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Bevezetés

A XIX. szazad kozepére vilagossa valt, hogy szamos korokoz6 képes viz kozvetitésével
terjedni. A jarvany terjedésének megakadalyozasahoz, valamint a tovabbi jarvanyok
kialakulasanak elkertilés¢hez elengedhetetlen a fert6zd forras azonositasa. Ehhez a klasszikus
epidemioldgiai moddszerek (a megbetegedettek kikérdezése, a jarvany dinamikéajanak
vizsgélata) mellett a mikrobioldgiai vizsgalatok is segitséget nytjtanak: a korokozo kimutatasa
kornyezeti kozegbdl dontd bizonyitéknak szamit. Ennek vizsgélata a konnyebben tenyészthetd
bakterialis korokozok esetében mar régota fennallo gyakorlat, a nukleinsav alapu kimutatés és
az uj koncentrald modszerek azonban a virusok esetében is attorést hoztak.

Bar a fejlett ivoviz- és szennyvizkezelés miatt hazdnkban a viz eredetli fert6zo
megbetegedések visszaszoruldoban vannak, jelentdségilik most sem elhanyagolhato. Kiilondsen
extrém iddjarasi koriilmények vagy alternativ ivovizforrasok hasznélata esetén tovabbra is
fennall a fertézések kockazata, emellett a nem megfeleléen kezelt medencés fiirdok, vagy a
szennyezésnek kitett természetes flirddvizek is kockéazatot jelenthetnek.

A szennyvizben kimutathat6 korokozok azonban nem csak egészségkockazatot jelentenek:
jelenlétiik kimutatasdval, vagy mennyiségiilk nyomon kovetésével a lakossag egészségi
allapotardl is fontos informéciokhoz juthatunk. A SARS-CoV-2 minél gyorsabb és pontosabb
nyomon kovetése a szennyvizben a COVID-19 jarvany alatt kiemelt jelentdségli lett.

Bar a SARS-CoV-2 léguti korokozo, széklettel is iiriil. Tilinetes és tiinetmentes személyek
mar a fert6zés kezdeti szakaszatol iiritik a virust, igy az a szennyvizbdl mar azel6tt kimutathato
lehet, hogy az 0j fertdzottek az egészségiigyi ellatorendszerben megjelennének. 2020 elsd
felétd]l emiatt szamos kutatocsoport kezdett szennyvizbdl torténd SARS-CoV-2 kimutatassal
foglalkozni, tobbségiik szoros 0sszefiiggést talalt az igazolt megbetegedésekkel.

2020 masodik felétél a SARS-CoV-2 ujabb, a kordbbiaknal gyorsabban terjedd, sulyosabb
megbetegedést okozd vagy eltérd terapiat igényld variansai keriiltek a figyelem kdzéppontjaba.
A megbetegedések szamanak nyomon kdvetése és eldrejelzése mellett a varidnsok jelenlétének

kimutatasa is kiemelt céljava valt a szennyvizvizsgalatoknak.

Célkitazések
A vizsgalatok soran célkitlizéseim a kovetkezok voltak:

e Modszerek optimalizaldsa virusok ivovizbdl, felszini vizbdl és szennyvizbdl torténd

kimutatdsara



e Virusok kimutatdsa vizbdl, mint feltételezett terjesztd kozegbdl enteralis vizjarvanyok
esetén
e Ezzel az Gjabb megbetegedések kockazatanak csokkentése
e Modszerfejlesztés az 1) koronavirus (SARS-CoV-2) szennyvizbdl torténd kimutatasara
o Biztonsagosan elérhetd és a sziikséges ateresztOképességre optimalizalhatd
viruskoncentralasi médszer kidolgozasa
o Elérhetd és hatékony nukleinsav-kivonasi modszer beallitasa
e A szennyvizbdl torténd SARS-CoV-2 kimutatas eredmények jarvanyligyi
hasznosithatosaganak vizsgalata
o Az adatfeldolgozdsi modszer optimalizalasa annak érdekében, hogy
megbizhato és egyenletes mindségii adatokat nyerjiink a COVID-19 esetszam
alakuldsanak becsléséhez
o Az egyes varosok eredményeinek Osszefiiggésének vizsgalata a COVID-19
esetszamokkal, az eldrejelz6 képesség meghatarozasa
o Az eredmények orszagos atlaganak Osszefliggése a COVID-19
esetszamokkal (beleértve a korhazi kezelésre szorulok szamat), eldrejelzo
képesség vizsgalata
e A szennyviz adatok eldrejelzé képességének 0sszehasonlitaisa a COVID-19 pandémia
kiilonb6z6 hulldmaiban
e A SARS-CoV-2 jarvanyiigyi szempontbol jelentds varidnsainak vizsgalata
szennyvizbol
o Gyors ¢s hatékony vizsgalati mdodszer beallitasa

o Az eredmények Osszevetése a klinikai adatokkal

Anyag és modszer
Enteralis eredetli jarvanyok vizsgalata céljabol négy esetben tortént mintavétel a vizsgalt
1ddszakban:
e Egy alfoldi, kis kiterjedésti tobol calicivirus-jarvany miatt, a mintavétel 2015. 07. 13-
an tortént. (Tol)
e Harom, kérhaz kozelében talalhatod gyogyviz kutbol (K1, K2, K3) calicivirus-jarvany
miatt 2016. 07. 18-an tértént mintavétel.
e Egy csaldd magankutjabol 2016. 07. 26-an (K4) vettek mintat hepatitis A

halmozodas kivizsgalasara.



e FEgy medencés fiirdd két medencéjébol (M1, M2) 2017.02.15-én érkezett minta
calicivirus-jarvany kivizsgéalasara

A laboratoriumba beérkezé mintakat tejporos flokkulacid modszerével koncentraltuk, majd
a nukleinsav tisztitdsa utan taxon-specifikus PCR-el ¢és agar6z gélelektroforézissel detektaltuk
a vizsgalt korokozo6 jelenlétét. A feldolgozasi folyamat ellendrzésére minden mintasorozattal
egylitt egy pozitiv és egy negativ kontroll minta feldolgozasa is megtortént.

A szennyvizbdl torténd SARS-CoV-2 kimutatashoz Budapesten, valamint az orszag minden
megyeszékhelyén hetente vettiink mintat 2020. julius elejétdl. 2020 augusztusatol emellett
n¢hany Budapest kornyéki telepiilés mintdjat is heti rendszerességgel vizsgaltuk, 2021
oktoberétdl pedig a legnagyobb varosokbol heti kétszer tortént mintavétel. Az adatokat 2021.
oktober végéig dolgoztam fel, emellett az egyes jarvanyhulldmok Osszehasonlitasahoz az
orszagos Osszesitett adatsort 2021 decemberéig kiegészitettem.

Mivel munkacsoportunk korabban kizarolag burok nélkiili virusok koncentralasahoz
rendelkezett modszerrel, a szennyvizbdl torténdé SARS-CoV-2 kimutatashoz szamos
koncentralasi médszert Osszehasonlitottunk (tejporos flokkulacio, ultrasziirés kereskedelmi
forgalomban kaphaté membranokal, ultrasziirés egyedileg gyartott lapmembrannal,
elektronnegativ membranon torténd koncentralas, virusvisszanyerés a szennyviz iiledékbol,
egyéb kereskedelmi forgalomban kaphato rendszerek). A vizsgalatok kezdetén a nukleinsav-
kivono6 kitek elérhetOsége is korlatozott volt, emiatt két altalanos (pl. vérsavohoz ajanlott) és
két széklethez, illetve talajhoz valo kitet is teszteltiink. A SARS-CoV-2 mennyiségi kimutatasa
RT-qPCR reakcioval tortént, a CDC altal ajanlott N1 primer szett segitségével.

Mivel a szennyviz mindsége jelentds ingadozast mutathat, ezért a higulas mértékét fekal
indikator (fekalis Enterococcusok) mennyiségi meghatarozasaval, illetve a szennyviztelepre
beérkez6 napi szennyviz térfogat bekérésével kovettiik.

A megbetegedések szamrol a Nemzeti Népegészségligyi Kozpont altal miikodtetett
Jarvanyligyi Szakrendszer (OSZIR — Orszagos Szakmai Informécids rendszer) adatbazisabol
szereztiink informaciot (telepiilés szintli bontasban), mig a korhdzban kezeltek szdmardl az
Operativ Torzs hivatalos jelentéseibdl (orszagos Osszesitésben).

Az eredmények statisztikai értékeléséhez Microsoft Excelt (verzio: 2110) és TIBCO
Statistica szoftvert (verzio:14.0.0.15) hasznaltunk. A modszerek 6sszehasonlitd értékeléséhez
kétmintas parositott t-probat, mig a szennyviz SARS-CoV-2 koncentracidinak é¢s a COVID-19
esetszamok Osszefiiggéseinek vizsgalatdhoz linedris regresszidt és Almon-féle polinomialis

eloszlast késleltetés modellt alkalmaztunk.



Eredmények és értékelésiik
1. A vizzel terjedd korokozo virusok (calicivirusok, hepatitis A) kimutatdsa nem minden
esetben adott egyértelmii eredményt. A calicivirus-jarvany miatt vizsgalt alfoldi t6 esetében
PCR termék nem keletkezett, igy feltételezhetd, hogy a mas kozeg kozvetitette a fertézést. A
medencék esetében keletkezett ugyan PCR termék a calicivirus kimutatds soran, azonban nem
pontosan a vart hosszisigban. Ebben az esetben a kétes laboratoriumi eredmény, valamint az
egyértelmii epidemioldgiai bizonyitékok hidnya miatt sem megerdsiteni, sem kizarni nem lehet
az esetek viz eredetét. A gyogyviz kutak esetében PCR termék képzddott a calicivirus vizsgalat
soran, harombol két minta esetében a minta tizszeres higitasa esetében is. Itt az epidemiologiai
bizonyitékok mellett a viruskimutatds alapjan is megallapithatd, hogy a fertézések forrasa
minden bizonnyal a gyogyviz kut volt. A csaladi hepatitis A halmozddas esetében a vizsgalat
nem erdsitette meg a viz eredetet, feltételezhetd, hogy mas tton adtak at egymasnak a
csaladtagok a fert6zést.
2. A vizzel terjedd korokozo virusok kimutatdsa kornyezeti kdozegbdl fontos mddszer a
jarvany eredetének tisztdzasaban, ezért a vizsgalatok tovabbi fejlesztése sziikséges, elsdsorban
a kvantitativ meghatarozas iranyaba.
3. A szennyvizbdl torténd SARS-CoV-2 kimutatdsi modszer fejlesztése soran szdmos
viruskoncentralasi és nukleinsav-kivonasi modszer kiprobalasra keriilt. A munkacsoport altal a
burok nélkiili enteralis virusokra kordbban alkalmazott tejporos flokkulacid6 médszer a burkos
SARS-CoV-2-re nem bizonyult megfelelének. Csupan két parhuzamos mérés késziilt ezzel a
modszerrel, ezek esetében 0,8, illetve 12% visszanyerést mértiink az azonos mennyiségl,
koncentralds utan inokulalt kontroll mintahoz képest. A legjobb eredményeket az ultrasziiréses
modszerekkel értiikk el, a kereskedelmi forgalomban kaphat6 Centriprep (Merck KGaA,
Darmstadt, Németorszag) ¢s a SUEZ WTS (Tatabanya, Magyarorszag) altal biztositott egyedi
gyartasu lapmembran hasonloan jo (80, illetve 96%) visszanyerést mértiink. A berendezések
beszerezhetdségében, illetve a feldolgozashoz sziikséges munkamennyiségben azonban
jelentds eltérések jelentkeztek a lapmembran javara.
Az eletronnegativ membrannal torténd koncentralas €s a pelletbdl torténd virusvisszanyerés
konnyen kivitelezhetd és gyors moédszereknek bizonyultak, azonban az akkor mar rutin
modszernél alkalmazott membran ultrasziirésnél 1ényegesen alacsonyabb eredményeket adtak
valos mintdk koncentralasa esetén. A kereskedelmi forgalomban kaphat6 viruskoncentralo kit
a mintak tobbségénél (12/18) az ultraszliréses modszerhez hasonld eredményeket adott, 6 minta

esetében azonban nagysagrendnyi kiillonbségek jelentkeztek. A hosszu tavi hozzaférhetdség, a



visszanyerés ¢€s a laboratoriumi folyamatok optimalizdldsa miatt viruskoncentralasi
modszernek a lapmembrannal torténd ultrasziirést valasztottuk.

A nukleinsav-kivonasi moddszer kivalasztdsa elsdsorban azért jelentett kihivast, mert a
vizsgalatok kezdetén ezek a kitek is nehezen beszerezhetonek szamitottak. Két altalanos (pl.
vérsavohoz) €s két széklethez, illetve talajhoz javasolt kitet teszteltiink a vizsgalatok soran.
Annak ellenére, hogy a széklethez, illetve talajhoz ajanlott kitek elméletileg jobb inhibitor-
eltavolitasi hatasfokkal rendelkeznek, az Osszehasonlitas soran az altalanos kiteknél
alacsonyabb visszanyerést mutattak, emellett a mintadk feldolgozasdhoz sziikséges id6 is joval
hosszabb. Emiatt a tovabbi vizsgalatokhoz az egyik altalanos kitet (Viral Mini kit, Qiagen,
Hilden, Németorszag) hasznaltuk.

A modszerbedllitds soran sikeriilt folyamatosan hozzaférhetd és nagy mintaszdmon is
alkalmazhat6é moddszert kidolgozni. A valasztott ultraszliréses modszer megfeleld
visszanyeréssel (96%) és érzékenységgel (elvi alsé méréshatar: 1710 GC/L) rendelkezik, amely
lehetdvé teszti az eredmények jarvanyiigyi hasznositésat.

4. A szennyvizben mért SARS-CoV-2 koncentracio €s a klinikai esetszamok Osszevetésére
a 2020 juliusa és 2021 oktobere kozotti idoszakot valasztottam, ebben az idészakban 1738
minta vizsgalata tortént meg. Emellett a negyedik hulldm pontosabb értékelése érdekében
tovabbi masfél honapnyi adatsort felhasznaltam (orszagos atlag alakulasa dsszesen 209 minta
alapjan).

a. Mivel az egyes eredmények a mintavétel pontatlansaga (kiilondsen pontmintak esetén)
anem egyenletes kibocsatas és a mérés soran fellépd szords miatt ingadozast mutathatnak, ezért
elsd 1épésként sziikség volt egy olyan adatfeldolgozasi modszer kidolgozasara, ami csokkenti
ezeket a torzitdsokat. A szennyviz nem egyenletes mindségének és higuldsdnak hatasat az
adatok normalizalasaval (a napi szennyviz mennyiség figyelembevétele, illetve a fekalia
tartalom alapjan a fekalis Enterococcusok mennyiségének meghatarozasaval) igyekeztiink
csokkenteni. A mintavételbdl, illetve a mérésbol fakadd bizonytalansagok hatasat 3 pontos
mozgoatlag alkalmazasaval mérsékeltiik. Ezutan megvizsgaltuk a kiilonb6zé modszerekkel
feldolgozott szennyviz SARS-CoV-2 genomkopiaszamok, illetve az adott szennyviztisztitd
A szennyviz adatok a legerdsebb Osszefiiggést a logaritmikusan transzformalt, fekalis
Enterococcus csiraszdmra normalizalt adatok 3 pontos mozgoatlagaval adta.

nagyvarosban erds 0sszefiiggést mutatnak az 0j és aktiv COVID-19 esetszamokkal. Pearson-

korrelaciot vizsgalva az 12=0,75 — 0,42; 0,5 alatti érték minddssze harom varosban figyelhetd



meg. Az Osszefliggés minden esetben szignifikans (p<0,05). Az egyes megyeszékhelyek
eredményei kozott azonban jelentds kiilonbségek is tapasztalhatdoak. Az eltérés okait keresve
azt talaltuk, hogy az automata atlag mintavételt alkalmaz6 szennyviztisztitok mindegyike
viszonylag jo eredményt adott (Pearson-korrelacio, 1*=0,75 — 0,58). Azonban a pontmintavételt
alkalmaz6 szennyviztelepek kozott is talalunk hasonldan jo 0sszefiiggést, a 15 pontmintavételt
alkalmazo telep koziil 10 esetben a korrelacio a fenti tartomanyba esik. A vizsgalt
megyeszékhelyek, illetve szennyviztelepek egyéb jellemzoit dsszehasonlitva a lakossagszam
hatasat kizartuk, mivel a legnagyobb varosok koziil is talalunk olyat, ahol az eredmény kevéssé
megbizhatd (pl. Debrecen esetében). Felmeriilt annak a lehetdsége, hogy az eredményt a
mintavétel pontos helye is befolydsolhatja, azonban az lizemeltetdkkel folytatott egyeztetés
alapjan mindenhol ugyanazt a pontot, a durvaracs utdni nyers szennyvizet mintaztak. Feltehetd,
hogy az eltéréseket gatlo anyagok jelenléte, idOszakos ipari szennyezés, vagy mas hatas
okozhatja, ennek felderitéséhez azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

b. A szennyvizek SARS-CoV-2 kopiaszdma ¢és a klinikai adatok kozotti iddébeli
Osszefiiggés vizsgalatira Almon-féle polinomialis eloszlasu késleltetés modellt alkalmaztunk.
A modellel meghatarozhato, hogy a kiilonb6zo késleltetési idok milyen hatassal vannak a fiiggd
valtozora. Az orszagos atlagot tekintve a szennyviz eredmények az 01 esetek szdmaval egy, mig
a korhazi esetszamokkal két hetes eltolassal mutatjak a leger0sebb 0sszefiiggést (1. abra). Az
egyes varosokban csak az 0j esetek szamarol alltak rendelkezésre pontos adatok, az dsszefliggés
a legtobb varos esetében itt is egy hetes eltolassal volt a legerdsebb, bar sok esetben a két hetes
eltolas is hasonloan erds 0sszefiiggést mutatott.

c. A pandémia hazai masodik, harmadik és negyedik hulldmat tekintve a szennyviz
eredmények ¢és a klinikai adatok kozotti Osszefliggést szdmos tényezd befolydsolta. A
fertdzottek atlagos életkora féleg a masodik hulldm felfut6 szakaszaban jelentdsen alacsonyabb
volt, mint a késObbiekben. A fiatal fertdzottek korében gyakoribb a tiinetmentes vagy enyhe
tiinetes megbetegedés, igy altaldban aluldiagnosztizaltak. A dominans SARS-CoV-2 varidns
tulajdonsagai mind az egy fertdzottre jutd atlagos virusiiritést, mind a fertdzés sulyossagat
képes befolyasolni, ami szintén hatassal van a regisztralt fert6zottek szama és a szennyviz
eredmények kozti 6sszefiiggésre. A tesztelési stratégia szintén sokat valtozott a vizsgalt masfeél
¢v alatt. Mig 2020 Oszén a vizsgalatokat az érzékeny, de laboratoriumi feldolgozast igényld,
igy hosszadalmas PCR teszttel végezték, addig 2021 elsé felétdl kezdve fokozatosan nétt a
joval gyorsabb eredményt add antigén-gyorstesztek aranya, ami jelentdsen rovidithette a
tiinetek megjelenése és a diagnodzis elkésziilte kozti id6t. Az atoltottsdg a harmadik hullam

végére elérte a 60%-t, ami mérsékelte a jarvany terjedését és csokkentette az esetleges



fertézottek tiineteit. A szennyviz SARS-CoV-2 koépiaszamok orszagos atlaga és az 11j, valamint
korhazi kezelést igényld COVID-19 esetszamok kozotti dsszefliggést vizsgalva azonban azt
talaltuk, hogy a harom vizsgalt jarvanyhullam esetében trendszerti eltolodas nem figyelhetd

meg az eldrejelzd képességben.
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1. abra: Szennyviz SARS-CoV-2 eredmények lakossagaranyos silyozott atlaga (Enterococcusra normalizilva, 3
pontos simitast alkalmazva), valamint az j és kérhazi kezelést igénylé COVID-19 esetszam alakulasa 2020. 08. 01. és
2021. 10. 31. kozott

d. Annak ellenére, hogy a szennyviz és a human adatok hasonl6d id6kozokkel kovették
egymast az egyes jarvanyhullamokban, a szennyvizek azonos SARS-CoV-2 koépiaszdmahoz a
kiilonboz6 jarvanyhullamokban jelentésen kiilonboz6 ismert esetszam értékek tartoztak. gy a
szennyviz eredmények onmagukban sem az 1j fertézottek, sem a kérhazi kezelésre szorulok
pontos szdmanak meghatarozasara nem elégségesek, mivel ezeket a mutatokat a jarvany egyéb
tényezdi (pl. a megbetegedettek atlagéletkora, a jellemzd virusvaridnsok ¢és a lakossag
immunitasa) is jelentdsen modositjak.

5. A kering6 virusvariansok azonositasait ddPCR modszerrel végeztiik a szennyvizbdl. A
madszer eldnye, hogy gyors, szamszerii eredményeket ad a vizsgalt variansok legjellemzdbb
mutacidirdl. A vizsgalatokat az alfa varians esetében végeztiik el, a budapesti mintak esetében
2020. december elejétdl, mig a tobbi megyeszékhely esetében 2021. januar kozepétdl 2021.
marcius kozepéig (az els6 ismert hazai esetet 202 1. januar kézepén azonositottak). A 2020-ban
vett mintdk egy része gyengén pozitivnak bizonyult a vizsgdlt muticiokra (N501Y és

delH69/V70), azonban ezek a mutaciok mas leszarmazasi vonalakban is megtalalhatoak



lehetnek, igy nem tekinthetdek egyértelmii bizonyitéknak az alfa varidns eléfordulasara. 2021
januarjatol kezddédden az eredmények szoros korrelacidt mutattak a varidnsok klinikai
mintdkban megfigyelt ardnyaval (Pearson-korrelacio, R=0,921, p<0,05; 2. abra). A ddPCR
modszer hatranya azonban, hogy csak ismert mutacidk kimutatasara alkalmas €s az ujabb
variansok kimutatdsdhoz az uj, jellemzé mutaciok kimutatisara tervezett oligonukleotidok
kellenek; ezek beszerzése pedig iddigényes. A varidnsok azonositasanak legmegbizhatobb
modszere az ujgeneracids szekvenalds, ez azonban komplex kornyezeti mintdk esetében

tovabbi modszerfejlesztést igényel.
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2. abra: Két mutaciéo (NS01Y és del H69/V70) jelenléte alapjan feltételezhet6 SARS-CoV-2 alfa varians
elofordulasanak valtozasa 2021. 4. és 11. hete kozott (januar kozepe — marcius masodik fele) a szennyviz mintakban és
az NNK COVID laboratérium altal vizsgalt klinikai mintakban

6. A gyakorlati hasznositdsa szempontjabol elengedhetetlen a szennyviz SARS-CoV-2
eredmények hatékony kommunikacioja a dontéshozok és a lakossag felé. A hazai adatokat
elsésorban az egészségiigyi ellatérendszer varhato terhelésének elérejelzésére hasznaltuk, a heti
két adatkozlés a pandémia sulyosabb hullamaiban rendkiviil fontos informécidonak szamitott. A
nyilvanos kommunikécio széles kozonséghez eljutott, a sajtoban is gyakran idézték, igy fontos

szerepet jatszott a lakossag figyelmének felkeltésében.
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