiil),
‘lefolyasi id6: 1-3 nap

-a tiinetek sulyossaga és
iddtartama nagyban fiigg a
fert6zott egyén életkoratol!
“nv.=norovirus
"'sv.=sapovirus

ENTERALIS TIPUSOK:
-inkubacid: 7-8 nap, de
gyakran tiinetmentes,
-rotavirus-fert6zéshez
hasonl6 lefolyas, de
enyhébb és hosszabb,
-hasmenés (erételjes, vizes,
5-12 nap),

-hanyas,

laz,

-gyakran lakt6z
intolerancia,
-intusszuszeepcio,
-immunszuppresszaltaknal
sulyosabb lefolyas

4/1-4/5. tablazat. A vizsgalt virusok jellemzdinek dsszefoglalo tablazatai.
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3. abra: A human astrovirusok elektronmikroszkopos kepe.
Forras:_http:// www.virology.net/Big_Virology/BVRNAastro.html

nem-strukturalis

strukturalis
Polimeraz
ORF1b
Proteaz Kapszid
ORF1a ORF2
poly-A
5’ 3’

4. abra: A human astrovirus-genom szerkezete.

28



i -ﬂ‘l"; . o
5. abra: A rotavirusok kerékre emlékeztetd szerkezete (Williams F.P., U.S.EPA).
Forras: http://www.virology.net/Big_Virology/BVRNAreo.html

VP2

VP4
Neutralization
antigen
//{_P Serotype)

VP&
Subgroup

antigen

VPT
Neutralization
antigen
(G Serotype)

Subcorg

6. dbra. A rotavirus genom 11 szegmentje, az altaluk kodolt fehérjék, a strukturalis fehérfék
elhelyezkedése a kapszidban, a kapszid 3D szerkezete. Forrds: www.nlv.ch/Rotavirus/Rotafactsheet. htm
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7. abra. A human calicivirusok elektronmikrb&zképos kép_e. Forras:
http://www.virology.net/Big_Virology/BVRNAcalici.html

nem-strukturalis o
strukturalis

V,e helikaz  cisztein-protedz RNS-polimerdz kapszid

ORF1 0] 24y

ORF3
B
nem-strukturalis crukturdlic
kapszid
V,e helikaz  cisztein-protedz RNS-polimeradz
ORF1 ORF3

8. abra. A calicivirusok genom-szerkezete, ,,A”- Sapovirusok, ,,B - Norovirusok.
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Kapszid proteinek

i (hexom)
Hl (penton alap)

Mag proteinek

™ lia
v W (fiber)
vi Vi
X il
x
9. abra. Az adenovirus felépitése (Stewart és Burnett, 1995 alapjdn).
Ela 1%
E1b 19K VA e wl ki rot 100K gl
Eib -55K e T B e B P LoV B3 fiber
= = 4 CALE-{bi- m—
A —— L L L ]
%az2  pol pTR LBR U exon | dUTPaz
i Ed -34K
Mastadenovirus (HAdV -2) E4 réuid

10. abra Az adenovirus genom szerkezete (Berencsi, 2005).

31



II1I. CELKITUZESEK

Célom volt:

gyors, hatékony, megbizhatdo koncentralasi és direkt molekularis kimutatasi
modszer adaptalasa, amely a szennyvizbdl torténd viruskimutatast lehetové teszi,
az alkalmazott mddszer hatékonysaganak igazoldsa a human astrovirus, mint
modell-virus szennyvizbdl torténd kimutatasaval,

az ANTSZ Baranya Megyei Intézetébe érkezd szennyvizmintak rutin
vizbakteriologiai és vizkémiai vizsgalatainak soraba a molekularis virologiai
vizsgalatok bekapcsolasa,

a régid szennyvizeiben cirkuldlo enterdlisan {iriild, kozegészségligyi
szempontbol jelentdséggel bird virusok (HAstV, HRV, HuCV, human
adenovirus /HAdV/) kimutatéasa, és a talalt torzsek genotipus meghatarozasa,
szennyviztisztitasi hatékonysag megallapitasa a vizsgalt virusok eliminalasdnak
képessége szempontjabol,

annak tisztazasa, hogy vajon a korhazban apolt gyermekek korében megfigyelt
gasztroenteritiszes esetek jol mutatjdk-e az emlitett virusok valddi szerepét a
populacidban, vagy csupan a fert6zések bizonyos hanyadat észlelik az orvosok,
a fekalis koliformok és az altalam kimutatott virusok, mint fekalis szennyez6
agensek kozott fennalld korrelacio lehetdségének tisztazasa,
informacioszolgaltatds az egészségiigyi és a kornyezetanalitikaval foglalkozé
szakemberek szdmara a hazai szennyvizek viroldgiai szempontbol is torténd

vizsgalatanak fontossagarol.

32



IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

IV.1. Szennyvizmintak

A mintagytjtés helyszine, valamint a minta tipusa alapjan vizsgalati idészakom
harom periddusra oszlott. Az els ciklusban az Allami Népegészségiigyi és Tisztiorvosi
Szolgéalat Baranya Megyei Intézetének Regionalis Virusdiagnosztikai Laboratoriumaba
2004. éaprilis és november kozott 35 nyers (tisztitatlan) szennyvizminta érkezett
Baranya megye 22 szennyviztelepérdl (,,a”-,,v”’) (11. dbra). A masodik ciklusba a 2004.
november és 2005. november kdzott Baranya megye 4 szennyviztisztito telepérdl (,,A”,

»B”,,,C”, ,,D”) (12. abra) beérkezett 36 nyers ¢€s tisztitott szennyvizminta-par tartozott.

Vizsgalataim 3. periodusat képezte a 2005. november és 2006. augusztus kozott
Baranya megye 3 szennyviztisztité telepérdl (,,B”, ,,C”, ,,D”) vett 12 nyers-tisztitott

mintapar (13. abra).

11. dbra: Az 1. vizsgdlati periddusban vett 12. abra: A 2. vizsgalati periodusban
nyers mintak mintavételi helyei Baranya megyében. vett nyers-tisztitott mintapdarok mintavételi
helyei Baranya megyében.
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13. abra: A 3. vizsgalati periodusban
vett nyers-tisztitott mintaparok
mintaveteli helyei Baranya megyében.

A steril livegpalackban érkezett mintak térfogata egyenként 1 liter volt. A palackokat a

beérkezést kovetden 4°C-on taroltam, €s a vizmintakat 48 oran beliil feldolgoztam.

IV.2. Koncentralas, viralis nukleinsav kivonasa

A koncentraldst és az extrahalast mar ismert eljardsok részbeni adaptalasaval,
modositasaval végeztem.

A koncentralasi modszer alapjat Nadan és mtsai. (2003) altal koradbban leirt
eljaras képezte. A vizmintdkat eldszor centrifugalassal iilepitettem (3000 X g, 30 min),
majd az igy nyert liledéket 10 ml feliilusz6 folyadékban oldottam vissza. A kapott
iledékhez kloroformot adtam (Sigma, St.Louis, MO, USA) 10% (v/v)
végkoncentracioban, a keveréket vortexeltem, és tovabbi centrifugéalassal tisztitottam
(3000 X g, 10 min, 4°C). Az els6 ¢és a masodik tisztitasi eljarasbol szarmazo
feltiliszokat 0sszedntottem, majd a mintak koncentralasdhoz a Minor és mtsai. (1985)
altal kidolgozott natrium-klorid—polietilén-glikol (NaCl-PEG) kicsapasi moddszert
alkalmaztam, néhany moédositassal. Eszerint dllanddo magneses keverés mellett 22,2 g
NaCl-ot (Sigma, St.Louis, MO, USA) adtam 1000 ml szennyvizmintahoz 4°C-on, majd
a NaCl teljes feloldodasat kovetéen 70 g PEG 6000-et (Fluka, Buchs, Németorszag)
mértem a mintahoz, amit ezutan egész ¢jszakan 4t magneses keverdn kevertem. Masnap
a mintakat centrifugaltam (2000 X g, 120 min, 4°C), majd a feliilisz6t kidobtam és az
iiledéket 10 ml 10 M guanidin-tiocianat (GuSCN) tartalmu lizis pufferben (Sigma,
St.Louis, MO, USA) oldottam fel a kiindulo6 térfogat 1/100 aranyaban. A lizis puffer —
amit a Boom és mtsai. (1990) altal leirtak alapjan készitettem el — 120 g GuSCN-ot
tartalmazott 100 ml 0,1 M Tris-HCI pufferben (pH 6,4).

34



A viralis nukleinsav kivondsdra a Boom ¢és mtsai. (1990) altal publikalt médszert
hasznaltam néhany moddositassal. Roviden, a lizis pufferben visszaoldott tiledéket
56°C-on inkubdltam 25 percen at, majd a nukleinsav megkdtése érdekében silica
részecskéket (Sigma, St. Louis, MO, USA) adtam hozza az 4altalam kordbban
meghatdrozott  0,75%  (v/v)  optimalis  koncentracidban. A  keveréket
szobahdmérsékleten torténd legfeljebb 30 perces inkubalast kovetden centrifugaltam
(11000 X g, 5 min, 20°C), ¢s a feliiliszot ledntdttem. Ezutan a silica pelletet kétszer
mostam 2 ml 4 M-os GuSCN-tal, majd kétszer 70%-os etanollal (Spektrum-3D,
Magyarorszag), végil egyszer acetonnal (Spektrum-3D, Magyarorszadg). Az aceton
eltavolitdsa utdn a csdveket nyitott fedovel 56°C-on szaritottam. A nukleinsav silica
partikulumokrol torténd elualasat 300 pl dietilpirokarbonat (DEPC)-kezelt vizzel (Q-
BioGene, Carlsbad, USA) végeztem 65°C-on 15 percig. Végezetil a silicat
centrifugéldssal iilepitettem (18000 X g, 15 min, 20°C), és a nukleinsav-tartalma
feliiliszot 6vatosan leszivtam, elkeriilve a silica matrixszal valo szennyezését. Ezutan a

nukleinsav mintékat a tovabbi vizsgalatokig -80°C-on taroltam.

IV.3. Reverz-transzkripcié polimeraz lancreakciéo (RT-PCR)

A HAstV-okat, az A csoportti HRV-okat, HuCV-okat reverz transzkripcio-
polimerdz lancreakcié (RT-PCR), a B csoportt rotavirusokat RT-semi-nested PCR, a C
csoportu rotavirusokat valdés idejii (real-time) PCR, az adenovirusokat PCR
segitségével mutattam ki.

A human astrovirusok, A csoportu humdn rotavirusok, és human calicivirusok

kimutatasa. A HAstV-ok 1-3 és 5-8 tipusainak kimutatasahoz a Mon2/PRBEG (Operon,

Qiagen Company, USA), a 4-es tipushoz a Mon2/JWT4 primer parokat alkalmaztam
(Walter és mtsai, 2001), amelyek tipustol fiiggéen 296-332 bp nagysdgu terméket
tablazat). A HuCV-ok kimutatdsa a JVI3I/JVI2Y primer parral tortént (Reuter és
mtsai., 2005), ami 326 bp terméket amplifikal a virus polimeraz régiojabol (6. tablazat).
Az A csoportl rotavirusok kimutatasa az End10BK/BeglOBK primer parral tortént,
mely 691 bp hosszusagu terméket amplifikal a genom NSP4 gén régiojabol (6. tablazat).

A rotavirus esetén a reverz transzkripciot egy denaturdcios 1épés eldzte meg a

duplaszali RNS szétvalasztasara. A 15 pl denaturacios keverék 3,3 uM negativ szalu
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primert (End10BK) és 10 ul RNS mintat tartalmazott. A denaturacié 97°C-on tortént 5
percig, majd a denaturalt allapot stabilizdlasa céljabol a mintat hirtelen -80°C-ra
fagyasztottam az RT keverék hozzdadasaig (3 min).

Reverz—transzkripcio (RT): A 25 pl 0Osszemért reakcidkeverék reagenseinek
koncentracioja: 10x PCR puffer (10 mM Tris, 50 mM KCl, 3 mM MgCl,, pH 8,3),
0,1%-o0s szarvasmarha szérumalbumin (BSA), 0,4 mM dezoxiribonukleotid-trifoszfat
(ANTP) keverék (Promega, Madison, WI, USA), 2 U AMV-RT (Promega, Madison,
WI, USA), 4 U nukle4z inhibitor (RNase, Promega, Madison, WI, USA), 0,05 uM
dithiotheritol (DTT) (Promega, Madison, WI, USA), 2 uM negativ szali primer (Mon2
/HAstV/; JV131 /HuCV/). A keverékbdl a reakcidban mintanként 15 pl-t (rotavirus
esetében 10 pl-t) alkalmaztam. Az RNS-mintakbol és a negativ kontrollként hasznalt
vizbol (Promega, Madison, WI, USA) 10-10 ul-t hasznaltam. A HAstV-oknal CaCo-2
sejtkultaran (ATCC HTB 37) izolalt 1-es, valamint 4-es szerotipust HAstV RNS
szolgalt pozitiv kontrollként, amit a fertdzott sejtek szuszpenzidjanak 150 pl-ébol
Trizol® (Invitrogen, Carlsbad, CA,USA) modszerrel vontunk ki a gyarto altal megadott
felhasznalasi utasitas alapjan. A rotavirusok és a calicivirusok kimutatasanal rotavirus-,
illetve calicivirus-pozitiv székletmintak szolgaltak pozitiv kontrollként.

A mintakat PCR késziilékben (Eppendorf Mastercycler) 42°C-on 1 6ran 4t inkubaltam.
Polimeraz lancreakcié (PCR): Az Osszemért 50 pl elegy koncentracigja 10x PCR
puffer (10 mM Tris, 50 mM KCl, 3 mM MgCl,, pH 8,3), 10% dimetil szulfoxid (Sigma,
St.Louis, MO, USA), Tag-polimerdz (Dupl-A-Taq, Zenon, Magyarorszag), 1 pM
pozitiv szalu primer (PRBEG illetve JWT4 /HAstV/; BeglOBK /HRV-A/; JV12Y
/HuCV/). A PCR reakcidhoz a cDNS teljes mennyiségét felhasznaltam. A PCR
termékek amplifikdlasdnal alkalmazott ciklusszamokat és értékeket az 5. tdblazatban
foglaltam Gssze.

A B csoportu rotavirusok kimutatdsa. A virusok kimutatasa RT-seminested PCR-rel

tortént, az A csoporti rotavirusoknal mar leirt médon. A denaturacidhoz B1 primert
hasznaltam, a PCR reakciéban a B4 primert alkalmaztam. A 2. PCR reakcid elegy
térfogata 50 pl volt, amelynek dsszetétele: 10x PCR puffer (10 mM Tris, 50 mM KCl, 3
mM MgCl2, pH 8,3), 5% dimetil szulfoxid (Sigma, St. Louis, Mo, USA), Taq-
polimerdz (Dupl-A-Taq, Zenon), 1 uM mindkét primerbdl (B1 és B4), 0,4 mM dNTP

(Promega, Madison, WI, USA) és 0,1 %-os szarvasmarha szérum albumin. A
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reakcioban az 1. PCR reakciotermékbdl 5 pl-t hasznaltam. Pozitiv kontrollal nem
rendelkeztem. Az amplifikacid soran alkalmazott programot az 5. tabldzat mutatja be.

A humdn adenovirusok kimutatdsa. A kimutatashoz a hexAA1913/hexAA1885 primer

part alkalmaztam, ami 308 bp hosszusadgu terméket amplifikdl a virusgenom hexon
régiojabol (6. tablazat).

A PCR reakciohoz 6sszemért 50 ul reakciokeverék reagenseinek koncentracidi: 10x
PCR pufter (10 mM Tris, 50 mM KCI, 3 mM MgCl2, pH 8.3), 5 % dimetil szulfoxid
(Sigma, St. Louis, Mo, USA), Tag-polimeraz (Dupl-A-Taq, Zenon), 1 pM mindkét
primerbdl (hexAA1913 és hexAA1885), 0,4 mM dNTP (Promega, Madison, WI, USA)
¢és 0,1 %-os BSA. Az igy 0sszeallitott keverékhez a nukleinsavat tartalmazé mintabol és
a negativ kontrollként hasznélt nukledzmentes vizbdl 10-10 pl-t adtam. Pozitiv
kontrollként Graham 293 szovettenyészetben izolalt 41-es szerotipusu humén
adenovirus szolgalt. A PCR termék amplifikdlasat Eppendorf Mastercycler és
Eppendorf Gradient tipust PCR késziilékekben végeztem az 5. tdblazatban feltiintetett

programon.

HAstV HRV- A HRV-B HuCV HAdV RV-C

késziilék: Eppendorf Mastercycler és Gradient (Németorszag, No. 5333 43565 és 5331 43769) LightCycler 2.0

kezde'u ., 94°C,3 min | 94°C, 3 min 94°C, 3 min 94°C, 3 min 94°C, 4 min 95°C, 10 min "
denaturacio
ciklusszam 40 40 40 40 35 407
denaturacio 94°C, 1 min | 94 °C, 30sec | 94°C, 30 sec 94°C, 1 min | 94°C, 30 sec 95°C, 10 sec
annealing 50°C, 1 min | 42°C, 45 sec 50°C, 30 sec 37°C,90sec | 55°C, 30 sec 64°C, 10 sec

elongacio 72°C, 1 min | 72°C, 1 min 72°C, 1 min 74°C, 1 min | 72°C, 90 sec 72°C, 20 sec

végso extenzid | 72°C, I15min | 72°C,7min | 72°C, 15 min | 74°C, 10min | 72°C, 10 min

5. tablazat: Az egyes virusok kimutatasara alkalmazott PCR amplifikdacios programok.

" DNS polimeréz eléaktivalasanak céljabol
tovabbi ciklusokat adtam a reakcidhoz azon esetekben, mikor az amplifikacids gorbe nem érte el
telitési pontjat.

A C csoporti rotavirusok kimutatasa real-time PCR moddszerrel tortént. A reverz

transzkripcid és az azt megel6z0 hddenaturacidé 5 pM BMIJ44 primerrel tortént a
rotavirusokndl mar leirt médon. Az RT-t kovetd valos idejii PCR LightCycler 2.0
késziilékben zajlott LightCycler FastStart DNA Master”™ SYBR Green I kit (Roche
Diagnostics GmbH, Penzberg, Németorszag) hasznalataval. A 20 ul végtérfogati 1x-es
készitett DNS polimerazt, a humdn, sertés €s szarvasmarha torzsek kimutatasara
egyarant alkalmas 0,25 uM LC1 és LC3 primer part valamint 2 pl cDNS terméket

tartalmazott. A hasznalt primerek szekvenciajat a 6. tdblazatban tiintettem fel. Az
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amplifikacids 1épéseket az 5. tdblazat tartalmazza. A fluoreszcencidt minden ciklus
végén megmértem. A reakcid végén a specificitds meghatarozdsara olvadési gorbe
analizist végeztem, valamint a terméket agar6z gélben megfuttattam.

A 2005-ben beérkezett mintdkat kvantitativ real-time PCR vizsgélatnak vetettem
ala. A mennyiségi reakcié optimalizalasa inszertként a VP6 gént szinte teljes hosszaban
(11-1353 nt, Jiang és mtsai. nem publikalt) tartalmaz6 TOPO vektorral (pBlueBac4.5;
Invitrogen, Grand Island, New York) tortént. A nyers, illetve a tisztitott mintaban 1évd
viruskopiaszdm meghatdrozasdhoz a gént tartalmazd plazmid-DNS 10-szeres higitési

sorozatabol (10°-tol 10%-ig) készitett kiilsé kalibracios gorbe szolgalt alapul.

Virus Primer neve Primer szekvenciaja Amplikon Amplifikalt
(5°-3%) mérete régio
(bp)
Mon?2 (-) GCT TCT GAT TAA ATC AATTTT 296-324" kapszid régio
HAstV PRBEG (+) ACC GTGTAA CCCTCCTCTC 3’ vég
JWT4 (+) GCA GAG AGCTTG TTATTA AC 332
hexAA1913 (-) CAG CAC GCC GCG GAT GTC AAA GT
HAAV = CAA1885 (1) | GCC GCA GTG GTC TTA CAT GCA CAT C 308 hexon
HRYV- End10BK (-) AAA AGT TCT GTT CCG AGA GA 691 NSP4 gén
A Begl0BK (+) CCRTTC CTT CCA TTA ACG TC
B1 (+) CTA TTC AGT GTG TCG TGA GAG G 1.PCR: 489
RV-B B3 () CGA AGC GGG CTA GCT TGT CTG C 2.P CR: 434 NSP2 gén
B4 (-) CGT GGC TTT GGA AAATTC TTG ) )
BMJ44 (-) AGC CAC ATA GTT CAC ATT TC
AGC CAC ATA GTT CAC ATT TCA TCC >
RV-C Leto TYC TG 98 VP6V§;n 3
TAG CAT GAA TCA CGA CTG GGT TTA
LC3 (+) GTC
HuCV JV13I(-) TCA TCA TCA CCA TAG AAI GAG 326 polimeraz
JVI12Y (+) ATA CCA CTA TGA TGC AGA YTA régid

6. tablazat: A hasznalt primerek 6sszefoglalo tablazata.

" tipustol fiiggben

Az RT-PCR, PCR termékek vizsgalata: A termékek vizsgalata 3%-o0s agar6z gélben
(NuSieve®, Cambrex Bio Science Rockland Inc., Rockland, ME, USA), Tris-Borat-
EDTA (pH 8,0) pufferben, etidium-bromid (0,5 pg/ml; Sigma, St.Louis, MO, USA)
festéssel tortént. A PCR-termékek futtatasat 110 V konstans fesziiltségen, kb. 60 percig
végeztem (amig a brom-fenol-kék jelzéfesték el nem érte a gél aljat). Végiil a gélt UV
fénnyel (320 nm) vilagitottam at (Spectroline Co., Model TVR-312A, USA), ¢és a
fotodokumentéciot Canon kamerdval (PowerShot G6, Japan) készitettem.

Az adott virusra pozitivnak tekintettem minden olyan mintat, amely a PCR vizsgalatok

soran a 6. tablazatban feltiintetett primer parral megfelelé méreti amplikont adott.
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IV .4. Szekvencia vizsgalat és filogenetikai analizis

Az RT-PCR specificitdsat a reakciobol szarmazé amplikonok nukleotid

szekvencia meghatarozasaval és filogenetikai analizisével ellendriztem.
A Mon2/PRBEG ill. Mon2/JWT4, EndlOBK/BeglOBK, B1/B3, LCI1/LC3,
JVI3I/JV12Y primer parokkal nyert amplikonokat a human astrovirus, az A illetve C
csoportu rotavirus, a human calicivirus genotipus diverzitasdnak meghatarozasa
céljabol szekvenaltam. A szekvencia meghatirozas kezdetben a PTE AOK Genetikai és
Gyermekfejlodéstani Intézetben tortént, majd — azonos feltételekkel — sajat
laboratoriumunkban. A szekvenaldsi reakcidhoz a mintdkat 1,5%-0s agar6z gélben
(Cambrex Bio Science Rockland, ME, USA) futtattam, majd a terméket kivagtam és
Wizard® SV gél és PCR tisztité kittel (Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System,
Promega, Madison, WI, USA) tisztitottam a gyart6 altal megadott utasitasok szerint. A
tisztitott PCR termékeket direkt szekvenalasnak vetettem ala. A szekvenalast mindkét
iranybol elvégeztem Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
(Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) segitségével. A dye-jeldlt termékeket ABI
310 DNS szekvenaloval (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) analizaltam.

A filogenetikai analizishez GenBank-ban kozolt szekvencidkat hasznaltam
referenciaként. A nyers szekvencidkat a GeneDoc programmal szerkesztettem
(Nicholas és mtsai., 1997). A filogenetikai fakat az illesztett szekvencidk alapjan a
MEGA v 2.1 programmal (Kumar és mtsai., 2001) készitettem Neighbor-Joining

algoritmus Kimura 2 szubsztiticiés modellel, 1000 6sszehasonlitast végezve.

IV.5. Belso kontroll

Az inhibitorok jelenlétének/hianyanak igazolasara belsd nukleinsav kontrollt
mértem a mintak egy részéhez. Inszertként 110 bp hosszusagu G9 tipizald primer parral
amplifikdlt A csoporta rotavirus szekvenciat hasznaltam, melyet a 5’GCT TCT GAT
TAA ATC AAT TTT TAT AAA GTC CAT CGC AC 3’ ¢és 5’-ACC GTG TAA CCC
TCC TCT CTA GCT CCT TTT AAT GTA TGG-3’ primer parral sokszorositottam fel.
A primer jellegzetessége, hogy rotavirus- és astrovirus-specifikus szekvencidkat is
tartalmaz, hogy az inszert a Mon2/PRBEG primer parral amplifikalhat6é legyen (14.
abra). A ligalas pGEM-T (Promega, Madison, WI, USA) plazmidba tortént, a gyarto

altal forgalmazott reagensekkel a megadott utasitdsoknak megfeleléen. Roviden, a 10
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ul végtérfogata keverék 5 ul 2x lig puffert, 1 ul T4 DNS ligazt, 1 ul pGEM-T
plazmidot (50 ng), 2 ul inszertet és 1 ul nukleaz-mentes vizet (Promega, Madison, WI,
USA) tartalmazott. A keveréket a teljes ligalodashoz 4°C-on egy ¢éjszakan at
inkubaltam. Ezutan 2 pl-nyi ligatumot transzformaltam 50 pl E. coli JM109 kompetens
sejtbe: a coli sejtekhez adott ligdtumot el0szor 20 percig jégen, majd 42°C-os
vizfiirddben 50 masodercig inkubaltam, végiil 2 percig ismét jégben hiitdttem. A
transzformalt sejtek szaporitdsa 10-szeres mennyiségli Luria-Bertani (LB)
tapfolyadékban tortént 37°C-on 2 dran at, folyamatos razatas (180 rpm) mellett. Ezutan
200 pl transzformalt baktérium kultarat 100 pg/ml ampicillint tartalmaz6 LB taptalajra
sz¢lesztettem ki, €és ¢jszakan at 37 °C-on inkubaltam. A taptalajon kindtt telepek koziil
l-et 3 ml 100 pg/ml koncentracidju ampicillint tartalmazé LB tapoldatban
szaporitottam fel, majd azt 15 ml-re oltottam tovabb. Ezt kovetden a plazmid preparalas
Miniprep Plazmid preparalo kittel tortént (Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System, Promega, Madison, WI, USA) a gyartd atal megadott utasitasok

szerint. A preparalt plazmidbol végiil 2 pl-t adtam 1 liter vizmintahoz.

5 GCT TCT GAT TAA ATC AAT TTT TAT AAA GTC CAT CGC AC  3” - szali primer
— AN _
N Y ]
Mon2 Rotavirus specifikus rész

5’ ACC GTG TAA CCC TCC TCT CTA GCT CCT TTT AAT GTATGG 3’ + sz4ld primer
— U v
~ ~
PRBEG Rotavirus specifikus rész

14. abra. Az inszert amplifikalasara hasznalt primer par szekvencidja.
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Az éltalam hasznalt eljaras folyamatabrija:

1. nap: 1 liter nyers szennyvizminta \
2
centrifugalas (3000 X g, 30 min, 4°C)
2
iledék centrifugalasa (10 ml feliilusz6 folyadékban, 10 % (v/v) kloroformmal)
\J
koncentralds NaCl-dal és PEG 6000-rel (22,2 g NaCl, 70 g PEG 6000),

keverés ¢jszakan at

\2
2. nap: centrifugalas (2000 X g, 120 min, 4°C)

\2

iiledék + 10 ml lizis puffer
s

vizfiirdé (25 min, 56°C)
\2

75 ul silica j
\2
mosas: 4 M GuSCN (2 x 2 ml), 70% etanol (2 x 2 ml), aceton (2 ml) \
2
szaritas (kb. 15 min, 56°C)
2
elualas (300 ul DEPC kezelt viz, 65°C)

L ' N T

RT-PCR seminested PCR PCR real-time PCR
(Mon2/PRBEG; Mon2/JWT4, (B1/B4;B1/B3) (hexAA1913/hexAA1885)  (BMJ44 és LC1/LC3)

nd10BK/Beg10BK) //
szekvencia analizis

\J

filogenetikai analizis j
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V. AZ EREDMENYEK BEMUTATASA A CELKITUZESEK TUKREBEN

Laboratoriumunkba 2004. aprilis és november kozott (I. periddus) 22 Baranya
megyei szennyvizteleprdl 35 nyers szennyvizminta, 2004. november ¢és 2005.
november kozott (II. periddus) 4 szennyvizteleprél 36 nyers ¢&s tisztitott
szennyvizminta-par (72 minta), 2005. november ¢s 2006. augusztus kozott (III.
periodus) 3 szennyvizteleprél 12 nyers-tisztitott mintapar (24 db minta) érkezett,
mintanként harom 1 literes steril palackban.

Egy-egy liternyi mintat az Intézet vizkémiai és vizbakterioldgiai laboratériumaiban
dolgoztak fel a jogszabalyi eldirasoknak megfelelden. A 3. palack szennyvizbdl a
HAstV, a HRV (-A, -B, -C), a HuCV ¢és a HAdAV jelenlétének kimutatasara RT-
PCR/RT-semineseted PCR, PCR, illetve real-time PCR reakcidt végeztem.

A tovabbiakban az I. mintagyiijtési idészak eredményeit kiilon kivanom bemutatni a II.
és III. periddusok eredményeitdl, mert ebben az idészakban még csak nyers

szennyvizeket vizsgaltam.

V.1. Vizsgalati periodus I.

Vizsgalatom els6 periddusa (2004. édprilis-november, 35 nyers szennyvizminta)

elsésorban a HAstV-ok kimutatasdra és az alkalmazott modszer hatékonysaganak
igazoldsara irdnyult. A mellékelt angol, illetve magyar nyelvii kozleményben az I.
periddus eredményei részletesen olvashatok, ezért azok itt csak vazlatosan szerepelnek.
- Ezen iddszak alatt a vizsgalt mintak 43%-aban (15 minta) tudtam HAstV-t kimutatni
(15. abra, 7. tablazat).

- Nem taldltam gyakorisdgi Osszefiiggést a kimutathatésag és az ellatott telepiilés
nagysaga kozott (pl. ,,c” telep /11285 f6/-HAstV negativ, ,,1” telep /712 f6/-HAstV
pozitiv) (7. tablazat).

- A PCR-t kovetd szekvencia vizsgalat soran 11 mintanal sikeriilt megerdsiteni a
HAstV jelenlétét. Tiz vizminta tartalmazott HAstV-1 tipust, mig egy esetben HAstV-2
tipust azonositottam; 4 mintat nem tudtam tipizalni.

- A filogenetikai analizis alapjan a kornyezeti mintdkban taladlt HAstV-1 torzsek a
klinikai mintakbol izolalt megfeleld6 magyar HAstV torzsekkel egylitt rendezddtek
csoportba, de azoktol egyértelmiien elkiiloniiltek. Az egyetlen talalt HAstV-2 virus
genetikailag Mexikobol és Dél-Afrikabol szarmazoé torzsekhez allt a legkozelebb.
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- A mintédkbdl végzett rutin kémiai tesztek eredményeként kapott kémiai paraméterek és
ionok az egyes mintdknal nem mutattak kiilonbségeket (pl. ,,b” 2004.04.27. és ,,d”
2004.06.08. mintak esetében: pH=8,0 illetve 7,9; KOI=950 mg/l illetve 990 mg/l;
kalium=42 mg/l, illetve 43 mg/l).

- Vizsgalataim azt is aldtdmasztottdk, hogy a virusok és jelenleg a fekalis eredetli
szennyez¢s indikatoraiként elfogadott fekalis koliformok szdma kozott az 0sszefiiggés

hianyzik (7. tablazat).

1 2 3 45 K+ K-

|
I
I
I
l
!
S
=

15. abra. Mon2/PRBEG és Mon2/JWT4 primer
parokkal  kapott RT-PCR  termékek. Az
amplifikalt DNS termeékek ~320 bp hosszuak
(319 bp a HAstV-1 és 321 bp a HAstV-2
esetében). Jelolések: M: marker (50 bp); 1-5: 5
kiilonbozo, HAstV pozitiv szennyvizminta, K+:
pozitiv kontroll, K-: negativ kontroll.
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« | Populacio Mintavétel Human . . .
Telep . cax . , Szerotipus | Koliform szam
nagysaga idopontja astrovirus
2004.04.20. I HAstV-1 nv
a 3809 2004.10.05. i nv
2004.04.27. I HAstV-1 nv
2004.06.22. + HAstV-1 nv
b 3092 2004.10.12. + nt nv
2004.11.23 - nv
c 11285 2004.04.28. - 1,3
2004.05.10. - 0,3
2004.06.08. I HAstV-1 nv
d 2633 2004.10.05. - 0,5
2004.11.16. - 0,25
2004.05.11. + HAstV-1 75
€ 4798 2004.11.09. + HAstV-1 1150
’ ) 2004.05.25. - 0
2004.09.28. - 0,2
770 2004.05.25. ¥ HAstV-2 0
g 2004.09.28. - 0,45
h ? 2004.05.26. - nv
i 2004.06.08. + HASstV-1 2003
d 2808
J 2004.06.08. - 255
2004.06.15. + nt nv
k 3104 2004.10.19. B nv
2004.11.30. - nv
l 712 2004.06.15. + HAstV-1 0
) 2004.06.23. - 0
m !
2004.10.20. - 0
n 1331 2004.07.15. - 0
0o 10182 2004.09.21. + HAstV-1 0,3
p 4066 2004.09.22. - 75,35
q 568 2004.09.29. - 21250000
2 2761 2004.10.05. - 1,9
s 1605 2004.10.06. + nt 0
t 157659 2004.10.20. + nt 0,25
u 2 2004.10.20. - 0
y 3859 2004.11.22. + HAstV-1 0

7. tablazat. Az I. vizsgalati periodusban, a 22 szennyvizteleprol beérkezett nyers szennyvizmintakban
talalt fekalis koliform szamok és a human astrovirusok eldfordulasa.

* A betitk ,,a”-tol ,,v"-ig az egyes szennyviztelepeket jelolik.

?=nem ismert

nv= nem vizsgalt

+ = HAstV kimutathato volt

- = HAstV nem volt kimutathato

nt = nem tipizalhato

Ezen eredményeket bemutatd poszterek, eldadasok és folyoiratban megjelent

kivonataik, valamint kézlemények:

e Meleg, E., Jakab, F., Kocsis, B., Banyai, K., Melegh, B., Sziics, Gy.: Human
astrovirusok els6¢ kimutatasa szennyvizmintdkbol Magyarorszagon. (Eldadas,
Semmelweis Egyetem Doktori Iskola PhD Tudomanyos Napok 2005, aprilis,
Budapest)
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Meleg, E., Jakab, F., Kocsis, B., Banyai, K., Melegh, B., Sziics, Gy.: First
detection of human astroviruses in raw sewage samples in Baranya County,
Hungary. (Poszter, Ist Central European Forum for Microbiology, 2005,
oktober, Keszthely)

Meleg, E., Jakab, F., Kocsis, B., Banyai, K., Melegh, B., Sziics, Gy.: Human
astrovirusok elsé kimutatdsa nyers szennyvizb6l Magyarorszagon. (Eldadas,

Népegeszsegiigyi Tudomanyos Tarsasag XV. Nagygyiilése 2006, Siofok)

Meleg, E., Jakab, F., Kocsis, B., Banyai, K., Melegh, B., Sziics, Gy.: First
Detection of Human Astroviruses in Raw Sewage Samples in Baranya County,
Hungary. Acta Microbiologica et Immunologica Hungarica 2005, 52(Suppl),
95. (absztrakt)

Meleg, E., Jakab, F., Kocsis, B., Banyai, K., Melegh, B., Sziics, Gy. (2005)
Humén astrovirusok els6 kimutatdsa nyers szennyvizb6l Magyarorszagon.
Egészségtudomany 49, 318-327. (publikacio) 1F: —

Meleg, E., Jakab, F., Kocsis, B., Banyai, K., Melegh, B., Sziics, Gy. (2006)
Human astroviruses in raw sewage samples in Hungary. Journal of Applied
Microbiology 101, 1123-1129. (publikacio) 1F: 2,127

Meleg, E., Jakab, F., Kocsis, B., Banyai, K., Melegh, B., Sziics, Gy.: First
Detection of Human Astroviruses in Raw Sewage Samples in Baranya County,
Hungary. Clinical Microbiology and Infection 2006, 12 (Suppl 4), R2209, 112.
(absztrakt)
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V.2. Vizsgalati periodus I1. és I11.

A 1I. ¢és III. i1doszak alatt érkezett mintakbol nyert eredményeket célszertinek
lattam egyiitt bemutatni, hiszen a mintdk tipusa és a mintavételi helyek megegyeztek.

Vizsgalatom masodik (2004. november-2005. november) ¢és harmadik (2005.

november-2006. augusztus) periddusdban Osszesen 48 nyers ¢és tisztitott

szennyvizminta-part vizsgaltam meg. A mintdk 4 Baranya megyei szennyvizteleprol

(,,A”, ,,B”, ,,C”, ,,D”) szarmaztak, amelyek teriileti eloszlasukban a megye egészét
lefedték.

A pont-mintavételezés harom telep esetén (,,B”, ,,C”, ,,D”) atlagosan kéthavi,
mig a 4. helyen (,,A”) havi egy-két alkalommal tortént. A beérkezett mintdkat 6 virus

jelenlétére vizsgaltam meg.

V.2.1. A szennyviztelepek részletes virologiai jellemzése

A kovetkezOkben az eredményeket telepenkénti lebontdsban ismertetem (8/1., 8/2.
tablazat):
Az ,A”, ,B” és,,C” jell teleprdl a vizsgalt idoszak alatt 11-11 (2005-ben 7 par, 2006-
ban 4 par), a ,,D” teleprdl (2005. februar-2006. februar kozott) 19 nyers és tisztitott

vizminta-par érkezett.
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A telep

Mintavétel | Minta tipusa Virus Op
idépontja HAstV | Tipus | HRV-A | RV-B AdV | HuCvV | RV-C (°C)
2005.2.9 NYERS pozitiv | 4,8 | pozitiv | negativ | pozitiv | negativ pozitiv" | 82,00
TISZTITOTT | pozitiv 8 negativ | negativ | negativ | negativ | pozitiv" | 82,02
2005.3.10 NYERS pozitiv 8 pozitiv | negativ | pozitiv | pozitiv pozitiv" | 82,06
TISZTITOTT | pozitiv * negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv" | 82,09
2005.3.25 NYERS pozitiv | 4,8 | pozitiv | negativ | pozitiv | negativ pozitivhu 82,02
TISZTITOTT | pozitiv 8 negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv" | 81,97
2005.4.6 NYERS pozitiv 2 pozitiv | negativ | pozitiv | negativ pozitiv" | 81,98
TISZTITOTT | pozitiv 1 pozitiv | negativ | pozitiv | negativ pozitivhu 81,87
2005.4.22 NYERS pozitiv 1 pozitiv | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv™ | 82,00
TISZTITOTT | negativ pozitiv | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv®" | 83,85
2005.5.6 NYERS pozitiv 8 pozitiv | negativ | pozitiv | negativ pozitiv" | 81,99
TISZTITOTT | pozitiv | 4*, 8 | pozitiv | negativ | pozitiv | negativ pozitlvhu 81,90
2005.5.23 NYERS pozitiv | 2/8 | pozitiv | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv™ | 81,93
TISZTITOTT | pozitiv 8 pozitiv | negativ | pozitiv | negativ pozitiv™ | 81,93
2005.6.7 NYERS pozitiv | 4, ?* | pozitiv | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv®® | 84,43
TISZTITOTT | pozitiv | 4* |negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv" | 81,97
2005.7.13 NYERS pozitiv | 4,8 | negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv®® | 84,28
TISZTITOTT | negativ negativ | negativ | negativ | negativ | negativ
2005.7.28 NYERS pozitiv | 4* | negativ | negativ | pozitiv | negativ pozitivhu 81,95
TISZTITOTT | negativ negativ | negativ | negativ | negativ | negativ
2005.9.7 NYERS negativ negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv®® | 84,45
TISZTITOTT | negativ negativ | negativ | negativ | negativ | negativ
2005.9.26 NYERS pozitiv | ?* | negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv®® | 84,34
TISZTITOTT | negativ negativ | negativ | pozitiv | negativ | negativ
2005.10.12 NYERS negativ negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv®® | 84,35
TISZTITOTT | negativ negativ | negativ | pozitiv | negativ | negativ
2005.11.4 NYERS negativ negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv®® | 84,27
TISZTITOTT | negativ negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv’ ?
2005.11.17 NYERS negativ negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv®® | 84,20
TISZTITOTT | negativ negativ | negativ | pozitiv | negativ | negativ
2005.12.2 NYERS negativ negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv®® | 84,21
TISZTITOTT | negativ negativ | negativ | negativ | negativ | negativ
2005.12.16 NYERS negativ negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv°" | 83,98
TISZTITOTT | negativ negativ | negativ | negativ | negativ | negativ
2006.1.12 NYERS pozitiv | 1,4 | negativ | negativ | pozitiv | pozitiv pozitiv’
TISZTITOTT | negativ negativ | negativ | negativ | negativ | negativ
2006.1.26 NYERS pozitiv | 8 (K) | pozitiv | negativ | pozitiv | pozitiv | pozitiv®® | 84,68
TISZTITOTT | pozitiv | 1/8 | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ

B telep
Mintavétel | Minta tipusa Virus Op
idépontja HAstV | Tipus | HRV-A | RV-B__ | AdV HuCV | RV-C (°C)
2004.11.30 | NYERS negativ pozitiv | negativ | pozitiv | pozitiv | pozitiv®" | 83,72
TISZTITOTT | negativ negativ | negativ | negativ | negativ | pozitiv°" | 83,73
2005.2.8 | NYERS negativ negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv" | 83,84
TISZTITOTT | negativ negativ | negativ | pozitiv | negativ | negativ
2005.4.5 | NYERS pozitiv 2 negativ | negativ | pozitiv | negativ pozitivhu 82,14
TISZTITOTT | pozitiv 2 negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv" | 83,63
2005.5.17 | NYERS pozitiv 2 pozitiv | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv" | 83,48
TISZTITOTT | pozitiv | 2 | negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv°" | 83,54
2005.8.2 | NYERS negativ pozitiv | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv" | 83,64
TISZTITOTT | negativ negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv" | 83,39
2005.9.20 | NYERS negativ negativ | negativ | pozitiv | negativ | negativ
TISZTITOTT | negativ negativ | negativ | pozitiv | negativ | negativ
2005.11.15 | NYERS negativ negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv" | 83,44
TISZTITOTT | negativ negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv™ | 81,87
2006.2.7 | NYERS pozitiv | 4 | negativ | negativ | negativ | negativ | pozitiv®® | 84,51
TISZTITOTT | pozitiv 4* | negativ | negativ | negativ | negativ pozitiv7 82,95
2006.4.4 | NYERS pozitiv | 3,4 | negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv® | 84,08
TISZTITOTT | pozitiv 4* | negativ | negativ | pozitiv | negativ | negativ
2006.5.16 | NYERS pozitiv 4 pozitiv | negativ | pozitiv | negativ | negativ
TISZTITOTT | pozitiv 4 | pozitiv | negativ | pozitiv | pozitiv | pozitiv" | 83,56
2006.8.1 | NYERS negativ pozitiv | negativ | pozitiv | pozitiv | pozitiv" | 83,84
TISZTITOTT | negativ negativ | negativ | negativ | negativ pozitiv7 82,93

8/1. tablazat. Az ,A” és a ,,B” telepre beérkezett szennyvizmintik Osszesitett tablazata. A
., Tipus” oszlopban a kiilonbozo HAstV szerotipusokat tiintettem fel. ?= a szerotipust nem sikeriilt
meghatirozni; "= nem szekvendlhaté; (K)= kevert szekvencia. Az egy mintdban eldfordulé
tipusokat vesszével vdlasztottam el egymastol; ,,RV-C” oszlopban: M= humdn torzsek; "=
szarvasmarha torzsek; ‘= sertés torzsek; ‘= az olvaddaspont alapjin a gazdaeredet nem
egyértelmiien meghatarozhato, ,,Op oszlopban RV-C vizsgalatakor az olvadadi gorbe analizis
soran kapott olvadaspontok szerepelnek.
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8/2. tablazat. A ,,C” és a ,,D” telepre beérkezett szennyvizmintak dsszesitett tablazata. A ,, Tipus” oszlopban a kiilonbozé HAstV szerotipusokat
tiintettem fel. ?= a szerotipust nem sikeriilt meghatarozni; = nem szekvenalhato. Az egy mintaban eléfordulo tipusokat vesszovel valasztottam el

egymdstél; ,,RV-C” oszlopban: "= humdn térzsek;

sm

egyértelmiien meghatdrozhato, ,,Op” oszlopban RV-C vizsgalatakor az olvadai gérbe analizis sordan kapott olvaddaspontok szerepelnek.

. , . ? , .r
= szarvasmarha torzsek; *°= sertés torzsek; ‘= az olvaddspont alapjan a gazdaeredet nem

C telep D telep
Mintavétel | Minta tipusa Virus Op Mintavétel | Minta tipusa Virus Op
idépontja HAstV | Tipus | HRV-A | RV-B__ | AdV HuCV | RV-C (°C) idépontja HAstV | Tipus | HRV-A | RV-B__ | AdV HuCV | RV-C (°C)
2004.11.16 | NYERS negativ pozitiv | negativ | pozitiv | pozitiv | pozitiv®® | 84,54 2004.11.23 | NYERS negativ negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv®® | 84,37
TISZTITOTT | negativ pozitiv | negativ | pozitiv | pozitiv | pozitiv*® | 84,62 TISZTITOTT | negativ negativ | negativ | pozitiv | pozitiv | pozitiv®® | 84,37
2005.2.22 | NYERS pozitiv | 4, ?* | negativ | negativ | pozitiv | pozitiv | pozitiv*® | 84,39 2005.2.1 | NYERS negativ negativ | negativ | pozitiv | pozitiv | pozitiv" | 81,89
TISZTITOTT | pozitiv | 4, ?* | negativ | negativ | pozitiv | pozitiv | pozitiv®® | 84,59 TISZTITOTT | negativ negativ | negativ | pozitiv | pozitiv pozitiv™ | 81,91
2005.4.19 | NYERS pozitiv | ?* | pozitiv | negativ | negativ | negativ | pozitiv™ | 82,02 2005.4.26 | NYERS negativ negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv’" | 83,35
TISZTITOTT | pozitiv | ?* | pozitiv | negativ | negativ | negativ | pozitiv" | 81,96 TISZTITOTT | pozitiv | 4*, ?* | pozitiv | negativ | pozitiv | negativ | negativ
2005.6.7 | NYERS pozitiv 5 negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv’ | 82,36 2005.6.21 | NYERS pozitiv | 4,8 | negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv°" | 83,24
TISZTITOTT | pozitiv 5 negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv™ | 81,94 TISZTITOTT | pozitiv | ?* | negativ | negativ | negativ | negativ | pozitiv°" | 83,53
2005.8.9 | NYERS negativ negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv™ | 82,04 2005.8.16 | NYERS pozitiv | ?* | negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv®® | 84,25
TISZTITOTT | negativ negativ | negativ | negativ | negativ | negativ TISZTITOTT | negativ negativ | negativ | negativ | negativ | negativ
2005.9.27 | NYERS negativ negativ | negativ | negativ | negativ | negativ 2005.10.11 | NYERS pozitiv | ?* | negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv®® | 84,21
TISZTITOTT | negativ negativ | negativ | negativ | negativ | negativ TISZTITOTT | negativ negativ | negativ | pozitiv | negativ | negativ
2005.11.29 | NYERS negativ negativ | negativ | negativ | negativ | negativ 2005.11.22 | NYERS negativ negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv" | 83,29
TISZTITOTT | negativ pozitiv | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv’" | 83,26 TISZTITOTT | negativ pozitiv | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv°" | 83,30
2006.2.21 | NYERS negativ negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv*® | 84,32 2006.1.31 | NYERS pozitiv 1 | negativ | negativ | negativ | negativ | pozitiv°" | 83,23
TISZTITOTT | negativ negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv*® | 84,58 TISZTITOTT | negativ pozitiv | negativ | negativ | negativ | negativ
2006.4.18 | NYERS pozitiv 3 negativ | negativ | pozitiv | negativ | negativ 2006.4.25 | NYERS pozitiv 4 pozitiv | negativ | negativ | negativ | pozitiv" | 83,50
TISZTITOTT | negativ pozitiv | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv*® | 84,51 TISZTITOTT | negativ negativ | negativ | negativ | negativ | pozitiv°" | 83,55
2006.6.6 | NYERS negativ negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv" | 83,24 2006.6.20 | NYERS negativ pozitiv | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv°" | 83,47
TISZTITOTT | pozitiv | 4* | pozitiv | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv®™ | 83,19 TISZTITOTT | negativ negativ | negativ | negativ | negativ | pozitiv"" | 83,54
2006.8.8 | NYERS negativ negativ | negativ | pozitiv | pozitiv pozitiv? ? 2006.8.15 | NYERS negativ pozitiv | negativ | pozitiv | pozitiv | pozitiv" | 83,60
TISZTITOTT | negativ pozitiv | negativ | negativ | pozitiv | negativ TISZTITOTT | negativ negativ | negativ | pozitiv | negativ | pozitiv°" | 83,68
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V.2.1.1 Egyes szennyviztelepek virustartalmanak osszevetése: Legmagasabb HAstV

szennyezettséglinek az ,,A” telep (55,3%) bizonyult. Ezt kovette a ,,B”, majd a ,,C”
telep, mig a legalacsonyabb szennyezettségii a ,,D” telep (31,8%) volt.

Az A csoportu rotavirus terheltség a ,,C” telepen (36,4%) volt a legmagasabb, és a
,B”, illetve a ,,D” telepen (27,3%) a legalacsonyabb.

B csoporti rotavirust vizsgalataim soran egyetlen mintdban sem talaltam.

A C csoportu rotavirus szennyezettség a ,D” telepen (81,8%) bizonyult a
legmagasabbnak. Ezt kovette az ,,A” és kozel azonos szennyezettséggel a ,,B” telep. A
,C” telepen (72,7%) volt a legalacsonyabb a C csoportu rotavirusok eléfordulasa.
Human calicivirusra a legtobb pozitiv mintat (27,3%) a ,,C” szennyviztelep vizeibdl
sikeriilt kimutatni. Joval kevésbé voltak szennyezettek a ,,D” teleprdl gy(ijtott mintak,
ezt kovette csokkend HuCV szennyezettséggel a ,,B” telep. A legkevesebb HuCV
pozitiv mintat (7,9%) az ,,A” telep vizeiben talaltam.

A ,,B” teleprdl érkezett a legtobb adenovirus pozitiv minta (81,8%), mig a ,,C” és a
,»D” telep adenovirus szennyezettsége volt a legalacsonyabb, de még igy is a mintak
nagy részében sikeriilt kimutatni a virus jelenlétét (68,2%).

A széazalékos virusel6forduldsi adatokat a 9. Osszesitd tablazatban, az amplifikalt

termékekrol készilt gélfotokat pedig a 16. dbran tiintettem fel.

Virusterheltség (6sszes pozitivitas) (%)

felep HAstV | RV-A | RV-C | HuCV | HAdV
A 55,26 | 34,21 | 73,68 | 7,89 | 78,95
B 4545 | 27,27 | 77,27 | 13,64 | 81,82
C 36,36 | 36,36 | 72,73 | 27,27 | 68,18
D 31,82 | 27,27 | 81,82 | 18,18 | 68,18

9. tablazat. A vizsgalt virusok szazalékos megoszldsa.
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<—691 bp

<—326bp

16. abra. A; hexAA1885/hexAA1913 primer parral
kapott PCR termékek. Az amplifikalt DNS termékek
308 bp hosszuak. Jelolések: M: marker (50 bp); 1:
HAdYV pozitiv szennyvizminta; K+: pozitiv kontroll;
K-: negativ kontroll. B; JVI131/JVI12Y primer parral
kapott RT-PCR termékek. Az amplifikalt DNS
termékek 326 bp hosszuak. Jelolések: M: marker
(50 bp); 1: HuCV pozitiv szennyvizminta, K+:
pozitiv  kontroll; K-: negativ  kontroll. C;
End10BK/BeglOBK primer parral kapott RT-PCR
termekek. Az amplifikalt DNS termékek 691 bp
hosszuak. Jelolések: M: marker (50 bp); 1-2, 4:
HRV-A pozitiv szennyvizmintak; 3: HRV-A negativ
szennyvizminta; K+: pozitiv kontroll; K-: negativ
kontroll.

V.2.1.2. A szennyviztelepek dssz-virusterheltségének vizsgalatabol kideriil, hogy az

»A” telep szennyvizeiben lehetett egy mintan beliil a legtdobb virus egyiittes

eléfordulasat kimutatni. Legkisebb mértékben voltak terheltek tobb virus egyiittes

eléfordulasaval a ,,B” és a ,,C” szennyviztelep mintdi. Az egyes telepekre esé atlag

virus species-szdm kiszamitadsanal figyelembe vettem azon eseteket, amikor a

vizsgalatok soran egy adott mintaban egynél tobb astrovirus tipust sikeriilt kimutatni.

Az atlagos érték meghatarozasanal minden tipus kiilon virusként szerepelt (10. tablazat).

Telep

A B C D

Atlagvirusszém 3,58 | 3,36 | 3,09 | 3,09

10. tablazat. Az egyes telepeken elGfordulo datlagos
virus species- szam mintanként.
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V.2.1.3. Kimutatasra haté inhibitorok (ellentmondasos mintaparok): Az ,,A” telep

kivételével minden telepnél észleltem olyan eseteket, amelyekben csak a mintaparok
tisztitott fele tartalmazott virust, de a nyers mintdbdl nem sikeriilt azt kimutatni. A
legtobb ellentmondasos minta (4-4 db) a ,,C” és a ,,D” teleprdl érkezett, a ,,B”
szennyvizteleprdl csupan egy mintaparnal fordult elé (2 virus vizsgélata esetén is) a
nyers minta negativitdsa a tisztitott minta pozitivitdsa mellett. A pozitivitas

szempontjabol ellentmondésos mintaparokat a 11. tdblazatban tiintettem fel.

. Nyers mintabol nem, Ly en .
Telep Minta csak a tisztitottbél sikeriilt kimutatni Nyers mintabdl sikeriilt kimutatni
HAstV
B | 2006.05.16 ey RV-A
AdV
RV-A
2005.11.29 RV-C egyiket sem
AdV
RV-A HAstV
c 2006.04.18 RV-C AdV
HAstV RV-C
2006.06.06 RV-A AdV
RV-C
2006.08.08 RV-A HuCV
AdV
RV-C
2004.11.23 HuCV AdV
HAstV RV-C
2005.04.26 RV-A AdV
b RV-C
2005.11.22 RV-A AdV
HAstV
2006.01.31 RV-A RV-C

11. tablazat: Viruspozitivitas szempontjabol ellentmonddsos mintapdrok. A tdablazat 3. oszlopdban
szerepelnek azon virusok, amelyeket csupdan az adott mintapadr tisztitott felébdl tudtam kimutatni. A
tablazat 4. oszlopaban szerepld adatok bizonyithatjak a mintakban esetlegesen elofordulo PCR-t gatlo
inhibitorok jelenletet (lasd késobb).

V.2.1.4. Tisztitasi hatékonysag: A vizsgalat elején célul tliztem ki a nyers és tisztitott

mintdk virus-pozitivitdsanak Osszehasonlitdsaval a szennyviztisztitd telepek tisztitasi
hatékonysaganak megallapitasat a virusok eliminalasanak képessége szempontjabol. Az
eredmények azonban nem teszik lehetdvé a tisztitdsi hatékonysidg egyértelmil
meghatdrozasat, hiszen 15 esetben a tisztitott minta pozitivnak bizonyult, de a nyers
minta nem. A tisztitasi hatékonysag 3-féle modon is szdmolhatd. Mindharom szamitas
a nyers ¢s tisztitott mintdk pozitivitasanak aranyan alapul.

1. szamitdsi moddszer: figyelmen kiviil hagytam a  mintapéarok
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ellentmondasossagat (vagyis, ahol csupan a par tisztitott mintafele volt viruspozitiv),
tehat a PCR soran ténylegesen pozitivnak talalt nyers ¢€s tisztitott mintdk szamaval
szamoltam (pl. ,,D” telep esetén 23,3%);

2. szamitasi modszer: a szamitasbol kihagytam az ellentmondédsos mintaparokat
(tehat, azon mintaparoknal, ahol csak az elfolyd mintafél volt viruspozitiv, az egész
mintapart kihagytam a szdmolasbol) (pl. ,,D” telep esetében 65,8%);

3. szamitasi modszer: az ellentmondasos paroknal a nyers mintafelet is pozitivnak
vettem, azt feltételezve, hogy ha a tisztitott minta tartalmazta az adott virust, akkor a
nyers parnak is pozitivnak kellett lennie, de ebbdl valamiért nem sikeriilt a virust

kimutatni (pl. ,,D” telep esetén 45,8%) (12. tablazat).

Tisztitasi hatékonység az egyes virusokra Szémitasi Atlagos tisztitdsi
Telep vonatkozéan (%) méd hatékonysg (%)
HAstV RV-A AdV HuCV
A 38,46 55,55 42,11 100 1.,2.,3. 59,03
50 1. 37,5
B 0 80 20 100 2. 50
66,66 3. 41,67
0 12,5 1. 3,13
C 25 0 25 0 2. 12,5
20 22,22 3. 10,56
60 0 0 1. 23,33
D 80 100 33,33 50 2. 65,83
66,66 50 33,33 3. 45,83

12. tablazat. A szennyviztelepek szennyviztisztitasi hatékonysdaga. A szamitasi modok
magyarazatat a szo6vegben tiintettem fel.

A harom szadmitdsi eljards tehat egymasnak ellentmond6 hatékonysagi értékeket
eredményezett.

Ennél informativabb adatokat a C csoportii rotavirusok mennyiségi vizsgalataval
kaptam. Sajnos ennek a vizsgalatnak az elvégzésére PhD éllami 6sztondijasként csak a
kutatasi idészak utolsé harom hdonapjaban nyilt lehetdségem, de igy gondolom, hogy a
kapott eredményeket igy is érdemes attekinteni, mert azok érvényesek lehetnek a tobbi
A 17

tablazatban a tisztitasi hatékonysagot a relativ

Ennek

enteralis virusra is.

virustisztulassal adtam meg. alapjan az ,,A” telepen alkalmazott
szennyvizkezelési eljaras bizonyult a leghatasosabbnak a C csoportu rotavirusok
eliminalasara. A 17 mintaparbol 8 esetben az elfolyd mintdban 1évé RV-C kopiaszdm a
szennyvizkezelési folyamat soran a kimutathatosagi hatar ald csokkent, a fennmarado6 9

mintaparnal is atlagosan kozel 97%-o0s virusszam csokkenés volt tapasztalhato. A ,,D”
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telepen alkalmazott tisztitasi folyamat is jelentds (atlagosan kozel 90%-os) redukciot
eredményezett. (3 mintdnal a kimutathatosagi hatar ala esett a tisztitott mintdban 1évo
koépiaszadm, igy a tisztuldst abbol a fennmaradd 3 parbdl szdmoltam, ahol a befolyo ¢és
kifoly6 minta is RV-C pozitiv volt). A ,,B” és a ,,C” telep tisztitasi stratégiaja bizonyult
a legkevésbé hatasosnak a virus eltavolitasara (~60%), rdadasul a ,,B” telepen egy, a
,C” telepen harom esetben a tisztitott mintdban 1évd viruskopiaszdm meghaladta a
nyers mintdban 1évit. Ezzel szemben az 4ltalanosan elfogadott — baktériumszam
csokkenésen alapuld — tisztitdsi hatékonysadg mind a négy tisztitasi technoldgia esetén
azonos volt (99,5%).

A telepek tisztitasi technologiait is tanulmanyoztam, és megallapitottam, hogy
azok eltérnek egymastol. A vizsgalt 4 szennyviztisztito telep fobb jellemzdit a 13.
tablazatban foglaltam Ossze. A telepek 33-50%-os terheltséggel mitkodnek.

- ,,A” telep: durva récs, finom racs, homokfogo, eldiilepitd, anaerob medence,
anoxikus medence, aerob medence, utoiilepitd,

- ,,B” telep: tigynevezett ,,hengeres” racs (atmenet a durva ¢és a finom racs
kozott), anaerob medence, anoxikus medence, aerob medence, utoiilepito,

- ,,C” telep: durva racs, mélylégbefuvasos levegdztetd medence, utoiilepito,

-,,D” telep: ,,hengeres” racs, mélylégbefuvasos levegdzteté medence, utoiilepito.

Populécio ) Szennyviztisztités jellege A telepen Befolyd
. Szennyviz tartozkodas szennyviz
Telep | nagysaga . in |
2 jellege Elsddleges | Masodlagos L idétartama | mennyisége
(6) . g . g Klorinacio A 3
tisztitas tisztitas (6ra) (m“/nap)
A 160000 | kommunalis 1 (] van 30 27000
B 3100 kommunalis 2 [ alkalmanként 72 ?
C 2600 kommunalis 2 (] van 8 750
D 3100 kommunalis 2 [ nincs 13 200

13. tablazat: A vizsgdlatba bevont 4 szennyviztelep jellemzdi

Elsédleges tisztitas: kemiai eljards
Masodlagos tisztitas: biologiai folyamat
1: racs, homokfogo, iilepité medence

2: csak racs

m: levegozteto medence, iilepité medence

V.2.1.5. Kornyezeti virusterheltség szempontjabol a ,,C” telep fontossdga emelhetd ki.

Itt fordult eld a legtobb olyan tisztitott vizminta, amely virussal szennyezettnek
bizonyult, igy itt tavozott a legtobb esetben virus az elfoly6 szennyvizzel a kornyezetbe.

Tehat egy esetleges vizeredetii jarvany népegészségiigyi kockazata itt tiinik a
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legmagasabbnak. Hangstlyozni kell azonban, hogy az értékek kvalitativ, és nem
kvantitativ jelleglieck. Az egyes telepekre vonatkoztatott kornyezeti virusterheltség
értékeket a 14. tabldzatban tiintettem fel. A kornyezeti virusterheltséget a virust

tartalmazo, illetve az Osszes beérkezett tisztitott szennyvizminta ardnyabol szamoltam.

Telep A B C D
Kornyezeti terheltség (%)

(viruspozitiv tisztitott mintak 33,68 | 41,81 | 50,90 | 36,36
szama/beérkezett osszes tisztitott minta
szama) x 100

14. tablazat. A virussal szennyezett tisztitott vizmintak ardanya.

V.2.2. Az egyes virusok érzékenysége

A vizsgélt virusok szennyvizkezeléssel szembeni érzékenységének szamitdsa
tobb mddon lehetséges, és nem hatarozhatd meg egyértelmiien. Ennek okat, a mar
emlitett olyan mintaparok adjak, amelyeknél csupan az elfoly6 vizbdl sikeriilt egy adott
virust kimutatni, a befolyobol nem. Attol fiiggéen, hogy ezeket a parokat hogyan
vessziik figyelembe, haromféle kalkulacio lehetséges (15. tablazat).

Két szamitasi mod (1., II.) is azt az eredményt adta, hogy a vizsgalt telepek altal
alkalmazott kezelési eljarasokkal szemben az adenovirusok a legellenallobbak, kicsit
érzékenyebbek a C csoportil rotavirusok, amit a humén astrovirusok, majd az A

csoportu rotavirusok kovetnek. Legérzékenyebbnek a humén calicivirusok bizonyultak.
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Virusok érzékenysége (%) /telep

Virus A B C D 0sszesen
0 60 24,62 L
HAstV | 38,46 0 25 80 3587  |1L
20 66,66 31,28 |III.
0 33,89 |L
RV-4 | 55,55 80 0 100 58,89 |11
50 46,39 111
11,11 0 22,75 |L.
RV-C | 52,63 | 22,22 25 27,27 31,78  |IL
20 20 29,98 |III
12,5 26,99 |1
AdV | 42,11 20 25 33,33 30,11 1I.
22,22 29,42 111
50 0 37,5 L.
HuCV | 100 100 0 50 62,5 1L
66,66 33,33 49,99 1L

15. tablazat. A vizsgalt virusok érzékenysége. A romai szamok a kiilonbozé szamitdsi modokat jelolik.

I pozitiv nyers mintak szama-pozitiy tisztitott mintak szama X 100
; pozitiv nyers mintak szama ’

1. a képlet megegyezik az I. szamitdséval, DE: a pozitiv tisztitott mintak szamdaba nem szamitottak
bele azon mintak, ahol csak a tisztitott minta volt pozitiv és a nyersbol nem sikeriilt a virust kimutatni,

II1. a képlet megegyezik az I. szamitaséval, DE: ahol egy mintaparndl csak a tisztitott mintafél volt
pozitiv, és a nyersbdl nem sikeriilt a virust kimutatni, ott a nyers mintafelet is pozitivnak vettem.

V.2.3. Klinikai és kornyezeti mintak dsszevetése

A kornyezeti mintdk vizsgélata alapjan a Baranya megyei populécioban a real-
time PCR madszerrel kapott eredmények szerint a C csoporta rotavirusok cirkuldlnak
legéltalanosabban. Helyesebb azonban a ,,hagyomanyos”, azonos szenzitivitasi PCR
eljarassal kimutatott virusok eléforduldsi aradnyat Osszevetni. Ennek alapjan az
adenovirusok jelenléte mondhatd leggyakoribbnak a vizsgalt populacio korében
(~91%), ezt koveti a humén astrovirusok és az A csoporti rotavirusok eléfordulasa
(~53-54%), legkevésbé gyakori virusnak a human calicivirust talaltam (~34%) (16.
tablazat).

Szennyvizvizsgalataim eredményeit Osszehasonlitottam ugyanazon idészakbol,
Baranya megyébol beérkezett klinikai mintdkbol kapott virus-eléfordulasi adatokkal. A

klinikai eléfordulasok minden virus esetén a kornyezeti értékek alatt maradtak (16.

tablazat).
Viras 16. tablazat. Klinikai és
kérnyezeti virus-
R — HAsty’ | RV-4 | RV-C AdV_| HuCY eléforduldsi adatok a
Eléfordulas | Klinikai mintik 4,23 183 | 0.1 6,2 6,46 vizsgalt 2 évben, Baranya
(%) Kornyezeti mintdak 52,54 | 53.55 | 97.93 | 90.92 | 34.2 megyében.

* esak 2005-6s adatok
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V.2.4. Virus-mennyiség meghatarozasa

A mintaban 1év0 virus-kdpiaszam meghatarozasat a C csoportu rotavirusok esetén

végeztem el a 2005-ben beérkezett mintdk esetében. A kvantitativ PCR vizsgalat soran

kapott kopiaszamokat a teljes 1 liter térfogatra szdmoltam ki. A kapott értékeket a 17.

tablazat tartalmazza.

Szennyviz- Minta Virusterheltség 1 liter Virusterheltség 1 liter Relativ virus-
telep szama nyers szennyvizmintdban tisztitott szennyvizmintdban tisztulds (%)
A 2005.02.09. 3,75 X 10° 2,43 X 10° 99,3
2005.03.10. 522X 10° 1,635 X 10* 96,8
2005.03.25. 5,34 X 10° 444X 10° 99,9
2005.04.06. 7,125 X 10° 4,56 X 10° 99.9
2005.04.22. 4425X10° 1,158 X 10* 99,7
2005.05.06. 6,915 X 10° 1,83 X 10* 97.4
2005.05.23. 5,64 X 10° 9,375 X 10* 83,4
2005.06.07. 402X 10° 9,27 X 10° 97,7
2005.07.13. 2,985 X 10* <10° NSZ
2005.07.28. 2,34 X 10° <10° NSZ
2005.09.07. 3,585 X 10° <10° NSZ
2005.09.26. 3,36 X 10* <10° NSZ
2005.10.12. 8,355 X 10* <10® NSZ
2005.11.04. 2,955 X 10* 1,755 X 10° 94,1
2005.11.17. 3,15 X 10* <10° NSZ
2005.12.02. 2,055 X 10* <10° NSZ
2005.12.16. 8,43 X 10* <10° NSZ
B 2005.02.08. 1,3365 X 10* <10° NSZ
2005.04.05. 9,45 X 10° 2,385 X 10° 74,8
2005.05.17. 1,209 X 10* 8,79 X 10° 27,3
2005.08.02. 3Xx10* 6,27 X 10° 79,1
2005.09.20. <10° <10° NSZ
2005.11.15. 2,52 X 10° 7,875 X 10° !
C 2005.02.22. 1,095 X 10* 1,429 X 10* !
2005.04.19. 5,85 X 10’ 2,145 X 10’ 63,3
2005.06.07. 2,28 X 10° 8,55 X 10° !
2005.08.09. 8,01 X 10° <10° NSZ
2005.09.27. <10° <10° NSZ
2005.11.29. <10° 24X 10* !
D 2005.02.01. 1,1175 X 10® 5,91 X 10° 94,7
2005.04.26. 5,115 X 10* <10° NSZ
2005.06.21. 4,485X 10° 3,165 X 10° 99,3
2005.08.16. 2,76 X 10* <10° NSZ
2005.10.11. 1,71 X 10° <10° NSZ
2005.11.22 1,414 X 10° 4,065 X 10* 71,3

17. tablazat: Baranya megye 4 szennyviztisztito telepen 2005-ben gyiijtott mintdkra jellemzé RV-C
virusterheltég és relativ virus-tisztulas értékek. NSZ — nem szamolhato: elfolyo (tisztitott) mintaban lévo
kopiaszam a kimutathatosagi hatar ala esik; | — elfolyo minta C csoportos rotavirus-tartalma magasabb

a befolyé (nyers) mintaéndl. < 10° jeloli, ahol a képiaszam a kimutathatésagi hatdr ald esett (~1500-

3000 genom ekvivalens / 1000 ml vizminta)
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V.2.5. Szekvencia vizsgalat

A PCR-t kovetd szekvencia vizsgalat soran 46-bol 31 mintanal sikertilt
megerdsiteni a HAstV, 33-bol 25 mintandl a HRV-A, 16-b6l 8 mintandl a HuCV
jelenlétét.* A HAstV l-es, 2-es, 3-as, 4-es, 5-0s és 8-as tipusat sikeriilt azonositani.
Négy vizminta (8,7%) tartalmazott HAstV-1 tipust, 5 minta HAstV-2 tipust (10,87%);
2 minta HAstV-3 tipust (4,35%), 13 minta HAstV-4 tipust (28,26%), 2 minta HAstV-5
tipust (4,35%), 11 mintaban (23,91%) pedig HAstV-8 tipust azonositottam. Husz
esetben a virust nem tudtam tipizalni. Ebbdl 2 esetben a mintdt ugyan sikeresen
vetettem ala szekvenalasnak, de az eredmények elemzése soran kevert szekvencidkat
azonositottam, igy a mintdban el6forduld szerotipus nem volt egyértelmiien
meghatarozhatd (,4” telep 2005.05.23 nyers mintaban: HAstV-2 vagy HAstV-S;
2006.01.26. tisztitott mintdban HAstV-1 vagy HAstV-8 volt valdsziniileg jelen). Egy
mintapar esetében a nyers és a tisztitott minta kiilonb6zo tipust HAstV-t tartalmazott
(,A” telep 2005.04.06. nyers mintaban HAstV-2 volt jelen, mig a tisztitott mintaban
HAstV-1).

A C csoportl rotavirusok kimutatasanal alkalmazott valos ideji PCR-t kdvetd
olvadaspont analizis soran 3 kiilonbdz6 olvadaspontot sikeriilt elkiiloniteni. A 2005-ben
beérkezett, az olvadasi gorbe analizis soran kiilonb6z6 olvadasponttal rendelkezd
mintdk koziil 13 nyers mintat vetettem ald szekvencia analizisnek. Ennek alapjan 3
kiilonboz6 szekvencia eredményt kaptam. Amikor a kapott szekvencidkat az
olvadaspontokkal 0sszevetettem, a parositas soran megfeleltethetdséget tapasztaltam:
olvadaspontok: 81,9°C (S.D. 0,06) — human torzsek (6 szekvenalt minta)

83,4°C (S.D. 0,26) — szarvasmarha torzsek (3 szekvendlt minta)

84,3°C (S.D. 0,16) — sertés torzsek (4 szekvenalt minta).
A megallapitott Osszefiiggéseket alkalmaztam az Osszes 2005-ben, illetve 2006-ban
beérkezett és RV-C pozitivnak talalt szennyvizmintanal. Ennek alapjan a nyers
mintakban 12 human, 15 szarvasmarha €és 17 sertés torzset azonositottam (8/1. és 8/2.
tablazat). Ugyanakkor a nyers-tisztitott parokban jelenlévé RV-C torzsek vizsgalata
soran 4 esetben ellentmondasos eredményeket kaptam. Az ,,A” és a ,,B” telepen két-két

mintapar esetében (,,A” 2005.04.22. és 2005.06.07.; ,,B” 2005.04.05. és 2005.11.15.) a

" A feltiintetett szamok az adott virusra pozitiv mintak szamat jelolik, fiiggetleniil attol, hogy egy minta
tartalmazott e tobb genotipust az adott virusbol.
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nyers €s a tisztitott mintaban kiilonb6z0 gazdaspecificitasu torzsek voltak jelen (18.

tablazat).
Minta Nyel,‘s ,llni{ltéban Olvadaspont Tisztitott n}intziban 1év6 Olvadaspont
1évé virus virus
A7 2005.04.22. human 82°C szarvasmarha 83,85°C
., A7 2005.06.07. sertés 84,43°C human 81,97°C
,,B72005.04.05. human 82,14°C szarvasmarha 83,63°C
,B72005.11.15. szarvasmarha 83,44°C human 81,87°C
18. tablazat: Kiilonbozo gazdaspecificitassal rendelkezo C csoportu rotavirust tartalmazo
szennyvizparok.

V.2.6. Filogenetikai 6sszehasonlité vizsgalat

A filogenetikai 0sszehasonlitd vizsgéalatokat az altalam talalt kornyezeti torzsek,
valamint HAstV, HRV-A, HRV-C ¢és HuCV referencia-szekvencidk bevonasaval
végeztem el.

A 39 szekvencia-elemzésnek aldvetett HAstV-pozitiv szennyvizmintabol 32-t
tudtam felhaszndlni a filogenetikai vizsgalathoz. Az 1-es és a 8-as tipusok leginkabb a
korabban klinikai mintakbol kimutatott magyarorszagi HAstV torzsek szekvencidival
mutattak hasonldsagot. A 2-es tipusok genetikailag Mexikobol szarmazo torzsekhez
alltak a legkozelebb. A 3-as tipusu HAstV-ok egyiptomi szekvencidkkal voltak rokonok.
A 4-es tipusok Németorszagban (Drezda) kimutatott virusokhoz hasonlitottak, és a
filogenetikai fan 2 jol elkiilonithetdé csoportba (4a és 4b) rendezddtek. A HAstV-5
tipusok norvégiai szekvenciakhoz élltak a legkozelebb (17. abra).

A szekvenalt A csoportu rotavirusok koziil 20 szekvencidt taldltam filogenetikai
vizsgélatra alkalmasnak. Az Osszehasonlitds soran humdn és sertés torzseket sikertilt
azonositani (18. abra).

Filogenetikai elemzésnek 7 calicivirus szekvencidt tudtam aldvetni. Az 1.
genocsoportba 3, a II-ba 4 szekvencia tartozott. Az altalam szennyvizbdl kimutatott
torzsek minden esetben elkiiloniiltek a referencia torzsektol (19. abra).

A torzsfdk készitéséhez fel nem hasznélt szekvencidk tal rovidek voltak a

filogenetikai 6sszehasonlitd vizsgalathoz, illetve kevert szekvencidkat tartalmaztak.
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17. abra. A human astrovirus
szekvenciakbol szerkesztett
filogenetikai fa. A filogenetikai fa a
kapszid régio 3’ hipervariabilis
vegének 220 bp  hosszusagu
astrovirus nukleotid szekvencidjan
alapul. A fat MEGA v2.1 software

segitségevel Neighbor-Joining
modszer és Kimura 2
szubsztitucios modell
hasznalataval szerkesztettem. A
bootstrap ertékeket a

csomopontokon  feltiintettem. A
szennyvizbol kimutatott torzseket a
telep”, a mintavétel datuma és a
minta tipusanak (NY= nyers, T=
tisztitott) feltiintetésével jeloltem
(pl. A7 2005.02.09. T). A
referencia torzsek jelolése félkover
betiikkel tortént.
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18. abra: Az A csoportu rotavirusok nukleinsav szekvencidajabol készitett filogenetikai fa. A filogenetikai
fa az NSP4 gén 403 bp hossziisagu rotavirus nukleotid szekvencidjan alapul. A fat MEGA v2.1 sofiware
segitségével Neighbor-Joining modszer és Kimura 2 szubsztitucios modell hasznadlataval szerkesztettem.
A bootstrap értékeket a csomopontokon feltiintettem. A szennyvizbol kimutatott térzseket a ,, telep”, a
mintavétel iddopontja és a minta tipusanak (NY= nyers, T= tisztitott) feltiintetésével jeléltem (pl. ,,A”
2005.05.06. NY). A referencia torzsek jelolése felkover betiikkel, a korabban klinikai mintakbol
kimutatott térzseke (271, 1227, 1846) dolt betiikkel tortént. Az NSP4 gén elemzése alapjan 3 kiilonb6zo
human genocsoportot kiilonitenek el. Az AU-1-szerti torzsek valosziniileg macska eredetiiek, amelyek
zoonozis réven keriiltek at emberbe. A 271 és az 1227 jelii szekvenciak P[6],G4 genotipusti humdan
torzsek, amelyek sertés eredetii torzsekkel mutatnak filogenetikai rokonsagot. A fa elemzésébol
valosziniisitheto, hogy a ,,B” 2004.11.30. NY és az ,A” 2005.04.25. T jelii szekvencidk sertés torzsek. A
fa alapjan a 271 és az 1227 feltételezett ése az ,,A” 2005.04.22. T jelolésii torzs. Az AU-1-szerti ,,C”
2004.11.16. NY jelzésii szekvencia megegyezik a 2000-ben klinikai mintdaban talalt P[9],G6 genotipusu
1846 jelii virussal.
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19. abra: A human calicivirus szekvenciakbol szerkesztett filogenetikai fa. A fa a polimeraz régio 220 bp
hosszusagu calicivirus nukleotid szekvenciajan alapul. A fat MEGA v2.1 software segitségével Neighbor-
Joining modszer és Kimura 2 szubsztitiicios modell haszndlataval szerkesztettem. A bootstrap értékeket a
csomopontokon feltiintettem. A szennyvizbol kimutatott torzseket a ,,telep”, a mintavétel datuma és a
minta tipusanak (NY= nyers, T= tisztitott) feltiintetésével jeloltem (pl. ,,B” 2004.11.30. NY). A referencia
torzsek jelolése félkover betiikkel tortént.

V.2.7. Szezonalitas

Human astrovirusokat a vizsgélt peridodus szinte minden évszakaban talaltam, de
a virusel6fordulas a tavaszi honapokban (marcius-méajus, 100%) érte el a csucsot,
amikor az Osszes beérkezett mintabdl sikeriilt kimutatni.

Mindkét vizsgalt év eredményeit figyelembe véve, az 4 csoportu rotavirusra
pozitiv szennyvizmintdk szdma is tavasszal volt a legmagasabb (marcius-majus, 90%,
illetve 75%). Nyaron azonban ellentmondasos eredményeket kaptam, hiszen amig
2005-ben a rotavirus-pozitiv mintaszam hirtelen lecsokkent (25%), addig 2006-ban a
maximumra emelkedett (100%). Az adenovirusok eloszlasa nem mutatott szezonalitast,
a virus minden évszakban altaldnosan és nagy gyakorisdggal cirkuldlt. A humdn
calicivirusoknal mar kozel sem ilyen egyszerli a szezonalis megoszlas megéllapitasa. A

tavaszi honapok kivételével a 2005-ben és 2006-ban beérkezett human calicivirus-
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pozitiv mintak honapos eloszlasa meglehetdsen eltérd volt. Példaul a 2004. 6szi mintak
mindegyikébdl sikeriilt calicivirust kimutatni, de 2005. 6szén egyetlen mintdban sem
talaltam meg a virust. Igy a calicivirusok évszakos eloszldsa nem volt meghatarozhat6
(20. ébra, 19. tablazat).

A C csoporti rotavirusok a vizsgalt idészak mindkét évében szinte 100%-os
gyakorisaggal fordultak eld. Ugyanakkor a humén és allati torzsek évszakos ¢€s teriileti
eloszlasa jelentds kiilonbségeket mutatott. A human torzsek elsésorban az ,,A” telepen
fordultak eld, és foként a vizsgalt év elsd hat honapjaban cirkulaltak, majd azokat sertés
torzsek valtottak fel. Az allati torzsek a vizsgalt idoszak alatt nem mutattak évszakos
eloszlast. A 2005-ben beérkezett mintaknal elvégzett virus-mennyiség meghatarozasi
kisérletek soran kideriilt az is, hogy a human virusok joéval magasabb kdpiaszdmban
cirkulalnak, mint az allati torzsek (4tlag kopiaszam: 1,2 X 107 human torzseknél, 3,9 X
10* sertés torzsek esetén, 9,9 X 10* szarvasmarha torzseknél). 2006-ban nem talaltam
human torzseket, és az allati virusok koziil is inkabb a szarvasmarha torzsek dominaltak

(7/12; 58,33%).

OHAstY BRV-A ORV-C OAdV BHuUCV

100%
90%
80% - i
70%
60% -
50% -
40% -
30% -
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0% | ta

eléfordulas
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20. abra. A szennyvizben vizsgalt virusok évszakos eloszldsa.
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Virusok

évszakok HAstV RV-A RV-C AdV HuCvV

2004. 6sz 0% 66,66% 100% 100% 100%

2005. tel 50% 25% 100% 100% 50%
2005. tavasz 100% 90,00% 100% 90% 10%
2005. nyar 75% 25% 100% 100% 0%

2005. osz 18,18% 18,18% 81,82% 90,91% 0%

2006. tel 57% 29% 100% 71,43% 28,57%
2006. tavasz 100% 75% 100% 75% 25%
2006. nyar 20% 100% 100% 100% 60%

19. tablazat. A vizsgalt virusok szdzalékos eldforduldsa évszakonként.

V.2.8. Kémiai és bakteriologiai eredmények

Kémiai ¢s bakteriologiai vizsgalatok csak a ,,B”, ,,C” és ,,.D” telepekrol érkezett
mintak esetében késziiltek. A mintakbol végzett rutin kémiai tesztek eredményeként
kapott kémiai paraméterek és ionok az egyes mintdknal nem mutattak kiilonbségeket
(pl.: ,,C”2005.06.07.NY ¢és ,,B”2005.08.02.NY: pH=8,0 és 7,6; KOI=930 és 941;
kalium=36 ¢és 35 mg/l; 20. tdblazat). Az eredmények alapjan a virusok jelenléte és
jelenleg a fekalis eredetli szennyezés indikatoraiként elfogadott fekalis koliformok
széma kozott az Osszefiiggés hidnyzott (pl.: ,,D072005.02.01.: AdV-pozitiv és koliform-
negativ, ,,C2005.06.07.: RV-A-negativ és koliform-pozitiv; 20. tablazat). Sajnos ilyen
iranyu vizsgalatok csak 2005-ben torténtek, és csupan a virusokra megvizsgalt mintak
kozel 7%-anal allt bakteriologiai vizsgalatokbdl szarmazé adat rendelkezésemre, ezért

eredményeim az adott iddszakra nézve nem reprezentativak.

Minta
* ,,D72004.11.23. | ,,D”2005.02.01. | ,,C”2005.06.07. | ,,B”2005.08.02.
NY I NY I NY I NY I
pH 8,5 8,3 8,2 8,2 8,0 7,9 7,6 7,5
Nitrit ion ; 0,15 ; 0,15 ; 0,04 - 34
Nitrat ion - <0,5 - <0,5 - 1,2 - 49
Zsirok, olajok - <0,1 - <0,1 - 6,5 - 0,3
KOI kr 920 188 833 78 930 177 941 54
BOI 5 210 8 321 12 432 71 287 <5
Szabad aktiv klor (mg/1) - 0,1 - 0,25 - - - <0,02
Kotott aktiv klor (mg/1) - 9,7 - 8,3 - - - 1,125
Kélium (mg/1) 42 32 33 29 36 28 34,8 483
Koliform szam ) 0 ) 0 ) 3x10° ) 176
(/ml)
HAstV — — — — aF + — —
RV-A — — — — — — + —
Virus RV-C + 4 + 4 + + + +
AdV + 3 + 3 + + + +
HuCV — 4 + + - — - —
20. tabldzat: Vizkémiai, vizbakterioldgiai és vizviroldgiai eredmények. A tdbldzatban csupan néhdny jellemzé
vizkémiai paramétert tiintettem fel. -: nem dall adat rendelkezésre; —: a virus nem kimutathato;, +: a virus

kimutathato, 1 nyers mintakra jellemzé értékek; L 1: tisztitott mintdkra Jellemzo értékek, [ koliform szam
és virus-eldfordulas kozotti dsszefiiggés hianya.

63



V.2.9. Vizsgalatok belso kontroll alkalmazasaval

A 2006. februar 21-étdl beérkezett mintdkhoz belsé nukleinsav kontrollt adtam.
Az optimalizalds sordan a plazmid-DNS csokkend mennyiségét mértem 1 liter
vizmintdhoz (10 pl-tdl 1 pl-ig). Ezt kdvetden a legkisebb, de még biztosan kimutathato
mennyiséget alkalmaztam a tovabbiakban, ami 2 pl plazmid-DNS-t jelentett. Ezt a
mennyiséget pipettdztam a nyers €s a tisztitott szennyvizmintdkhoz egyarant. A belsé

kontroll a mintdk mindegyikénél kimutathat6 volt (21. abra).

21. dbra. Mon2/PRBEG primer parral kapott RT-PCR

termeékek. Az amplifikalt DNS termekek 150 bp hosszuak. A

szennyvizmintdk 2 pl belsé nukleinsav standardot tartalmaztak.

M: marker (50 bp), 1: 2 ul belsé nukleinsav kontrollt

tartalmazo HAstV negativ nyers szennyvizminta, 2: 2 ul belsé

nukleinsav  kontrollt tartalmazéo HAstV negativ tisztitott
<«—150 bp szennyvizminta, K-: negativ kontroll.

Ezen eredményeket bemutatd eldaddsok, poszterek és folydiratban megjelent

kivonataik, valamint kézleménvyek:

e Meleg, E., Banyai, K., Szlics, Gy.: Detection of human, porcine and bovine
group C rotaviruses in the communal sewage: zoonosis or contamination?

(Poszter, II. DIVINE EVENT Meeting, 2006. szeptember, Roma)

e Meleg, E., Banyai, K., Jakab, F., Kocsis, B., Bogdan, A., Melegh, B., Sziics,
Gy.: C csoporti rotavirusok kimutatasa szennyvizbdl real-time PCR
modszerrel Baranya megyében. (Poszter, Magyar Mikrobiologiai Tarsasdag

2006. évi Nagygyiilése, 2006. oktober, Keszthely)
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Meleg, E., Jakab, F., Kocsis, B., Banyai, K., Bogdan, A., Sziics, Gy.: Baranya
megyei szennyvizek virologiai vizsgalata. (Eldadas, Magyar Mikrobiologiai

Tarsasag 2006. évi Nagygyiilése, 2006. oktober; Keszthely)

Meleg, E., Bényai, K., Jakab, F., Kocsis, B., Bogdan, A., Sziics, Gy.:
Detection of group C rotaviruses by real-time PCR in sewage samples in

Baranya County, Hungary. Acta Microbiologica et Immunologica Hungarica

20006, 53(3), 316-317. (absztrakt)

Meleg, E., Jakab, F., Kocsis, B., Banyai, K., Bogdan, A., Melegh, B., Sziics,
Gy.: Viral examination of sewage samples in Baranya County, Hungary. Acta

Microbiologica et Immunologica Hungarica 2006, 53(3), 315-316. (absztrakt)

Meleg, E., Banyai, K., Martella, V., Jiang, B., Kocsis, B., Kisfali, P., Melegh,
B., Sziics, Gy.: Detection and quantification of group C rotaviruses in the

communal sewage. (kozlésre benyujtva)
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VI. MEGBESZELES

A patogén virusok kiilonboz6é vizekben vald jelenlétének bizonyitasa szerte a

vildgon egyre fontosabba valik az egészségiigyi és kornyezetvédelmi szervek szamara
kiilonosen azért, mert a vizforrasok elszennyezddése naprél-napra nd. Az utdbbi két
¢vszazadban ugyanis a népesség szaporodasa és a megnovekedett ipari tevékenység a
hulladék mennyiségét is megsokszorozta. Hulladék jut a csatorndkba a konyhdkbdl, a
fiirdészobakbdl, a mezdgazdasagi €s az ipari termelésbol.
Az eddigi nemzetkdzi vizsgalatok feltartak, hogy virusok az dsszes természetes vizben
el6fordulhatnak, ezért a felszini vizek minden fajtaja veszélyes lehet az emberre nézve.
A kontaminalodott felszini vizek és a szennyvizek konnyen fertézések forrasava
véalhatnak, és jelentds jarvanyokat idézhetnek eld (Griffin és mtsai., 2003; Lawson és
mtsai.,, 1991; Simmons és mtsai., 2001). Kideriilt, hogy a szennyviztelepek azon
dolgozdi, akik gyakran keriilnek kapcsolatba nyers szennyvizzel, joval nagyobb eséllyel
betegednek meg gasztroenteritiszben, mint mas emberek (Rylander, 1999). A virusok
igazi veszélye ugyanis abban rejlik, hogy a kdrnyezetben hosszu ideig tulélhetnek, és
kedvezd koriilmények kozott akar néhany partikulum is betegséget idézhet elé az
emberben. Ugyanakkor a vizeredetli, virus okozta megbetegedések felismerése nem
konnyt, hiszen egyrészt a fertézést okozd virusok tiinetszegény vagy aszimptoématikus
megbetegedéseket okoznak, amit nehéz a vizeredetre visszavezetni. A fertézott vizzel
kapcsolatba keriild személy légutjaiban/béltraktusaban akar tlinet nélkiil is szaporodhat
a virus. Ez a személy viszont megfertézhet olyan embereket, akiknél mar tlinetek is
fellépnek, igy a vizeredet nem felderithetd. Masrészt az epidemiologiai modszerek a
vizzel terjedd virusbetegségek jelzésére nem mindig alkalmasak. Emellett a legtobb
enteralis virus nagyon sokféle tiinetet hozhat 1étre, ami félrevezetd lehet. Elsdsorban
fiirdézés, szennyezett ivoviz vagy jégtartalmu italok fogyasztasa, szennyezet forrasok,
kutak hasznalata, nem megfeleléen klorozott medence €s telepiilési ivoviz hasznalata
hozhatok 0Osszefiiggésbe olyan vizeredetli jarvanyokkal, amelyekben a virusok
koérokként azonosithatok.

Mivel az enterdlis virusok 4ltalanosan rendkiviil ellendllok a kiilonb6zd
kornyezeti karositdo tényezoknek, igy feltételezhetd volt, hogy azok szennyvizbdl is
kimutathatok. (Az enterovirusok 2-168 napig Orzik meg fertdzoképességiiket

csapvizben, 2-130 napig tengervizben, 25-125 napig talajban és akar 90 napig is
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infektivek maradnak kagylokban /Melnick ¢és mtsai.,, 1978/). Ezért a megfeleld
koncentralasi, nukleinsav kivondési €és kimutatasi eljardsok optimalizalasa utan 2004-ben
22 szennyviztelep nyers szennyvizét vetettem vizsgalat ald, hogy meggy6zddjek az
alkalmazott moddszer hatékonysagarol. A kisérletek ezen kezdeti stddiumaban
figyelmem a HAstV-ra iranyult, mert ennek kimutatdsiban a korabbi években
hasmenéses gyermekektdl szarmazé klinikai mintdk vizsgalata folytdn mar szereztem
bizonyos tapasztalatokat. A kezdeti kecsegteté eredmények utan, 2005-2006-ban 4
szennyviztelep nyers és tisztitott szennyvizeit vizsgaltam rendszeresen. Ez az
astrovirusokon kiviil mar az A, B, és C csoporti rotavirusok, az adenovirusok és a
calicivirusok kimutatasat is magéaban foglalta.

A bevezetdben igyekeztem az olvasdt megismertetni a gyakorlatban alkalmazott
koncentraldsi eljarasokkal. A megfeleld6 moddszer kivalasztdsa nem bizonyult
egyszerinek. Végiil a Minor (1985) éaltal publikdlt PEG 6000-NaCl eljaras mellett
dontéttem (a PEG 6000 egy hidrofil, kémiailag semleges, nem toxikus, nagy
molekulastlyu etilén-oxid polimer, amely szamos fehérje kicsapasara alkalmas), hiszen
konnyen alkalmazhatonak, kis eszkdzigénytlinek, emellett rendkiviil gyorsnak (a mintak
koncentralasa kb. 12 6rat vesz igénybe) és nem utolsé sorban koltséghatékonynak
(mintanként kb. 1200 Ft) bizonyult. Ezutan a virusok kimutatasat kellett megoldani. A
szokvanyos viruskimutatast a virusok sejtkultiraban térténd izoldldsa jelenti. Azonban
a szennyvizben talalhatod virusok tenyésztéssel torténd izolaldsa nem egyszerti, hiszen
az enteralis virusok tobbsége nehezen (pl. astrovirus, rotavirus, enteralis adenovirus),
vagy egyaltalan nem (pl. calicivirus) szaporithaté szovetkulturaban. Ezenkiviil a
szennyviz esetében a bakterialis kontaminacié a sejtkultirdban torténd virusszaporitast
még nehezebbé teszi. A minta nagy mennyiségli antibiotikummal vagy kloroformmal
val6 kezelése hatasos lehet ugyan, de a sejtkarosité hatas az alkalmazand6 koncentracio
mellett mar nem zarhaté ki. Mindezen okok miatt a virustenyésztést elvetettem.
Napjainkban a molekularis technikédk jelentik a kornyezeti mintakbdl térténd
viruskimutatés legjobb alternativajat (Tsai és mtsai., 1994). A koncentralt mintakbodl a
virusok nukleinsavanak kivondsa tobbféle mddszerrel torténhet, pl. fenol-kloroformos
extrakcioval, SDS-proteinaz K emésztéssel, triklorecetsav kicsapassal. A virdlis
nukleinsav kivonasara a Boom ¢és mitsai. (1990) éltal leirt GuSCN-silica moddszert

véalasztottam, mert a szakirodalom szerint hatékonyan tavolitja el az inhibitorokat
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(Gilgen és mtsai., 1997), egy 1épésben képes a DNS ¢és az RNS extrakciojara, konnyen
¢s igen gyorsan kivitelezhetd, rdadasul meglehetdsen érzékeny, tovabba nem igényel
specialis laboratoriumi felszereltséget.
A molekuldris bioldgiai modszerek koziil a reverz transzkripcio-polimeraz lancreakcio
(RT-PCR) 1j lehetdséget adott szamomra, rdadasul ez a modszer a laboratériumban,
klinikai mintak vizsgalatara mar rutinszertien alkalmazott eljaras volt. Napjainkban a
kornyezeti mintdkbol torténd viruskimutatdsnal is ez a legérzékenyebb és
legspecifikusabb moddszer, amellyel mind a fertéz6, mind a nem fert6z6
viruspartikulumok kimutathatok. Ugyanakkor ennek a molekularis technikanak
kétségtelen hatranya is, hogy a fert6z6 és a nem fert6z6 partikulumok kozott nem tud
kiilonbséget tenni. Ezért a jovében — ahol lehetséges — a mar leirt hatranyok ellenére
tenyésztési kisérleteket kell elvégezni a fertdzoképesség igazoldsdra, hiszen nagyon
fontos megtudni, hogy a vizsgalt virusok a szennyvizben fertdzoképességiiket
megtartottak-e vagy sem. Mindenesetre ezek a virusok kiilondsen ellendllok, hossza
ideig képesek infektivitasukat a vizben megdrizni. Genomjuk az RN4z és DNaz gazdag
kornyezetben nem maradhatna ép a viruskapszid védelme nélkiil. Mivel a PCR-rel
torténd felsokszorositds utan a genomialis RNS, illetve DNS kimutathat6é volt, ezért
feltételezhetd, hogy a virusok a szennyvizben fert6zoképesek maradtak. Ezt a feltevést
tdmasztja ald Limsawat és Ohgaki (1997) tanulmanya, amelyben a szerzdk arrol
szamolnak be, hogy a szabad RNS-nek szennyvizben néhany percen beliil nyoma vész.
A kornyezeti anyagok vizsgalatabol kapott adatokat Osszevetettem az azonos
id6szakban klinikai mintak vizsgélata sordn nyert virus-eléfordulasi értékekkel. Az
Osszehasonlitdsabol kapott eredmények aldtdmasztjdk, hogy a szennyvizben vizsgalt
virusok minden valészinliség szerint magasabb ardnyban vannak jelen a populacidban,
mint ahogy azt a klinikai mintdk vizsgalatabol feltételezni lehetett (HAstV kornyezeti
mintdkban ~53%-ban, klinikai mintdkban csupan ~4%-ban, HRV-A szennyvizben
~54%-ban, korhdzi mintdkban ~18%-ban volt kimutathaté, HAdV kornyezeti
mintdkban ~91%-ban, klinikai mintdkban ~6%-ban, a HuCV kornyezeti mintdkban
~34%-ban, klinikai mintadkban ~6%-ban fordult el6). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy
a Baranya megyei populdcioban jelentds a tlinetszegény vagy tiinetmentes
virusfertdzések szadma, amelyek igy nem keriilnek felismerésre és korhazi ellatsra.

Ugyanakkor meg kell jegyezni, hogy klinikai anyagok csupan csecsemoktol és
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kisgyermekektdl szarmaztak. Le Cann és mtsai. (2004) astrovirusokkal folytatott
vizsgalataik utan azonos allitasokat fogalmaztak meg.

Nem taldltam gyakorisagi Osszefiiggést a kimutathatosag és az elldtott telepiilés
nagysaga kozott. Ez valdsziniisiti, hogy a vizsgalt virusok a populacioban a
tanulmanyozott idészak alatt altalanosan cirkulaltak.

Tobb mintapar esetében a vizmintapar nyers fele az alkalmazott viruskimutatasi
eljaras végén negativnak bizonyult egy adott virusra, de a tisztitott mintafélben sikertilt
igazolni a virus jelenlétét. Az ellentmondasos jelenség egyik magyardzata az lehet,
hogy ezekben az esetekben valodsziniileg a nyers mintdban jelenlévé PCR-t gatlo
inhibitorok zavard hatdsa miatt nem sikeriilt a viruskimutatds. Azonban a PCR reakciot
akadalyozo agensek a kezelési folyamat sordn oly mértékben higulhattak fel, hogy a
tisztitott mintdndl mar nem gatoltdk a polimerdz lancreakciot. Szamos tanulmany
szamol be arrdl, hogy amennyiben az inhibitorok kihigulnak, a PCR érzékenysége
megnd ¢s végbemehet a mintdban jelenlévé nukleinsav amplifikacidja (Alvarez és
mtsai., 1994; Tsai és Olson, 1992a; Tsai és Olson, 1992b). A nem megfeleld reakcio-
koriilmények, a mintdban jelen 1évd anyagok zavard hatdsa, a reagensek, illetve a
reakcid soran felhasznalt barmely anyag, eszkdz esetleges kontaminacidja a reakcio
gatlasat, csokkent érzékenységét okozhatja. Ezért vizsgalataim megfeleld gondossag és
ovintézkedések betartdsa mellett torténtek. A hagyomanyos ¢€s kiilondsen a valos idejii
PCR érzékenységére vald tekintettel, a keresztszennyezések megakadalyozasara a
reagensek Osszemérése (laminaris fiilke alatt), a nukleinsavnak a reakcidkeverékhez
vald hozziadésa (laminaris fiilke alatt), a PCR amplifikdcio, a nyert amplikonok
gélelektroforézise mind kiilon-kiilon helyiségben tortént, ahol a levegd kozlekedése
csak egyiranyban biztositott a technologia sorrendjében, megakadalyozva igy az el6z6
helyiségbe torténd visszadramlast. Minden 1épésnél 0 par pidermentes latex kesztylt
hasznaltam. A gatlo hatds minimalizalhaté a PCR reakci6 optimalizalasaval is
(megfeleld primerek és polimerdz enzimek valasztasa, a kiilonb6zd PCR 1épések soran
idedlis hdmérséklet és idétartam alkalmazasa, elegendd amplifikacids ciklus, optimalis
Mg”" koncentracio), amikor is minden sziikséges reagens megfelelé mennyiségben 4ll
rendelkezésre az amplifikdciohoz. A klinikai anyagok vizsgalatdndl mar bevalt és
hosszu évek ota hasznalt (RT-) PCR protokollokat ezért minden egyes virusnal a

szennyvizre is optimalizéltam. A reakcidelegyekbe DMSO-t mértem, hiszen az képes
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az RT-PCR hatékonysaganak megnovelésére (Sidhu és mtsai., 1996). Feltételezések
szerint a DMSO haromféleképpen képes a lancreakcié eredményességének fokozasara:
a templat masodlagos stuktirdjdnak destabilizacidjaval fokozza az annealing 1épés
hatékonysagat, esetleg kikiiszoboli a nem specifikus amplifikaciokat, de modosithatja a
polimeraz hodaktivitasat is. Szennyviz esetében PCR-gatldé anyagok lehetnek példaul a
huminsavak szerves Osszetevoi (Wilson, 1997). A GuSCN-silica modszerrel torténd
nukleinsav kivondasi eljarassal az inhibitorok jelentds része eliminalhatdé a mintabol
(Boom ¢és mtsai.,, 1990), de a PEG ¢s a kloroform is elémozditja az inhibitorok
mennyiségének csokkenését (Wilson, 1997). A beérkezett 9 olyan mintaparbol,
amelynek csupan tisztitott felébol sikeriilt egy adott virust kimutatni, minddssze egy par
akadt (,,C” telep, 2005.11.29.), amelynek nyers mintafelébdl egyetlen vizsgalt virus
sem volt kimutathatd; a tobbi mintapar esetében egyéb enterdlis virusok jelenlétét
igazolni tudtam a nyers mintdban (11. tablazat, a feltehetéen inhibitort tartalmazo
mintat félkovér betiikkel jeloltem). Igy valoszintisithetd, hogy inhibitorok csupan a ,,C”
teleprél 2005.11.29-én beérkezett nyers mintaban lehettek jelen. Az ellentmondasos
eredmények tisztdzdsdra a 2006. februarjatdl beérkezett mintdk esetében belsd
nukleinsav standard — egy modifikalt nukleinsav szakasz — segitségével igyekeztem a
PCR inhibitorok jelenlétére fényt deriteni. A bels6 nukleinsav kontroll a vizsgélat soran
végig kovethetd, amennyiben a PCR végén nem sikeriil visszanyerni, akkor valami
meggatolta kimutatdsat, amely a mintaban 1évé inhibitor jelenlétére utal. A belsd
standard az azt tartalmaz6é mintdk mindegyikénél kimutathaté volt, ennek alapjan
kizarhat6 volt a mintdban 1év0 inhibitorok jelenléte.

A fent leirtakbol az kovetkezik, hogy az ellentmonddsos mintaparoknéal tovabbi
eshetéségekre is gondolnunk kell. gy a jelenséget magyarazhatja az is, hogy a nyers,
illetve a tisztitott mintdk gyiijtése ugyanazon a napon, ugyanabban az oraban tortént,
ezért a vizsgalatnak alavetett tisztitott minta nem a vizsgalt nyers minta valddi parjat
képezte. Ezért tovabbi kiterjedt vizsgalatok sziikségesek annak meghatarozédsara, hogy
egy adott térfogat, adott iddpontban a szennyviztelepre befolyd nyers szennyviz
mennyi id6 mulva jelenik meg elfolyd, tisztitott vizként. Az atfolydsi id6
meghatarozasa (a szennyviznek a telepen valo tartozkodasi ideje) modot ad arra, hogy
egy pont-mintavételezéssel vett nyers szennyvizmintanak a tényleges tisztitott parjat

lehessen virusvizsgéalat ald vetni. Ugyanakkor kérdéses, hogy a viszonylag pontos
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atfolyasi 1d6 valoban meghatdrozhaté-e, hiszen a nagyobb esOzések ¢és a
szennyviztelepre befolyod kezeletlen viz mennyiségének napi, illetve napszakonkénti
ingadozdsa mind hatassal vannak a szennyvizkezelés id6tartamara, és igy egy adott
vizmennyiségnek a telepen -eltoltott idejére. Magyardzhatok az ellentmondasos
eredmények — ahogy az atfolyasi id6 meghatdrozdsanal mar emlitettem — a telepre
befolyd vizmennyiség napi ingadozasaval is. Elképzelhetd az is, hogy a mintdkban
olyan inhibitorok voltak jelen, melyek csak az RT-t gatoltdk, a PCR-t nem, ezért az
inszert amplifikalhat6 volt.

Mivel leginkabb az A csoporta rotavirusok esetében észlelhetd ellentmondas a nyers és
a tisztitott minta pozitivitasat tekintve (0sszesen 7 mintaparnal), ezért feltételezhetod,
hogy az A csoportu rotavirusok kimutatasara alkalmazott primer par specificitasa
mégsem volt a legmegfelelébb a szennyvizbdl térténd viruskimutatasra, ami ujabb
alternativat szolgaltathat az ellentmond6 adatok magyarazatdhoz.

Erdekes megfigyeléseket tettem a kimutatott virusok molekuléris elemzése soran.
Vizsgalataim alapjan a HAstV 8-as és a 4-es tipus dominancidja figyelhet6 meg, ami
eltér a klinikai mintdk vizsgélatabol vilagszerte kapott eredményektdl, amelyek a
HAstV-1 tulsulyaroél szamolnak be (Jakab és mtsai., 2004; Guix és mtsai., 2002; Liu és
mtsai., 2004; Sakamoto €s mtsai., 2000; Palombo és Bishop, 1996; Lee és Kurtz, 1994;
Noel és mtsai., 1995). Liu és mtsai. ravilagitanak arra, hogy a HAstV-1 tipus dominal
Eurépan kiviil az USA-ban és Ausztralidban is, ugyanakkor a 8-as tipust az egyik
legritkabb szerotipusként azonositjak vilagszerte (Liu és mtsai., 2004). A klinikai
mintak HAstV-1 gyakorisaga arra utal, hogy az 1-es tipust astrovirusok altal okozott
tiinetek sulyosabbak lehetnek a tobbi tipus 4ltal okozott fertézés szimptomadival
szemben, igy elsdsorban a HAstV-1-el fertézottek keriilnek korhazi ellatasra. Tovabbi
vizsgalatokat kell elvégezni, hogy a HAstV valddi gyakorisagara fény deriiljon, és a
klinikai, valamint a kornyezeti mintdk kozott fennallo szerotipusbeli kérdések
tisztazhatok legyenek. Mindenesetre elgondolkodtatd, hogy a szennyvizben talalt
torzsek talan a klinikailag tiinetszegény esetekbdl keriilnek ki, vagy esetleg az egyéb
tipusoknal ellenallobbak a kiilonb6z6 kornyezeti behatasokkal szemben.

Az astrovirusokhoz hasonldan, a rotavirusok kornyezeti és klinikai mintdkban
val6 eléforduldsa kozotti kapesolat is tovabbi vizsgéalatokat igényel, amely elsdsorban a

szennyvizben talalt rotavirus torzsek G és P tipizalasaval a vizben 1évd genotipusok
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feltarasat, majd ezeknek a tipusoknak kérhazi mintdkban talalt rotavirus-genotipusokkal
valo Osszehasonlitasat kell, hogy megcélozza. Baggi ¢és Peduzzi svéjci tanulményukban
szennyvizekben és felszini vizekben nézték a rotavirusok eléfordulasat, és ezzel
parhuzamosan 4 ¢évnél fiatalabb, hasmenésben szenvedd gyermekektdl gylijtott
székletmintak vizsgalatat is elvégezték. Kisérleteikben a vizsgalt vizmintak ~17%-aban
talaltadk meg a rotavirusokat. Elvégezték az altaluk talalt torzsek G tipizaldsat is,
amelynek eredményébdl arra a megallapitasra jutottak, hogy az egészséges felndttek
rezervoarként miikddnek a rotavirusok terjesztésében (Baggi és Peduzzi, 2000).

Az elvégzett szekvencia vizsgalatok soran olyan eredményeket is kaptam, amely
nem tette lehetévé a szekvencia egyértelmii meghatarozésat. A kromatogram
elemzésekor tobb egymasra rakddo szekvencia volt megfigyelhetd. Ennek oka, hogy a
mintaban egyidejlileg az adott virus 2 (vagy tobb) kiilonb6zd genotipusa volt jelen,
vagyis kevert fertézésr6l beszélhetliink. Nadan és mtsai. (2003) human astrovirussal
végzett kisérleteik nyoman leirtak, hogy akar tobb genotipus is jelen lehet egy mintaban,
¢és ravilagitottak arra, hogy amennyiben az amplifikidlas és a karakterizalds sordn
egyetlen genotipust azonositunk, az még nem zarja ki annak lehetdségét, hogy a
mintaban tobb genotipus egyidejiileg legyen jelen. Calicivirusoknal is leirtak — a PCR
termék klonozéasat majd az egyedi klonok szekvendlasat kovetden — egy mintaban
kiilonb6z6é genotipusok jelenlétét (Lodder és mitsai., 1999). Ezért a késdbbiekben
célszerli lenne a kevert fertézések tisztdzasa és a tipus egyértelmii meghatirozésa
céljabol a PCR-rel pozitivnak talalt mintak esetében a PCR terméknek egy megfeleld
plazmidba val6 klonozasat, majd a kapott klonok szekvendlasat elvégezni, és csak
ezutan elemezni és értelmezni az adatokat. Van den Berg és mtsai. is a klonozést
ajanljak a genotipusok egyértelmii meghatarozasara (2005).

Azonban a sikeres szekvenaldsi vizsgalatok eredménye sem volt minden esetben
egyértelmii. HAstV-nal 1 mintapar, RV-C-nél 4 mintapar esetében a nyers és a tisztitott
minta mas tipusu virust tartalmazott (8/1. és 18. tablazat). Ennek egyik feltételezett oka
az inhibici6 ~magyardzatinal mar emlitett —mintavételezésben jelentkezd
idokiilonbségben keresendd. A szennyviz szennyviztelepen valo tartézkodasi idejének
meghatarozasa utan a valodi tisztitott mintafél vizsgalatanak eredménye lehetne igazan
perdontd. Valdszinlibb azonban az a feltevés, hogy a nyers mintdban mindkét tipus

eléfordult, de az egyik tipusu virus joval nagyobb kdpiaszamban volt jelen, ezért a PCR
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vizsgalattal azt lehetett kimutatni. A tisztitasi folyamat soran azonban olyan mértékben
csokkent ezen tipusu virusok szdma, hogy lehetové valt a tisztitott mintdban a masik
tipus azonositasa, vagyis a magasabb kopiaszdmban el6forduld virus-tipus az
amplifikacié soran elfedte az egyéb tipusokat. Ugyanakkor az elvégzett szekvencia
vizsgalattal elsddleges célom a PCR specificitdsanak megerdsitése és az uralkodo
szekvencidk megallapitasa volt. Mindazonaltal epidemioldgiai  szempontbol
mindenképp fontos lehet az egy mintdban 1év6 genotipusok feltardsa, mert nem szabad
elfelejteni azt a tényt, hogy a mintdban 1évé kiilonbdzd genotipusok
rekombinaldédhatnak, amelynek eredményeként a populacioban mar cirkuldlo
torzsekhez képest akar virulensebb, patogénebb rekombindnsok is kialakulhatnak (van
den Berg és mtsai., 2005).

Harmincnégy esetben nem sikertilt a virusok genotipusdnak meghatarozéasa (II. és III.
periodus alapjan), amelynek feltételezett oka, hogy csak elégtelen mennyiségi
ampifikalt PCR termék allt rendelkezésre a szekvenalashoz.

A 1I. és III. periodusban gytijtott HAstV pozitiv mintak kozel 11%-aban (5 minta)
talaltam meg az eddig hazankban csak kornyezeti mintdkbol azonositott 2-es tipust.
Tizenegy mintaban két tipus egyiittes el6fordulasat igazoltam, ami aldtdmasztja azt a —
sikertelen szekvenalasok soran is megfigyelt — jelenséget, hogy egy mintdban
kiilonboz6 genotipusok egyidejiileg lehetnek jelen. Erdekes jelenség, hogy a 8-as tipust
astrovirusokat szinte kizarélag csak az ,,A” telepen, 2-es tipusuakat a ,B” telepen
sikeriilt kimutatni, ami utalhat arra, hogy ezek a tipusok az adott teriileten esetleg
endémidsan fordultak el6 a vizsgalt idészakban.

Mindenesetre megfigyeléseim kozvetetten azt igazoljak, hogy egyszerre tobb
HAstV, RV-A, RV-C, illetve HuCV genotipus van jelen a Baranya megyei lakossagban.

A HAstV-ok koziil az 1-es és a 8-as tipusok mutattak kozeli rokonsagot magyar
klinikai mintdkbodl izolalt torzsekkel, ugyanakkor el is kiiloniiltek tOliik, ezzel is
alatdmasztva azt a kordbban megfogalmazott feltevésemet, hogy a szennyvizben talalt
torzsek esetleg a klinikailag tiinetszegény esetekbdl keriilnek ki. A tobbi tipus egyéb
eurdpai, illetve afrikai és kozép-amerikai szekvencidkkal mutatott hasonlosagot.
Tovabbi vizsgalatok sziikségesek ezen torzseknél a wvalodi genetikai kapcsolat
megallapitdsdhoz.

A calicivirusok német, holland ¢és svéd torzsekkel mutattak rokonsagot,
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ugyanakkor a szennyvizben taldlt virusok a referencia szekvencidktol kiilon
rendez6dtek. Igy tovabbi vizsgalatokat igényel a valodi genetikai kapcsolat feltarasa.
Eredményeim alapjan az egyes virusok évszakos eloszlasa nem minden esetben
felelt meg a klinikai mintdk elemzése soran altalanosan elfogadott halmozodasnak. A
calicivirus-fertdzések eléfordulasanak csucsat klinikai mintdk vizsgélata alapjan a téli-
tavaszi honapokra teszik, ezzel szemben szennyvizben semmilyen eloszlasi mintazatot
nem mutattak. Példaul amig 2005. nyardn egyetlen mintabol sem sikeriilt
calicivirusokat kimutatni, addig 2006. nyari honapjaiban a mintdk 60%-aban jelen
voltak (20. abra). Ugyanakkor, ha a calicivirusok szennyvizmintdk vizsgalatabol kapott
¢vszakos eloszlasdit a Magyarorszdgon norovirusok 4ltal okozott jarvanyok
eléfordulasaval vetjiik Ossze, egyezést tapasztalunk. A hazai calicivirus-jarvanyok
szama 2006-ban 2,5-szer magasabb volt a 2005. évihez képest. 2005. és 2006. téli
hénapjaiban a norovirus-jarvanyok szama nem mutatott jelentds kiilonbséget (62 és 68
epidémia), am 2006. tavaszan a jarvanyok szama megduplazodott a 2005. tavaszi
honapjaiban észleltekhez képest, majd 2006-ban nyéaron és 6sszel megnégyszerezddott
az el6z0 évhez képest. Ennek egyik feleldse a 2006. jiniusaban Miskolcon kitdrt, 3600
embert érintd ivoviz eredetii calicivirus jarvany volt. Jiniust kdvetéen Borsod-Abauj-
Zemplén megyében megndtt a norovirus altal okozott fertézések szama. A
megnovekedett aktivitas ezutdn a szomszédos teriileteken, majd Magyarorszag kozépso,
¢szaki és nyugati teriiletén is éreztette hatasat (Krisztalovics és mtsai., 2006). Mindez
az eloszlas Baranya megye szennyvizeiben is nyomon kovethetd. A szennyvizben valo
eléfordulas tehat végso soron megfelel a koérhazi eléfordulasnak.
A HAstV és HRV szennyvizben vald jelenléte viszont jol tiikrozi a klinikai adatok
alapjan elfogadott évszakos eloszlasukat. Klinikai mintdk vizsgalatdbol megallapitottak,
hogy az astrovirus-fertézések csucsa a mérsékelt égovben a hidegebb, téli honapokra
esik. Vizsgalt mintdimban a virus a klinikai esethalmozo6dés utani idészakban érte el
eléfordulasanak tetdpontjat, vagyis a fertdzések kapcsan megndvekvd virusiirités utdn
jelentdsen megnétt ezeknek a virusoknak a szennyvizben vald eléforduldsa. A vizsgalt
telepek szennyvizeiben a tanulméanyozott két év ezt kovetd szakaszaiban a HAstV
eléfordulas csokkent, de az év minden szakaban kimutathatd volt (20. abra). Hasonlo
mintazat figyelhetd meg a HRV-A évszakos eloszlasaban. A februar-marciusi korhazi

esethalmozo6das utan a szennyvizben is megndtt a HRV-A eléforduldsa. Hasonloképpen
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az adenovirus is jol tiikrozi az irodalomban kozolt szezonalitasi jellemzoket, és a
vizsgalt két évben minden €vszakban altalanosan cirkuldlt. A C csoporta rotavirusok
eléfordulasa volt a legaltaldnosabb, de sem a human, sem az egyes allati torzsek nem
mutattak évszakos eloszlast. Allati C csoportu rotavirusok 2005-ben az ,,A” telepen
leginkabb a vizsgalt idészak utols6 5 hénapjaban cirkulaltak. A ,,B”, ,,C” és ,,D” telep
szennyvizeiben mindkét vizsgalt évben eléfordultak allati tipusok, s6t 2006-ban human
torzseket nem is sikeriilt azonositani. R4dadasul az A csoportu rotavirusok esetén is
kimutathatok voltak allati eredetii virustorzsek. Ugyanakkor a vizsgalt teriileten
allattarto telepek nem talalhatok. Erdemes tehat végiggondolni, hogyan keriilhettek
mégis dllati térzsek a kommundlis szennyvizbe. Ennek egyik feltételezhetd oka, hogy
az ,,A” telepre naponta befolyd atlagosan 27000 m® szennyvizbél kériilbeliil 300 m’
egy vagohidrol érkezik. A tobbi telepen haztaji sertés- és szarvasmarhatartas jarulhat
hozzd a kommundlis szennyvizben talalt magas 4allati virussszamhoz. A ,B”
szennyviztelepen dolgozd szakemberek elmondasa alapjan jutott tudomasomra, hogy
sokszor az 4llati folyékony tragyat a gazdak torvényellenesen a kommunalis
szennyvizbe bocsatjdk. Mindazonaltal kérdéses, hogy az illegdlisan a szennyvizbe
vezetett allati tirtilék valoban hozzajarult-e az allati torzsek ilyen mértékii jelenlétéhez.
A jelenség egy masik lehetséges magyarazata, hogy az éallati torzsek human
fertdzésekért is feleldssé tehetdk (zoondzis). Klinikai mintak vizsgalatai alapjan az 5 év
alatti korosztaly korében meglehetdsen alacsony a C csoportu rotavirusok eléfordulésa
(0,6-3%) (Banyai és mtsai., 2006; Castello és mtsai., 2002; Sanchez-Fauquier és mtsai.,
2003; von Bonsdorff és Svensson, 1988). Ezzel szemben 5 éves korra a gyermekek 20-
30%-a rendelkezik RV-C elleni antitestekkel (James €és mtsai., 1997; Steele és James,
1999; Kuzuya ¢és mtsai., 2001). Iturizza-Gomara ¢és mtsai. (2004) beszamolnak arrol,
hogy a falvakban ¢l6 gyermekek kozott joval magasabb a RV-C elleni antitestekkel
rendelkezOk aranya, és feltételezik, hogy ehhez hozzajarul az allati torzseknek vald
kitettség miatt megndvekedett kockézat. Mégis valdszinlibbnek latszik, hogy a
gyermekkori RV-C fert6zések kevésbé sulyosak, vagy akar tiinetmentesek is lehetnek,
amelyek igy nem igényelnek orvosi ellatast. A human székletmintakbol izolalt RV-C
torzsek monofiletikus leszarmazastak, tehat szigori gazdaspecificitast mutatnak.
Kérdéses tehat, hogy a feltételezett tiinetmentes fertdzésekért kizdrélag human térzsek

tehetdk-e feleldssé, vagy allati virusok is szerepet jatszanak benne. Ezért az A és C

75



csoportu rotavirusok szennyvizben vald eléfordulasanak tovabbi vizsgalata €s klinikai
mintak egyiittes elemzése sziikséges ahhoz, hogy a zoonozis lehetdségét egyértelmiien
igazolni lehessen.

Szamos tanulméanyban foglalkoztak mar azzal, hogy a szennyvizben 1év6 fekalis
koliformok szama és a virusok jelenléte kozotti lehetséges Osszefiiggéseket feltarjak
(Grabow ¢és mtsai., 2001). Tobb kutatdcsoport is ravilagitott mar arra, hogy vizsgalataik
semmilyen Osszefiiggést nem igazoltak a fekalis indikatorszervezetek szama és a
virusok eléforduldsa kozott (Pina és mtsai., 1998; Puig és mtsai., 1994, Taylor €s mtsai.;
2001; Sobsey, 1989). Eredményeim is azt tamasztjak ald, hogy a virusok jelenléte és
jelenleg a fekalis eredetli szennyezés indikatoraiként elfogadott fekalis koliformok
szdma kozott nincs Osszefliggés. Vagyis, ha példaul a kezelés hatésara sikeriilt is az
indikator-baktériumokat eliminalni, attdl a tisztitott mintdban még lehetett virusokat
kimutatni. Ugyanakkor meg kell jegyezni, hogy az altalam vizsgalt mintdk csupan 7%-
at vetették ala bakteridlis analizisnek, tehat a kapott eredmény az adott idészakra nézve
nem reprezentativ. Mégis vizsgalataim egyik legfontosabb felismerése az, hogy a rutin
vizmindsitéssel kifogasmentesnek itélt vizek is tartalmazhatnak enterélis virusokat, igy
célszerli ¢és idoszerti lenne a jelenlegi indikator mikroorganizmusokon alapulo
vizmindsitési direktivak ujragondolasa. Erdemes lenne megfontolni az adenovirus
kimutatds jovObeni alkalmazdsdt a virdlis szennyezés jelzésére, hiszen a
,hagyomanyos” PCR-rel is a mintdk igen magas hanyadaban (~91%) és minden
iddszakban sikeriilt az adenovirusokat kimutatni, rdadasul ellenallénak bizonyultak a
tisztitasi folyamatokkal szemben is. Hasonl6 kovetkeztetésre jutottak pl. Puig és mtsai.
szennyvizekkel és folyok vizével (1994), illetve Pina és mtsai. (1998) szennyvizekkel,
folyok vizével, tengervizzel és kagylokkal folytatott vizsgalataik soran.

A dolgozatban leirt eredmények alatdmasztjak azt a széles korben elterjedt
nézetet, miszerint a napjainkban is alkalmazott szenmnyvizkezelési és fertotlenitési
eljarasok nem eléggé hatasosak a virusok elpusztitisara. Bar a HAstV-ok, HRV-A-ok,
HuCV-ok, HAdV-ok esetében a szennyviztisztitds hatékonysaga nem volt
egyértelmiien megallapithat6 az ellentmondéasos mintaparok miatt, rdadasul a nyers és a
tisztitott vizmintak viruspozitivitasanak Osszevetésével csupan mindségi, a PCR savok
intenzitasa alapjan csak szemikvantitativ 6sszehasonlitds végezhetd. Mindazonaltal az

eredmények alapjan a tisztitott mintdk is bévelkedtek virusokban. Német és francia
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kutatok arrdl szamoltak be human astrovirusokkal folytatott kisérleteikben, hogy a
szennyvizkezelés hatdsdra bekdvetkezd virusszam degradacid meghaladja a 99%-ot
(Pusch ¢és mtsai., 2005; Le Cann ¢és mtsai., 2004), és van den Berg és mtsai. (2005) is
ugyanezt az értéket kaptak calicivirusok vizsgélata soran. C csoportil rotavirusok
vizsgélatandl a nyers és tisztitott mintdk viruskopiaszdmanak mennyiségi
Osszehasonlitasa is lehetové valt, igy a kezelés hatasfoka mar vizsgalhato volt. A
baktériumszadm csokkenést meg sem kozeliti a virusok szdmanak csokkenése.
Ugyanakkor a mar emlitett tenyésztési kisérletek elvégzése a jovoben informaciot adhat
a kezelési technikdk virusokra kifejtett hatasarodl is, hiszen fennall annak lehetdsége,
hogy az elfolyd szennyvizbdl kimutatott virusok mar elveszitették fertézoképességiiket,
s a virdlis nukleinsav csupan nem-infektiv virus részecskékbe zarva volt jelen a
mintaban. Monpoeho ¢és mtsai. (2000) enterovirusokkal folytatott vizsgalataik soran
ugyanakkor megallapitottak, hogy atlagosan 150 genom kopiaszamra jut egy infektiv
viruspartikulum. Ha ezt az értéket a C csoportu rotavirusokra is érvényesnek tekintjiik,
akkor 1 liter tisztitott mintdban atlagosan 476 fert6z6 viruspartikulum volt jelen. (Mivel
a virusok kopiaszaméanak szorasa meglehetésen nagy volt /10°-107 kopia literenként/,
ezért a két legkisebb és legnagyobb értéket a szamitasnal figyelmen kiviil hagytam.)
A jovoben egy — a C csoportt rotavirusok kimutatasanal mar sikeresen alkalmazott —
kvantifikalasi valos idejii PCR moddszer alkalmazasa lenne célravezetd minden egyes
virusndl, amellyel a virusok nemcsak mindségi, hanem mennyiségi meghatarozasa is
lehetové valna. A hagyomanyos PCR real-time PCR eljarassal valo ,,felvaltasa”, illetve
kiegészitése 11j lendiiletet adna a hazai kornyezeti viroldgiai kutatasoknak. Pontosabb ¢és
megbizhatobb eredményeket kaphatnank a szennyvizben 1évd virusok eléfordulésarol,
szezonalitasarol, mennyiségérdl, a szennyvizkezeléssel szembeni érzékenységiikrdl (a
szennyviztisztitds hatékonysagarol), hiszen a valos ideji PCR nagysagrendekkel
érzékenyebb nemcsak az eddigi gyakorlatban alkalmazott PCR-nél, hanem annak
nested valtozatanal is, lehetdvé téve az adott térfogati mintdban 1évd virusok
mennyiségének pontos meghatarozasat is.

Eredményeim alatamasztjak azt a feltételezést, hogy a szennyvizek virologiai
vizsgalatanak komoly kézegészségiigyi jelentosége van, kiilondsen akkor, ha az elfolyo
szennyvizzel az emberek barmilyen késobbi tevékenység folytan (pl. sportolds, pihenés)

érintkezhetnek. Ezért az ilyen vizsgalatokat a jovében felszini vizekre is ki kell
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terjeszteni. A fertézOképességet igazolni kell, tovabba mennyiségi vizsgalatokat is kell
végezni, hogy a valodi népegészségiigyi kockazatra fény deriiljon. Az alapos,
molekularis modszereken alapuld virusszam meghatdrozds draga standardizacios
eljarasokat és nagymennyiségli vizminta elemzését kivanja. Dolgozatom {6 célja
azonban nem a virusok kopiaszamanak mennyiségi meghatarozasa volt, és foleg nem
felszini vizbdl vagy ivovizbdl, igy vizsgalataimban egyeldre nem is 1éptem tovabb ebbe
az iranyba. Mégis el kell gondolkodni az ilyen vizsgalatok fontossagén, és azokon az
eredményeken, amelyeket Pusch és mtsai. (2005) kaptak, amikor egy szennyviztelep
befolyo ¢és elfolyd szennyvizét vetették virusvizsgalat ald. Az altaluk tanulméanyozott
szennyviztelep elfolyd szennyvize egy folydba keriilt, majd onnan egy csévezetékkel
egy toba 0mlott. Vizsgalataikkal a teleptdl ~20 km-re 1évo tobol is sikeriilt kimutatniuk
enterovirusokat (29%), astrovirusokat (24%; 3,7 x 10’ képia/l), calicivirusokat (18%;
1,8 x 10*kopia/l), rotavirusokat (11%) és hepatitis-A virusokat (5%).

Lathattuk tehat, hogy a virusok konnyen tulélhetik a szokdsos vizkezelési
eljarasokat, kiilondsen akkor, ha esetlegesen fellépd miiszaki hibak vagy a technologiai
fegyelem hianya rontja a kezelések hatasfokat. Mivel azonban a vilag szamos részén a
populacié és az ipar robbanasszeri novekedése miatt a szdba johetd vizforrasokkal
szemben fokozott igény lép fel, amit tavlatilag csak a kommunalis szennyvizek
ujrahasznositasaval lehet enyhiteni, egyre novekszik az igény az olyan modszerek
kidolgozéasara, amelyekkel biztosan eliminalni lehet vizeinkbdl az emberre veszélyt
jelentd virusokat is. Azonban a virusok vizbol valé eltavolitasaval kapcsolatban tobb
nehézség is felmeriil. Az elimindld6 modszereket két csoportra oszthatjuk: 1. a virusok
fizikai eltavolitasa (szedimentacid, adszorpcid, koaguldciod €s precipitacid, sziirés), és 2.
a virusok inaktivalasa, destrukcioja (pH novelése, kémiai oxidalas /pl. halogénekkel/,
fotooxidalas bizonyos festékekkel, fénnyel).

Kozegészségiigyi szempontbdl az inaktivaciot eldidézé modszereket részesitik
elényben. A kezelések sordn azonban tobb tényezdére kell figyelemmel lenni. A
szennyvizek virustartalma napi megoszlasban is igen kiilonb6zé lehet (Rolland és
mtsai., 1983). Ezért a kivant kezelés ,,erésségét” nehéz bedllitani.

Az elokezelések (pl. az iilepités) nem vagy alig tavolitjak el a virusokat, legfeljebb a
szilard részecskékhez kotddott partikulumok azokkal egyiitt letilepednek (ugyanakkor,

pl. a rotavirusok csak gyengén kotdédnek az {llepithetd részecskékhez, és igy
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bennmaradnak a felszini rétegekben is; Melnick és mtsai., 1978).
Megfelelden megvalasztott koriilmények kozott a virusok meglehetésen sokféle
felszinhez kotddhetnek (pl. aktivalt szén, kovafold, szén, iiveg, membranfilterek,
kolloidalis szerves anyagok, talaj). Ez a kotddés reverzibilis, az ionerdsség, a pH,
kiilonb6z6é szerves anyagok jelenléte elucidt eredményezhet. Példaul a homokkal
végzett szlirés esetén sem a homok maga, hanem sokkal inkabb a homok altal befogott
anyagok kotik meg a virusokat.
A legjobb virusszdm redukcidt a szennyviz fizikai-kémiai kezelése idézi eld.
Koagulécioval a virusok jol eltavolithatok, és fertdtlenitéssel egyiitt alkalmazva ez a
modszer bizonyult a leghatasosabbak egyikének. Aluminium szulfat, kadlcium-hidroxid,
vassoOk, polielektrolitok akar 99,9%-ban eltavolithatjdk a vizben 1évd virusokat. Arrol
azonban keveset tudunk, hogy a klorozas hogyan képes inaktivalni a virusokat. A
klorinacié hatdsa nagyon sok tényezo6tol fiigg, pl. a hdmérséklettdl, a pH-t6l, a szerves
anyagok jelenlététdl, a virus fizikai allapotatol (adszorbedlt, aggregalodott). A klor 8
mg/l koncentracidban alkalmazva szennyvizben nem csokkenti a legtdbb virus szamat,
azonban 40 mg/l koncentracidban 10 perc alatt mar 99,9%-os virusszam redukciot
eredményez. A klor ekkora ddzisa azonban mar erdsen toxikus. A kiillonb6zd virusok
rdadasul eltéré mértékben érzékenyek a klorra; az adszorbealodott vagy aggregalodott
virusok kiilondsen ellendllok. Ismeretesek klorral szemben rezisztens enteralis virusok
is. Mivel rendkiviil ellenallok a hagyomanyos klorral torténd fertétlenitéssel szemben, a
calicivirusokat szamos vizeredetli jarvanyban azonositjak korokozoként. Keswick és
mtsai. (1985) kimutattak, hogy a klér azon koncentracidja, amely hatékonyan inaktival
szamos virust, a calicivirussal szemben hatastalan. A vizek fert6tlenitésénél tobb
telepen 6zont is alkalmaznak (Burlesson és mtsai., 1975; Sommer ¢és mtsai., 2004;
Wang és mitsai., 2005), azonban ennek virus6lé hatasardol még manapsag is keveset
tudunk (Wang ¢és mtsai,, 2005). Szamos tanulmany szerint a hagyomanyos
szennyviztisztitasi eljarasok UV sugarzassal vagy 6zonos kezeléssel valo kiegészitése
hatékony modszer lehet a virusok szdmanak csokkentésére (Gehr és mtsai., 2003;
Jacangelo €és mtsai., 2003).

Szem el6tt kell tartanunk, hogy bar a felszini vizekbe a virusok mar erdteljesen
felhigulva keriilnek, és itt még tovabb higulnak, rdadasul szédmtalan inaktivalo

tényezének vannak kitéve, mégis ezen vizek minden fajtija veszélyes lehet az emberre
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nézve; a folyok, tavak virusokkal kontaminalt vizének széleskorti felhasznalasa miatt
(pihenés, sportolds) konnyen fert6zés forrasava valhatnak, és jelentds jarvanyokat
idézhetnek eld. Kiilondsen nagy veszélyt rejt magéban a felszini vizbdl eldallitott
ivovizek, vagy a parti szlirési kutak vizének virdlis szennyezése. Mivel ivoviz-
mindségli vizet haszndlunk kozvetlen fogyasztasra, fozésre, mosasra, fiirdésre, stb.,
ezért az sem fert6z6, sem szennyezett nem lehet. Igy altaldnos kozegészségiigyi
igényként jelenik meg, hogy a viztisztitas hatékonysadganak mérését, valamint az ivoviz
mindségének folyamatos ellendrzését kiterjesszék a virusokra is.

Sajnos ma még vilagviszonylatban is kevés azon laboratériumok szama, amelyek
képesek a vizekbdl torténd viruskimutatasra. Jelenleg hazankban sem bevett gyakorlat a
vizek virusokra torténd vizsgalata, pedig Magyarorszdgon is egyre nd a vizforrasok
terhelése, a kezelt szennyvizek Ujrahasznositdsa, a szennyvizzel kezelt mezdgazdasagi
terliletek aranya. Azonban a legszembetlin6bb a virologiai lehetéségek elmaradasanak
fokozddasa. Amig szamos orszag erdfeszitéseinek kovetkeztében a virus-kimutatasi
modszerek ugrasszerli fejléddésnek indultak, s felvetették az ivovizre vonatkozo
vizmindsitési mutatok wjragondolasat, korszerlsitését, tovabba eldsegitették, hogy a
vildg tobb részén 1is tamogatast kapott az ivovizek viroldgiai ellendrzése,

(http://nlquery.epa.gov/epasearch/epasearch) addig itthon a kordbbi kecsegtetd

vizsgalatokat Gjabbak évtizedekig nem kovették.
Tobb orszagban (pl. USA, Kanada) szerepelnek mér a vizmindsité eldirasokban a
viroldgiai vizsgalatok is. 1974 6ta, amikor a vizvirologusok eldszor taldlkoztak Mexico
Cityben, nemzetkozi szintéren sok erdfeszités tortént. Azonban a kutatok még mindig
ovakodnak a virus-kimutatasi eljardsok és a virusokra vonatkozé hatarértékek
szabvanyban rogzitésétl. Nem szabad azonban megfeledkezni a virologiai standardok
felallitasarol.  Ennek  eldsegitésére  moddszereinket allanddan  fejleszteniink,
optimalizalnunk, lehetdségeinket novelniink kell, és torekedniink kell arra, hogy
kornyezetiink vizeinek virologiai ellendrzését, az adatok gytlijtését, vizkezelési
modszereink hatékonysagat nyomon kovessiik.

Magyarorszagon az elmult néhany évben csupan az ANTSZ Baranya Megyei
Intézetének Regionalis Virologiai Laboratdoriumaban torténtek erdfeszitések a hazai
vizvirologia felélesztésére, és sziilettek 1j, mind a hazai, mind a nemzetkozi

szakemberek figyelmére szadmottartd, publikalt eredmények. Ennek a munkénak a
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hattérvizsgalatait, és elért sikereit ismertette ez a dolgozat.
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VII. OSSZEFOGLALAS, UJ EREDMENYEK BEMUTATASA

Az ipari fejlodés, az urbanizacid folyamatos erdsddése, valamint a mezdgazdasag
nagymértékli kemizaldsa miatt egyre nagyobb népegészségiigyi problémat jelent a
vizek elszennyezddése. Az elmult kozel 70 évben, midta a virusok vizbdl torténd
kimutatasa elkezdodott, jelentds fejlodés valdsult meg. Noha igen kiterjedt, tobb ezer
fot érintd vizeredetli virus-jarvanyokat ismeriink, a vizben 1évo virusok altal okozott
fertdzések jelentds része mégis elenyészd tiinetekkel jar, vagy éppen teljesen
tiinetmentes formaban zajlik le, ezért nehéz felismerni az Osszefliggéseket, raadasul a
legtobb helyen a virusok kimutatasara szolgaldé modszerek sem allnak rendelkezésre.
Tovabb sulyosbitja a helyzetet, hogy a virusok akar tobb honapig is képesek megdrizni
fertdzoképességiiket a természetes vizekben. Ezért napjainkban egyre tobbet hallunk
virus okozta vizeredeti jarvanyokrol, mikdzben a bakterialis eredetliek szama relative
csokken. Emiatt a vizben 1évé virusok kozegészségiigyi jelentéségének megallapitasa
tovabbi kiterjedt vizsgalatokat igényel.

Ertekezésemben a Baranya megyei szennyvizekben 1évé enteralis virusok
eléfordulasarol igyekeztem atfogd képet adni. Vizsgdlataim teljesen uttordek a
magyarorszagi virologiai kutatasok terén. Ezért valamennyi eredménynek 1j
tudomanyos értéke van a hazai kornyezeti virologiaban. A célkitlizések tiikrében a

kovetkezo 1) felismerések sziilettek:

e Magyarorszdgon 20 év sziinet utdn sikeriilt Gjrainditani a szennyvizbdl torténd
viruskimutatasokat.

e Egy ezel6tt ilyen formadban még nem alkalmazott gyors, hatékony, megbizhatd
koncentralasi és direkt molekularis kimutatasi modszert sikeriilt optimalizalni és
bevezetni, amely a szennyvizbdl térténd viruskimutatast lehetové teszi.

e Hazankban els¢ alkalommal hasznaltam molekularis modszereket szennyvizbdl
torténd viruskimutatasra.

e Az ANTSZ Baranya Megyei Intézetébe érkez6 szennyvizmintdk rutin
vizbakteriologiai és vizkémiai vizsgalatainak soraba sikeriilt a molekularis
virologiai vizsgalatokat bekapcsolni.

e Elsé alkalommal vizsgaltam Magyarorszagon nyers-tisztitott szennyvizminta

parokat.
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Vizsgalatom az elsO astrovirus, rotavirus, adenovirus és calicivirus kimutatas
kornyezeti mintakbol, amellyel a Baranya megyei populacié korében keringd
enteralis virusok legkomplexebb vizsgalata valdsult meg.

Szennyvizvizsgalataim nyoman megallapitottam, hogy a korhéazi eléfordulasnal
minden valoszinliség szerint magasabb aranyban vannak jelen az astro-, rota-,
calici- és adenovirusok a vizsgalt populacioban. Ebbdl arra kovetkeztettem,
hogy jelentds a tiinetszegény, vagy tiinetmentes fert6zések szama, tehat a
hasmenéses esetek nem tlikrozik a vizsgalt virusoknak a populécioban betoltott
valodi szerepét, s csupan a fertdzések bizonyos hadnyada észlelt az orvosok altal.
Megallapitottam, hogy a Baranya megyei populacioban az adenovirusok
cirkuldlnak a legaltalanosabban, és mivel ezek a virusok meglehetdsen
ellenalléak a kornyezeti behatdsokkal szemben, ezért javasoltam a viralis
szennyezés jelzésére (virusindikdtorként) a jovOben a szennyvizmintdk
adenovirus pozitivitasanak alkalmazasat.

Els6 alkalommal vetettem Ossze a virus-pozitiv mintdk szamat a telepiilések
Iélekszaméaval, amelynek eredményeként nem taldltam gyakorisagi 0sszefiiggést
a kimutathatésag ¢és az ellatott telepiilés nagysaga kozott, ebbdl azt a
kovetkeztetést vontam le, hogy a vizsgalt virusok a populdcioban altalanosan
cirkulalnak.

A polimeraz lancreakcidt gatlod inhibitorok jelenlétének kimutatdsara egy belso
viralis nukleinsav kontrollt alkottam meg, amely az astrovirust is kimutato
primer parral amplifikalhat6é, de a termék az astrovirusokétél méret alapjan
elkiilonithetd.

A belsd standardot tartalmazod mintdk egyike sem tartalmazott PCR-t gatld
zavard anyagokat, amellyel bebizonyitottam, hogy a viruskimutatisra
optimalizalt rendszer hatékonyan tdvolitja el az inhibitorokat a
szennyvizmintakbol.

Vizsgalataimmal aldtdmasztottam, hogy a virusok és jelenleg a fekalis eredetii
szennyezés indikatoraiként elfogadott fekalis koliformok szdma kozott nincs
Osszefliggés. Bizonyitottam, hogy a virusok jelentds része a koliform vagy mas

enteropatogén baktériumokndl ellendllobb a viztisztitasi eljarasokkal szemben.
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Ezért a rutin vizmindsitéssel kifogasmentesnek itélt vizek is tartalmazhatnak
enteralis virusokat.

Bar a szennyviztisztitasi hatékonysag pontosan nem volt meghatarozhatd, hiszen
tobb mintaparnal csupén a tisztitott minta bizonyult pozitivnak egy adott virusra,
mégis alatdmasztottam azt a — kiilfoldi irodalomban amtgy mar kozolt —
megfigyelést, miszerint a mai szennyvizkezelési ¢és fertdtlenitési eljarasok
hazankban sem elég hatékonyak a virusok szennyvizbdl valo eltavolitasara.

Els6é alkalommal végeztem molekularis moédszerekkel mennyiségi vizsgalatokat,
amelynek sordn az elfolyd mintakban 1év6 viruskopiaszamot is meghataroztam,
tovabba megallapitottam, hogy a vizsgalatba bevont szennyviztelepek virusokra
vonatkoztatott tisztitdsi hatékonysaga olykor a 60%-ot sem éri el. Mivel a
tisztitott szennyvizek jelent0s szamban tartalmaztak még virusokat, ezért
felhivtam a figyelmet arra, hogy a virustartalmi szennyviz fontos
népegészségiigyi jelentdséggel bir. Vizsgdlataim nyoman elsé alkalommal
mondhato ki, hogy a magyarorszagi szennyvizek is az enterais virusfertézések
lehetséges forrasai lehetnek.

Megallapitottam, hogy a szennyvizekben kimutatott virustdrzsek genotipusa
eltér a klinikai mintdkban talalt torzsekétdl. Ebbdl arra kovetkeztettem, hogy a
szennyvizben talalt torzsek talan a klinikailag tiinetszegény esetekbdl keriilnek
ki, vagy esetleg az egyéb tipusokndl ellenallobbak a kiilonbozd koérnyezeti
faktorokkal szemben.

Megfigyeléseim alapjan megallapitottam, hogy egyszerre tobb HAstV, RV-A,
RV-C, illetve HuCV genotipus volt jelen a Baranya megyei lakossagban a
vizsgalt idészakban, raadasul sikeriilt tobb mintdban is egyidejileg egy adott
virus 2 kiilonb6zd genotipusat kimutatni.

A hazéankban tobb mint 10 éves multra visszatekintd astrovirus kutatasok soran
eldszor sikeriilt 2-es tipusu astrovirust azonositani. Rdadéasul ezt az eddig csak
kornyezeti mintakbol azonositott tipust a HAstV-pozitiv mintak kozel 11%-abol
mutattam ki.

Megallapitottam, hogy a vizsgalt virusok szezonalis eloszldsa jol tiikrozte a
jarvanyok, illetve a klinikai esetek szdmanak halmozodasat.

Sikerilt allati torzseket is azonositanom, illetve hazankban el6sz6r vetettem fel
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a C csoportu rotavirusok esetében a zoonozis lehetséges szerepét a fert6zés
terjedésében.

Tanulmédnyom alapjan kijelentheté, hogy a vizsgélt virusok endémidsan
fordulnak elé Baranya megyében. (Ha a betegség eredete, az atvitel modja és a
betegségre fogékony személyek szdma révén a virusok gyorsan
replikdlodhatnanak, akkor a fertézések jarvanyos format Olthetnének, és
konnyen azonosithato, epidemiologiailag Osszefiiggo, klinikailag
manifesztdlodd eseményeket eredményezhetnének.)

A virusok jelenlétének bizonyitdsa kornyezetiink vizeiben 0j fejezetet jelent
mind az epidemioldgiai intézkedések, mind a vizmindsitési mutatok
kidolgozéasanak szempontjabol. Az a tény, hogy a human patogén virusok a
vizben jelen vannak, és potencialis fertéz0 forrast jelentenek sem
kozegészségligyi, sem jarvanyiigyi szempontbdl nem hagyhato figyelmen kiviil.
Eredményeimet hazai és nemzetkozi forumokon, tudoméanyos kdzleményekben
bemutatva igyekeztem informécidt szolgaltatni az egészségligyi ¢és a
kornyezetanalitikdval foglalkoz6 szakemberek szdmara a hazai szennyvizek

virusokra is kiterjedd vizsgalatanak fontossagarol.
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VIIL KOSZONETNYILVANITAS

EzOton szeretnék koszonetet mondani Sziics Gyorgy foorvos urnak, hogy
lehetdséget adott, és helyet biztositott szdmomra a laboratoriumi munkék elvégzésére,
valamint szakmai és erkolcsi tamogatasaval segitette munkamat.

Kiilon koszonom dr. Kocsis Béla docens Girnak a PTE AOK Orvosi Mikrobiolégia és
Immunitastani Intézetébdl a vizmintdk koncentraldsaban nyujtott segitségét, értékes
szakmai tanacsait, Onzetlen emberi gesztusait, irdntam tanusitott tlirelmét,
szivélyességét, amelyekkel munkédmat tdmogatta.

Koszonettel tartozom Giith Istvannak a vizsgalati mintak gytjtéséért, Szilas Erikanak a
vizkémiai €s vizbakteriologiai adatok biztositasaért.

Koszonetemet fejezem ki dr. Jakab Ferencnek és dr. Béanyai Krisztidnnak a
munkalatokban nyujtott technikai segitségiikért, a mintdk gyijtésében valo
kézremukodésiikért, sokat éro szakmai tanacsaikért, tamogatasukeért,
egytittmikodésiikért.

Ko6szondm dr. Reuter Gabornak a calicivirusok kimutatdsdban nyujtott segitségét.
Koszonettel tartozom Prof. Dr. Melegh Bélanak, Oksai Juditnak, Regds Juditnak és
Kisfali Péternek a szekvenalasi vizsgalatokban vald segédkezésiikért.

Koszonetemet fejezem ki az ANTSZ Viruslaboratérium valamennyi dolgozojanak.
Végiil, de nem utolsé sorban, halaval tartozom vdlegényemnek, csalddomnak, hogy
végig kitartottak mellettem, buzditottak, tdmogattak és biztositottdk azt a hatteret,

amely e munka elvégzését, és az értekezés megirdsat lehetévé tette szamomra.
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