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BEVEZETES

A WHO szakértdi bizottsaga szerint a vizsziikséglet 1900 és 1990 kozott hatszorosara
nétt. Ez kétszer tobb a népességnovekedésnél, vagyis a vizigény 30 évenként megduplazodik.
Ugyanakkor kozvetleniil ivoviz-kitermelésre a Foldon fellelhetd vizek csupan 0,3%-a
alkalmas. Az ivovizkészletet azonban nemcsak a felszini €s felszin alatti vizek tarthatatlan
kitermelése fenyegeti, hanem a haztartasi, ipari és mezdgazdasagi szennyezddések,
hulladékok is, amelyek kezelés nélkiill omlenek a folyokba és patakokba. Jelentds a
vizkészletek bioldgiai pollucidja, ezen belill a virdlis szennyezddés is. A szamos emberi
betegséggel (pl. gasztroenteritiszek, okularis, respiratorikus fert6zések, hepatitisz,
miokarditisz, neuroldgiai megbetegedések) dsszefliggésbe hozhato — és foleg enteralisan iiriild
— virusok tobbsége nagy mennyiségben tavozik a szervezetbdl, és a kommunalis
szennyvizekben felhalmozddik. Szdmos virust, koztiik az enterovirusokat, a hepatitis A és E
virusokat, a calicivirusokat, a rotavirusokat és az enteralis adenovirusokat az elmult néhany
évtizedben sikeriilt kiilonb6zd eredetii vizekbdl kimutatni. A szennyvizben 1év0 virusok
kontaminalhatjdk az ivovizet, a természetes vizeket (tavak, folyok), az {diilési vagy
szorakozési célu vizteriileteket, de az Ontozésre hasznalt vizeket is, €s igy potencialis
népegészségiigyi  kockazatot jelentenek. A  tengeri allatokban  (kagylofélékben)
akkumulalédva pedig Gjabb fertézések kiinduldpontjai lehetnek. A vizzel (és élelmiszerrel)
terjedd virusok a legrezisztensebb virusok kozé tartoznak; a kiilonbozo fizikai és kémiai
tényezOkkel szemben nagyfoku ellenalld képességet mutatnak. A mai szennyvizkezelési €s
fert6tlenitési eljarasok pedig nem elég hatékonyak a virusok eltavolitdsara, ami miatt az
elfolyd szennyvizzel virusok tdvoznak az éldvizekbe, ahol fertdzoképességiiket hosszu ideig
megorizhetik.

A vizek fekalis szennyezésének jelzésére szolgald standard indikator szervezetek:
fekalis coliformok, fekalis streptococcusok, anaerob bakteridlis indikatorok (elsOsorban a
clostridiumok és a bifidobaktériumok), valamint bakteriofagok hidnyossagaira szamos
tanulmanyban ravilagitottak mar, amely maga utdn vonta az ezen organizmusokon alapuld
vizmindségi mutatok Ujragondoldsat. Néhany ma hasznélatos indikator sokkal érzékenyebb
vagy éppen rezisztensebb (pl. baktérium spora) a kornyezeti stresszel és a fertdtlenitéssel
szemben, mint a virusok. Igy a hagyomanyos vizminGsitési eljarasokkal kapott negativ
eredmény a biztonsag hibas érzetét keltheti. Ezért meriilt fel az a gondolat, hogy az ,,idealis”
indikator maga a virus lenne.

A szennyviztelepek kommunalis €s ipari szennyvizeket kezelnek, igy a szennyvizek

virustartalma a kozosségben cirkuldld virusok megfeleld indikatora lehet. Amig a viralis



agensek kimutatasahoz ivoviz vagy flirdéviz esetén nagy kiinduldsi vizmennyiségre van
sziikség, addig szennyviznél — a magasabb virus-koncentracionak koszonhetéen — kisebb
volumen is elegendd. Mégis a vizben eléforduld virusok azonositasa hatékony koncentralasi
¢s megfeleld virus kimutatasi eljardsok nélkiil nehézkes, és az esetek dontd tobbségében
sikertelen is.

Bar szamos hazai és kiilfoldi vizsgélat kimutatta a virusok szennyvizben, felszini- és
ivovizben val6 eléforduldsat, mégsem létezik altalanosan elfogadott és alkalmazhaté modszer
ezeknek a mikroorganizmusoknak a kornyezeti vizekbdl vald kimutatdsdra. Napjainkig Ot
alapvetd tisztitasi-koncentraldsi technika alakult ki: a kétfazist szeparalds, a kicsapas, az
ultrasziirés, az ultracentrifugalas €s az adszorpcio-eliicidé modszere. Ezek koziil az egyik
legnépszeriibb az adszorpcids-elucids eljards pozitiv, illetve negativ toltésli sziir6k
alkalmazésaval, de meglehetdsen draga, és elsdsorban nagy volumenii vizekbdl torténd
viruskimutatdsra  alkalmas. Ett6l joval szélesebb  korben  hasznaljdk - a
szennyvizvizsgalatoknal is szivesen alkalmazott — polimer kétfazisu szeparalasi technikat.

Maganak a virusnak a kimutatdsara is tobb eljaras létezik. A hagyomanyos
viruskimutatast a sejtkultirdban torténd izoldlds jelenti. Azonban a szennyvizben talalhatéd
virusok tobbsége nehezen, vagy egyaltalan nem szaporithatd szovetkultiraban. Raadasul, a
szennyvizben 1év0 bakteridlis kontaminacié még nehezebbé teszi a sejtkultiraban torténd
virusszaporitast. Ezért napjainkban a molekuldris technikék jelentik a kornyezeti mintakbol

torténd viruskimutatas legérzékenyebb és legspecifikusabb alternativajat.

CELKITUZESEK

Napjainkban a viz- és ¢élelmiszer eredetli jarvanyokkal kapcsolatban a koérnyezeti
viroldgia vilagszerte egyre tobbet hallat magardl. Ugyanakkor a kdrnyezeti virologia az
elmualt 20 évben ,,néma” teriilet volt hazankban. Mivel azonban az elmult két évtizedben
ujabb és ujabb enteralisan {iriilé virusokat ismertiink meg, 1) modszerek honosodtak meg a
vizekbe keriild virusok koncentralasara, €s a molekularis virolégiai modszerek elterjedése
jelentdsen megnovelte a viruskimutatds lehetdségét, sziikségesnek éreztiik, hogy hazdnkban

Ujrainditsuk a viz-virologiai vizsgalatokat, kezdetben szennyvizek vizsgélataval.

Célul tiztiik ki:
e gyors, megbizhato, hatékony és reprodukalhaté koncentralasi és direkt molekularis
kimutatasi modszer adaptalédsat, fejlesztését,

o akozegészségiigyi szempontbol jelentds, €s a dundntili régid szennyvizeiben cirkulalo



enteralis virusok (human astrovirusok, human rotavirusok, human calicivirusok,
huméan adenovirusok) kimutatasat,

e aszennyvizmintakban talalt kiilonb6zo virusok molekularis szintl jellemzését.

e Meg akartuk tudni, hogy vajon a korhdzban apolt gyermekek korében megfigyelt
gasztroenteritiszes esetek szama jol mutatja-e az emlitett virusok valddi szerepét a
populécidban, vagy csupan a fert6zések bizonyos hanyadat észlelik az orvosok.

e Tisztazni kivantuk, hogy a fekalis coliformok ¢€s az altalunk kimutatott virusok, mint
fekalis szennyezd agensek kozott 1étezik-e a korrelacio.

e Tanulmanyozni kivantuk a szennyviztisztitdsi hatékonysagot a vizsgalt virusok

eliminéalasanak képessége szempontjabol.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Szennyvizmintak: A mintagyljtés helyszine, valamint a minta tipusa alapjan vizsgalati

idészakunkat harom periddusra osztottuk. Az elsd ciklusban (2004. aprilis és november
kozott) 35 nyers (tisztitatlan) szennyvizmintat vizsgaltunk Baranya megye 22
szennyviztelepér6l. A masodik ciklusban (2004. november és 2005. november kozott) 4
szennyviztisztitd teleprdl 36 nyers és tisztitott szennyvizminta-parban kerestiik a virusokat.
Végiil vizsgalataink 3. periodusdban, 2005. november és 2006. augusztus kozott, Baranya
megye 3 szennyviztisztito telepérdl ijabb 12 nyers-tisztitott mintapar vizsgalata tortént meg.

Koncentralés, viralis nukleinsav kivonasa: A koncentralasi médszer alapjat Minor és

mtsai. (1985) altal korabban leirt natrium-klorid—polietilén-glikol eljaras képezte. A viralis
nukleinsav kivondséara pedig a Boom ¢és mtsai. (1990) altal publikalt guanidin-tiocianat-silica
modszert hasznaltuk kisebb modositassal.

Reverz transzkripcid-polimeraz lancreakcio (RT-PCR): A virusokat standard RT-

PCR, PCR, ,,semi-nested” PCR, vagy SYBR Green alapt valos idejii (real-time) RT-PCR

modszerrel mutattuk ki.

Szekvencia vizsgalat és filogenetikai analizis: Az RT-PCR specificitasat a reakciobol

szarmaz6 amplikonok nukleotid szekvencia meghatarozasaval és filogenetikai analizisével
ellendriztiik. A filogenetikai analizishez a GenBank-ban fellelhetd szekvencidkat hasznaltuk
referenciaként. A ,nyers” szekvencidkat a GeneDoc programmal szerkesztettiik, és a
filogenetikai kapcsolatot az illesztett szekvencidk alapjan a MEGA v 2.1 programmal
készitettiik Neighbor-Joining algoritmus ¢és Kimura 2 szubsztituciés modellel, 1000

Osszehasonlitast végezve.



Belsé kontroll: Az inhibitorok jelenlétének/hidanyanak igazoldsara egy modositott

rovid viralis nukleinsav szekvenciat mértiink a mintak egy részéhez.

EREDMENYEK

Egy gyors, gazdasagos ¢és hatékony koncentralasi modszer kidolgozasahoz, illetve a
szennyvizekbOl vald viruskimutatasi kisérletekhez a human astrovirust (HAstV)
alkalmaztuk modellvirusként. A NaCl-polietilén-glicol koncentralasi modszerrel,
valamint a Boom ¢és mtsai. 4ltal leirt viralis nukleinsav extrakcioval 80%-ban nyertiik
vissza a vizmintdkhoz kiviilrél beadott (,,spiked”) HAstV-t; ezzel igazolva, hogy
modszeriink mind érzékenységében, mind fajlagossagaban alkalmazhato.

A kozegészségiigyi szempontbol fontos astro-, rota-, calici- és enteralis adenovirusok
kimutatasara végzett vizsgalatok soran az alabbi eredmények sziilettek:

Az els6 vizsgalati idészakban 35 nyers szennyvizmintabdl 15 esetben (43%)
tudtunk HAstV-t kimutatni.

A vizsgalat masodik és harmadik periddusdban 2004. november és 2006.

augusztus kozott Osszesen 48 nyers és tisztitott szennyvizminta-part vizsgaltunk 4
Baranya megyei szennyvizteleprdl. Ebben az id6szakban human astrovirusokat 52,5%-
ban, A és C csoportt rotavirusokat (RV-A, RV-C) 54,6%, illetve 97,9%-ban, mig
human calicivirusokat (HuCV) 34,2%-ban talaltunk, adenovirusokat (AdV) pedig
90,9%-ban sikeriilt kimutatnunk.
Kilenc olyan mintapart talaltunk, amelyekben csak a mintaparok tisztitott fele
tartalmazott virust. Ennek egyik lehetséges oka, hogy a tisztitott minta nem a vizsgalt
nyers minta valodi parjat képezte, mivel a nyers, illetve a tisztitott mintak gytijtése
ugyanazon a napon, ugyanabban az ordban tortént a szennyviztelepek be- ¢s kifolyo
pontjain.

A HAstV, RV-A, HuCV ¢és HAdV kornyezeti mintakban 1évé szezonalis
eloszlasa megfelelt a klinikai mintdk elemzése soran 4ltalanosan elfogadott
halmozodésnak.

A huméan RV-C torzsek elsOsorban az egyik telepen fordultak eld, és foként
2005. els6 hat honapjaban cirkuldltak, majd azokat sertés torzsek valtottak fel. Az
allati torzsek a vizsgalt id6szak alatt nem mutattak évszakos eloszlast. Erdekes modon
2006-ban nem talaltunk human torzseket, és az allati virusok koziil is inkabb a

szarvasmarha torzsek dominaltak.



Az elsé vizsgalati idészakban a PCR-t kovetd szekvencia analizissel a kordbban
klinikai mintdk vizsgéalatdbol Magyarorszagon kapott HAstV eredményekhez
hasonloan szennyvizekben is a HAstV 1-es tipusanak dominancigjat figyeltilk meg.
Egy mintaban 2-es tipustt HAstV-t is azonositottunk Magyarorszagon els6 alkalommal.

A 2. és 3. vizsgalati id6szakban a szekvencia vizsgalatok soran a HAstV 1-es,
2-es, 3-as, 4-es, 5-0s ¢s 8-as tipusat sikeriilt azonositani, amely igazolja, hogy
egyszerre tobb genotipus van jelen a lakossagban.

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 azonositottunk.

A C csoportu rotavirusok real-time PCR vizsgalatdval Osszesen a nyers
mintakban 12 human, 15 szarvasmarha és 17 sertés torzset azonositottunk.

Az els6 vizsgalati idészakban a filogenetikai analizist az altalunk talalt 11
kornyezeti torzs, referencia-, valamint klinikai mintakb6l kimutatott HAstV
szekvencidk bevonasaval végeztiik el. A filogenetikai analizis alapjan a kornyezeti
mintdkban talalt HAstV-1 torzsek a klinikai mintdkbdl izolalt megfeleld magyar
HAstV torzsekkel egylitt rendezddtek csoportba, de azoktol egyértelmiien elkiiloniiltek.
Az egyetlen talalt HAstV-2 virus genetikailag Mexikobol és Dél-Afrikabol szarmazo
torzsekhez 4llt a legkozelebb.

A 2. és 3. periddusban vizsgalt mintdkban az 1-es €s a 8-as tipusok leginkabb a
kordbban klinikai mintakbol kimutatott magyarorszagi HAstV torzsek szekvencidival
mutattak hasonlosagot. A 2-es tipusok genetikailag Mexikobol szarmazé torzsekhez
alltak a legkozelebb. A 3-as tipusi HAstV-ok egyiptomi szekvencidkkal voltak
rokonok. A 4-es tipusok Németorszagban (Drezda) kimutatott virusokhoz
hasonlitottak, ¢és a filogenetikai fan 2 jol elkiilonithetd csoportba (4a és 4b)
rendezddtek. A HAstV-5 tipusok norvégiai szekvenciakhoz alltak a legkozelebb.

A szekvenalt A csoporti rotavirusoknak harom kiilonbdzd genocsoportjat
azonositottuk. Az egyetlen talalt AU-1-szerii torzs valosziniileg macska eredetii volt,
¢s feltehetdleg zoonoOzis révén keriilt at emberbe. Két minta sertés torzseket
tartalmazott.

7 calicivirus szekvenciat tudtunk filogenetikai moddszerrel elemezni. Az 1.
genocsoportba 3, a II-ba 4 szekvencia tartozott. A szennyvizbdl kimutatott torzsek

azonban minden esetben elkiiloniltek a referencia szekvenciaktol.



e Kornyezeti mintadk vizsgéalata alapjan a Baranya megyei populacidoban az adenovirusok
jelenléte mondhaté leggyakoribbnak a vizsgalt populdcio korében (~91%), ezt koveti a
human astrovirusok €s az A csoporti rotavirusok eléfordulasa (~53-54%), legkevésbé
gyakori virusnak a human calicivirust talaltuk (~34%). Ezeket az adatokat Gsszevetve
azonos idészakban klinikai mintdk vizsgélata soran nyert virus-eléfordulasi értékekkel
megallapitottuk, hogy a szennyvizben taldlt virusok magasabb ardnyban vannak jelen
a populacioban, mint ahogy azt a klinikai minték vizsgalatabol feltételezni lehetett (pl.
a HAstV eléfordulasa klinikai anyagban csak 1,6% volt a vizsgalt idészakban). Ebbdl
arra kovetkeztettiink, hogy a Baranya megyei populacidban jelentds a tiinetszegény
vagy tlinetmentes virusfertézések szama.

e Vizsgilataink azt is aldtdmasztottdk, hogy a virusok és jelenleg a fekalis eredetli
szennyezés indikatoraiként elfogadott fekalis coliformok szama kozott az dsszefliggés
hianyzik. Sajnos ilyen iranyu bakteriologiai vizsgalatok csupan a virusokra
megvizsgalt mintak kozel 7%-anal torténtek, ezért eredményeink az adott iddszakra
nézve nem reprezentativak. A mintakbodl végzett rutin kémiai tesztek eredményeként
kapott kémiai paraméterek ¢és ionok az egyes mintdknal nem mutattak kiilonbségeket.

e Az eredmények nem teszik lehetévé a tisztitasi hatékonysadg egyértelmii
meghatdrozasat, hiszen 15 esetben csak a vizsgalt mintapar tisztitott fele bizonyult
pozitivnak, de a nyers minta nem. Informativabb adatokat a C csoporta rotavirusok
mennyiségi vizsgalatdval kaptunk. A kvantitativ vizsgalatok eredménye szerint a
tisztitasi hatékonysag a telepek kozott 60 és 97% kozott valtozott. Ezzel szemben az
altalanosan elfogadott — baktériumszam csokkenésen alapuld — tisztitasi hatékonysag
mind a négy tisztitasi technoldgia esetén azonos volt (99,5%).

Kisérleteink alapjan valdsziniinek latszik, hogy a vizsgalt telepek altal
alkalmazott kezelési eljardsokkal szemben az adenovirusok a legellenallobbak, kicsit
érzékenyebbek a C csoportil rotavirusok, amit a humén astrovirusok, majd az A

csoportu rotavirusok kovetnek. Legérzékenyebbnek a human calicivirusok bizonyultak.

A vizsgéalatunkban hasznalt molekularis technika kétségtelen hatrdnya, hogy nem

tudtunk a fert6z0 és a nem fertdz6 virusok kozott kiilonbséget tenni.

OSSZEFOGLALAS, AZ UJ EREDMENYEK BEMUTATASA
Husz év utan sikeriilt Ujra hazankban viz-viroldgiai vizsgalatokat végezni, és az

alkalmazott modszerekkel igazolni, hogy az uUjonnan megismert enteralis virusok is



kimutathatok a szennyvizbdl. El6zetes eredményeink alapjan megfogalmazhatd, hogy ezek a
virusok a legtobb esetben tlinetmentes, vagy enyhe tiineteket okozé infekciokbol iiriilnek a
kornyezetbe, genetikailag heterogén populaciot képeznek, és a kezelt szennyvizekben még az
alkalmazott szennyviztisztitasi eljarasok utan is jelen lehetnek. Kimondhato, hogy a jelenleg
alkalmazott bioldgiai vizszennyezettségi indikatorok nem alkalmasak a virus-kontamindcio
jelzésére, tovabba leginkdbb az adenovirusok johetnek szoba a vizek virustartalmanak
jelzésére.

Vizsgalatainkkal, reményeink szerint, Ujraindulhatnak hazdnkban a viz-virologiai,
kornyezet-viroldgiai kutatdsok, eldsegitve kornyezetiink virus-szennyezettségének jobb

megismerését, €s e szennyezettség csokkentéséhez sziikséges intézkedések megalapozasat.

A célkitiizések tiikrében a kovetkezo 1) felismerések sziilettek:

e Magyarorszagon sikeriilt Gjrainditani a szennyvizbdl torténd viruskimutatasokat.

e Egy gyors, hatékony, megbizhatd koncentraldsi és direkt molekuldris kimutatasi
modszert sikerlilt adaptidlni és optimalizalni, amely a szennyvizbdl torténd
viruskimutatést lehetévé teszi.

e Hazénkban elsd alkalommal hasznaltunk molekuldris modszereket szennyvizbdl
torténd viruskimutatésra.

e Els6 alkalommal vizsgaltunk Magyarorszdgon nyers-tisztitott szennyvizminta parokat.

e Fls6 alkalommal mutattunk ki astrovirusokat, rotavirusokat, adenovirusokat és
calicivirusokat kdrnyezeti mintdkbol Magyarorszagon.

e Megallapitottuk, hogy a korhézi eléforduldsnal minden valosziniiség szerint magasabb
aranyban vannak jelen az astro-, rota-, calici- €s adenovirusok a vizsgalt populécioban.
Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy jelentds a tiinetszegény, vagy tiinetmentes fertézések
szama, tehat a hasmenéses esetek nem tiikrozik a vizsgalt virusoknak a populaciéban
betoltott valodi szerepét, s csupan a fertdzések bizonyos hdnyada észlelt az orvosok
altal.

e A polimeraz lancreakciot gatlo inhibitorok jelenlétének kimutatasara egy belsd viralis
nukleinsav kontrollt alkottunk meg.

e Bizonyitottuk, hogy a viruskimutatdsra optimalizalt rendszeriink hatékonyan tavolitja
el az inhibitorokat a szennyvizmintdkbol.

e Alatamasztottuk, hogy a virusok és jelenleg a fekalis eredetli szennyezés indikatorai

(fekalis coliformok szama) kozott nincs Osszefiiggés. Bizonyitottuk, hogy a virusok



jelentés része a coliform vagy mas enteropatogén baktériumoknal ellendllobb a
viztisztitasi eljarasokkal szemben. Ezért a rutin vizmindsitéssel kifogasmentesnek itélt
vizek is tartalmazhatnak enteralis virusokat.

e A szennyviztisztitdsi hatékonysag pontosan nem volt meghatarozhatd, hiszen tobb
mintaparndl csupdn a tisztitott minta bizonyult pozitivnak egy adott virusra. Mégis
alatamasztottuk, hogy — hasonldan a kiilf6ldon végzett tanulmanyok eredményeihez — a
mai szennyvizkezelési és fert6tlenitési eljardsok hazankban sem elég hatékonyak a
virusok szennyvizbdl valo eltavolitasara.

e FElso alkalommal végeztiink molekularis modszerekkel mennyiségi vizsgalatokat. Ennek
eredményei arra engednek kovetkeztetni, hogy a magyarorszagi szennyvizek az
enterdlis virusfertdzések lehetséges forrasai lehetnek.

e Megallapitottuk, hogy a szennyvizekben kimutatott virustdrzsek genotipusa eltér a
klinikai mintdkban talalt torzsekétdl. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a szennyvizben
talalt torzsek talan a klinikailag tiinetszegény esetekbdl keriilnek ki, vagy esetleg az
egy¢eb tipusoknal ellenallobbak a kiilonbdz6 kornyezeti faktorokkal szemben.

e Megallapitottuk, hogy egyszerre tobb HAstV, RV-A, RV-C, illetve HuCV genotipus
volt jelen a Baranya megyei lakossagban a vizsgalt id6szakban.

e Hazankban el6szor sikertilt 2-es tipusu astrovirust azonositani.

e Megallapitottuk, hogy a vizsgalt virusok szezondlis eloszlasa jol tiikkrozte a jarvanyok,
illetve a klinikai esetek szamanak halmozodasat.

e Sikeriilt allati torzseket is azonositani, illetve hazankban el6szOr vetettikk fel a C
csoportu rotavirusok esetében a zoonozis lehetséges szerepét a fertdzés terjedésében.

e FEredményeink alapjan kijelenthetd, hogy a vizsgalt virusok endémidsan fordulnak eld

Baranya megyében.
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