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1. Roviditések jegyzeke
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angiotenzin-konvertalo enzim (angiotensin-converting enzyme)
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az Amerikai Egyesiilt Allamok jarvanyiigyi hat6saga (Centers for
Disease Control and Prevantion)

koronavirusos megbetegedés 2019 (coronaviral disease 2019)

a fluoreszcencia kiiszobértéke (cycle treshold)

digitalis cseppecske polimeraz lancreakcié (digital droplet polimerase
chain reaction)

dezoxi-ribonukleinsav

burok (envelope)

genom kopia (genime copy)

haemagglutinin 1 és neuraminidaz 1 szerotipus (influenza)
hepatitis A virus

kilobazis

kozel-keleti 1égzdszervi szindroma koronavirus (Middle East Respiratory

Syndrome Coronavirus)

legval6sziniibb szdm (most probable number)

nukleokapszid

Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont

polimeréz lancreakcid (polimerase chain reaction)

polietilén-glikol

a paprika enyhe foltosodéasat okozo virus (pepper mild mottle virus)
kvantitativ polimeraz lancreakci6 (quantitative polimerase chain
reaction)

ribonukleinsav (ribonucleic acid)

reverz transzkripcio és polimerdz lancreakcio (reverse transcription,
polimerase chain reaction)

tiiske fehérje (spike)

sulyos 1égzdszervi tiinet egyiittest okozo koronavirus 2 (severe acut
respiratory sindrome coronavirus 2)

virus transzport médium

aggodalomra okot ad6 varidnsok (variants of concern)

érdeklédésre szamot tartdvariansok (variants of interest)
megfigyelés alatt 4116 varidnsok (variants under monitoring)
Egészségligyi Vilagszervezet (World Health Organisation)



2. Bevezetés

A jarvanyok mar a kezdetektdl végigkisérték az emberi torténelmet, az egyre fejlettebb
tarsadalmakban, nagyobb népesség egyiittélésével pedig fokozodod problémat jelentenek.
Egy helyi jarvany (pl. az ivovizhaldzat szennyezddése révén) is akar millids populaciot
¢rinthet, mig a kozelmultban megtapasztalhattuk, hogy a globalizacié kovetkeztében egy 10j
koérokozo nagyon hamar, minddssze egy-két honap alatt képes vilagjarvanyt okozni.

A XIX. szédzad kozepére vildgossa valt, hogy szdmos kérokozo képes viz kozvetitésével
terjedni. A jarvany terjedésének megakadéalyozasahoz, valamint a tovabbi jarvanyok
kialakulasanak elkeriiléséhez elengedhetetlen a fert6z6 forrds azonositdsa. Ehhez a
klasszikus epidemiologiai moddszerek (a megbetegedettek kikérdezése, a jarvany
dinamikéjanak vizsgalata) mellett mar a mikrobioldgiai vizsgalatok is segitséget nydjtanak:
a kérokozo kimutatasa a kornyezeti kdzegbdl dontd bizonyitéknak szamit. Kordbban ez a
virusok esetében az alacsony kornyezeti koncentracido és a tenyésztés nehézségei miatt
komoly kihivast jelentett, az elsé moddszerek akar tobb ezer liternyi minta feldolgozasat
igényelték. A vizekbdl torténd viruskimutatas igy nem tudott a napi jarvanyiigyi munkaban
alkalmazott gyakorlattd vallni; megmaradt néhdny mintara kiterjedé alapkutatasnak. A
molekuléris bioldgiai moddszerek megjelenése azonban ezen a téren is robbandsszerl
fejlédést inditott be, hiszen nagyon érzékeny és specifikus kimutatast tesznek lehetove,
jelentds hattérszennyezettség mellett is. A nukleinsav-alapu kimutatasi modszerek fejlédése
mellett a masik fontos tényezd a viruskoncentralasi modszerek fejlodése. Utdobbi dontd
jelentésségét az adja, hogy a virusok tobbsége esetén alacsony fert6zési dozissal kell
szamolni, igy mar kevés viruspartikulum jelenléte is jelentOséggel bir. Az utdbbi
évtizedekben szamos modszer kidolgozasra keriilt, igy lehetdség van az adott viztipushoz,
kérokozohoz és laboratoriumi igényekhez legjobban megfeleld modszer kivalasztasara.

A ma elérhetd, korszerii vizsgalati modszerek segitségével a kornyezeti vizekbdl torténd
viruskimutatas mar a jarvanyiigyi munka részévé valhat, egy esetleges jarvany gyanuja
esetében lehetdség van a fertdzéforras gyors azonositasara.

A fejlett vilagban ugyan a viz eredetli megbetegedések a fejlett ivovizellatds, a
szennyvizkezelés egyre szélesebb korli terjedése és a rekredcios célokat szolgadlod vizek
lehetdség szerinti kezelése kovetkeztében egyre ritkdbban fordulnak eld, jelentdségiik
azonban igy sem elhanyagolhatd. Hazankban az utébbi években is tobb olyan esetrdl szerzett

tudomast a népegészségligyi hatdsag, ahol felmeriilt a viz, mint terjesztd kozeg szerepe.



Ilyen esetekben a jarvanyligyi kivizsgalas részét képezi a potencialis fertézoforrast jelentd
viz vizsgalata a megbetegedésekért felelds korokozo(k)ra.

Egy jarvany esetében azonban akkor is hasznos lehet a viz vizsgalata, ha nem
elsédlegesen viz altal kozvetitett fertdzés felderitésérdl van sz6. A kommunalis szennyviz
minden, a szennyviztelep altal ellatott tertileten €16 lakos mintéjat 6sszegytjti, igy barmilyen
széklettel, vizelettel vagy egyéb modon a csatorndba keriilé korokozo (vagy kémiai agens)
eléfordulasarol képet kaphatunk a szennyviz vizsgalataval. A mddszer elénye, hogy kevés
minta vizsgalataval nagyszamu populdciordl kaphatunk reprezentativ képet, a mintavétel
aranylag konnyen megszervezhetd, és nem torzitjak olyan hatasok, mint pl. az egészségiigyi
ellatorendszer fejlettsége az adott teriileten vagy a lakossag részvételi hajlandosaga a klinikai
diagnosztikai vizsgalatokban.

A 2019-ben kezdédott COVID-19 vilagjarvany régota nem latott kihivasok elé allitotta
az egészségligyet. A jarvanyiigyi korlatozasok elrendezéséhez vagy lazitasdhoz, illetve az
egészségligyi kapacitasok tervezéséhez sziikséges volt a megbetegedésszamok pontos
elérejelzése. A matematikai modellek ugyan hosszutavi eldrejelzésekre is alkalmasak
lehetnek, megbizhatosaguk azonban — kiilondsen a jarvany kezdetén — a hianyos informaciok
miatt limitalt volt. A szennyviz alapu epidemioldgia rovidebb tavu, de pontosabb, mérés
alapu eldrejelzést képes nyljtani az esetszam alakulasarol. Bevezetése ezért hazankban is
sziikséges volt, eredményei pedig szinte azonnal felhasznalasra keriilhettek a jarvanytigyi
intézkedésekben.

2020. masodik felétdl a SARS-CoV-2 1j, aggodalomra okot ad6 variansai keriiltek a
figyelem kozéppontjaba, mivel a jarvany jabb hulldmai ekkor mar elsdsorban az ijabb
variansok felbukkanasahoz kotédtek. Az 0j fertdzottek azonositasa jelentds szervezést
igényel, a keringd virusvaridnsok nyomon kdvetése azonban ennél is nagyobb kihivast
jelent, a szennyviz alapu epidemioldgia azonban az 1j variansok kimutatdsaban is
segitségére lehet a jarvanyligynek.

A megfelelden szervezett és kivitelezett szennyviz alapt epidemioldgiai vizsgalatok része
az eredmények hatékony és gyors kozlése a jarvanyiigyi hatosaggal és a lakossaggal. Igy a
keletkezett adatok hozzéjarulhatnak a jarvanyiigyi dontések meghozataldhoz, valamint a
lakosséag tudatossaga is novelheto.

Doktori dolgozatom fokuszaban olyan vizsgalati mdodszerek kidolgozésa és alkalmazasa
all, amelyek segitségével kiilonb6z6 korokozo virusok mutathatdak ki vizes kdzegbdl (ivo-
flird6- vagy szennyvizbdl) jarvanyok felderitése vagy terjedési dinamikajuk jellemzése

céljabol.



3. Irodalmi attekintés

3.1 Vizzel terjed6 korokozoé virusok

Az emberiség torténetének nagy részében a széklet-sz4j utjan terjedod fertézések rendkiviil
sulyos problémat jelentettek. A fejlédd orszagokban tobb mint 770 millié ember tovabbra
sem jut megfeleld, biztonsagos ivovizhez, a viz altal terjesztett fertézésekrdl pedig még a
fejlett orszdgokban sem felejtkezhetiink el teljesen (World Health Organization és United
Nations Children’s Fund (UNICEF) 2021).

Az Europai Jarvanyligyi Kozpont (ECDC) definicidja szerint vizjarvanyrol beszélhetiink,
ha két vagy tobb személy azonos forrdsbol szarmazé ivoviz elfogyasztasat vagy azonos
vizzel (pl. rekredcid vagy munkavégzés kozben) érintkezve betegedik meg. Akkor is
vizjarvanyra van gyanu, ha a meghatarozott tiinetekkel jelentkezo esetek szdma meghaladja
az adott helyen és idészakban varhatdt €s a megbetegedések viz eredetli expozicioval
Osszefliggésbe hozhatok. A jarvany felderitéséhez nélkiilozhetetlen az anamnézis felvétele:
a megbetegedettek kikérdezése a fogyasztott vizrdl vagy élelmiszerekrdl, valamint a tiinetek
kezdetének dokumentaldsa. Vizjarvany esetében jellemzden nagyszamu, kozel egy idoben
kezd6d6 megbetegedés jelentkezik. A legerdsebb (de Onmagiban nem elégséges)
bizonyiték, ha egyazon koérokozo a betegekben és az altaluk fogyasztott vagy felhasznalt
vizben is megtaldlhatd, emellett leirdé vagy szamszerli epidemioldgiai vizsgalatok
eredményét, valamint az esetleges vizkezelési hianyossagok meglétét is figyelembe kell
venni (ECDC 2012).

Az Amerikai Egyesiilt Allamokban miikodd CDC (Centers for Disease Control and
Prevention) jelentése szerint még 2013-2014-ben is 42 ivoviz okozta jarvanyt jelentettek az
orszag teriiletén, amely tobb mint 1000 megbetegedést okozott, ebbdl 124-en szorultak
korhazi kezelésre, 13 beteg pedig elhunyt. Az egyértelmiien hélézati ivoviz okozta
megbetegedések nagy részét az egysejtii Cryptosporidium, illetve Giardia (29%), illetve a
Legionella baktérium okozta (13%) (Benedict és mtsai. 2017).

A WHO paneurépai régidjarol késziilt jelentés (a régidé Eurdpa mellett Kozép-Azsiat és a
kaukdzusi régiot is tartalmazza) a bizonyitottan vizeredeti megbetegedések mellett minden
olyan megbetegedésrdl beszamol, ahol a viz is szerepet jatszhatott a terjedésben (Kulinkina
¢s mtsai. 2016). Ennek oka, hogy az egyes orszagokban az egyes fertézések és jarvanyok
kivizsgalasa eltéré hatékonysaggal zajlik. A jelentés szerint a virusos gasztroenteritiszek ¢és
a hepatitis A leggyakoribb, potencialisan vizzel terjedd megbetegedések, ugyanakkor a

bakterialis (E. coli, Shigella vagy Campylobacter okozta megbetegedések) vagy egysejtii



(Cryptosporidium ¢és Giardia) okozta fertdzések is eldfordulnak a régi6 valamennyi
orszagaban. A WHO becslése szerint ezen megbetegedések kb. 18%-a kothetd ivo- vagy
fiirdéviz eredethez, bar az ardny természetesen orszagonként valtozhat.

Bar a vizjarvanyokkal kapcsolatban az ivovizhaldzatok altal kozvetitett fertézésekre
gondolunk elsdsorban, emellett nem elhanyagolhat6ak a nem megfeleld hozzaférésbol eredo
kockéazatok sem. Hazankban becslések szerint a lakossag 99%-a hozzéafér ellendrzott
haloézati ivovizhez, ebbe a szdmba azonban a kozkifolyokbol vagy egyéb mddon ivévizhez
jutok is beletartoznak, a lakason beliil a népesség kb. 95%-a fér hozza vezetékes vizhez.
Emellett nehéz felmérni azok aranyat, akik a kiépitett vizhalozatra nem koétnek ra, hanem
sajat kat vizét hasznaljak, elsésorban szocialis okokbol (NNK, 2021).

Magyarorszagon a bizonyitottan ivoviz eredetli megbetegedések szama évtizedek ota
alacsony (1. &bra). Az utols6, nagy valdsziniiséggel ivoviz eredetli jarvanyt 2018-ban
azonositottak a Heves megyei Domoszlo ¢s Kisnana telepiiléseken, a két telepiilésen
Osszesen 200 lakosnal fordultak el enterélis panaszok. A vizhaldzatbdl enteralis korokozo
Campylobacter jelenlétét mutattak ki az észlelt megbetegedések utdn vett mintdban,

koérokozo virusok iranyaban azonban nem tortént vizsgalat (NNK, 2020).
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1. abra: a bizonyitottan viz eredetii megbetegedések szamdnak alakuldsa hazankban 1980-t0l, évtizedenkénti
bontasban. A 2000-es évek kiugrasat egyetlen jarvany, a miskolci ivovizjarvany okozta (piros kerettel jelélve). Forrads:
Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont, Mikrobiologiai Referencia Laboratoriumi Féosztaly

Az utobbi évek legnagyobb és részletesen vizsgalt hazai vizjarvanya a 2006-os miskolci
ivovizjarvany volt. A jarvany soran Osszesen 3 673 megbetegedést jegyeztek fel, a
fertézottek koziil 161 16 szorult korhazi ellatasra. A vizsgalatok az egysejtii Cryptosporidium
sp. és Giardia sp. jelenlétét mutattdk ki a vizmintadkbol, emellett virusok jelenlétét is

vizsgaltak. Adenovirus és norovirus jelenlétét ELISA modszerrel sikeriilt kimutatni, az RT-
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PCR modszer azonban nem erdsitette meg a norovirus I vagy II genocsoportjanak jelenlétét,
valamint hepatitis A-t sem mutatott ki. (Dura és mtsai. 2010).

A kornyezeti vizsgalatok rendkiviil fontosak a jarvanyok viz eredetének megerdsitése
vagy kizarasa szempontjabol. A tovabbiakban a leggyakoribb, viz altal is terjedd korokozok,

a calicivirusok ¢€s a hepatitis A tulajdonsagait tekintem at.

3.1.1 Calicivirusok

A Caliciviridae csaladba jelenleg hét emlésoket, két madarakat €s két halakat fert6zo
nemzetség tartozik. A csoport tagjai fajspecifikus megbetegedést okoznak, emberi
korokozok a Norovirus €s Sapovirus nemzetségben talalhatéoak (Vinjé és mtsai. 2019)
Vilagszerte a calicivirusok okozzdk a hanyasos-hasmenéses megbetegedések legnagyobb
részét (Patel €s mtsai. 2009). A sapovirusok elsésorban 5 évnél fiatalabb gyermekek korében
okoznak megbetegedést, mig a norovirusok joval gyakoribbak, és minden korosztalyban
fertdznek. Bar a betegség lefolyasa altaldban enyhe, a magas esetszam miatt mégis jelentds
egészségligyi terhet jelentenek (Rockx és mtsai. 2002).

A csalad tagjai pozitiv, egyszalu, nem fragmentalt RNS genommal rendelkeznek, a
genom mérete 6,4 — 8,5 kilobazis (kb) k6zott mozog az egyes csoportokban. A virion burok
nélkiili, 27-40 nm atmérdju, ikozahedralis szimmetridt mutat (2. dbra). A gasztroenteralis
uton terjedd calicivirusok a kornyezetben hosszu ideig fertdzoképesek maradnak és
ellenallnak a gyomorsavnak (Vinjé és mtsai. 2019)

A norovirus fertézések a mérsékelt éghajlaton elsésorban téli szezonalitdst mutatnak. A
megbetegedés jellemzd tiinetei 24-48 6rds lappangasi id6 utan jelentkeznek hanyassal és

hasmenéssel, 2-3 nap utan jellemzden spontan gyogyulnak (Patel és mtsai. 2009).

2. abra: egy calicivirus virion (Norwalk virus) felépitése. A kis méretii (27—-40 nm atmérdjii), burok nélkiili virus
ikozahedralis szimmetriat mutat (Vinjé és mtsai. 2019)



A norovirusokat a viralis gasztroenteritisz jarvanyok leggyakoribb okaként tartjak
szamon, igy el6fordulasukkal kapcsolatban sok adat all rendelkezésre. Nyers szennyvizben
magas kopiaszamban fordulnak eld, atlagosan a 10* — 10° GC/L (genom kopia/liter)
tartomanyban. Az I. genocsoportba tartoz6 norovirusok atlagos kopiaszama valamivel
kisebb, mint a II. genocsoporté, de mindkettd magasabb koncentraciot mutat a téli/tavaszi
szezonban (Eftim és mtsai. 2017).

A virusok a szennyvizbdl a felszini vizbe, majd az ivovizet szolgéltatd vizbazisokba is
bejuthatnak. Viladgszerte a vizbazisok 32%-aban talaltak norovirusokat, az eredmények
természetesen vizado tipusonként jelentdsen eltértek: felszini vizadok koziil leggyakrabban
a folyovizekben fordul eld (44%), mig tavakbodl csupan 2,2%-ban irtdk le. Az alacsony és
kozepes jovedelmi orszagok esetében joval nagyobb ardanyban mutathat6 ki a vizaddkban,
mint a magas jovedelmu orszdgok esetében (Ekundayo és mtsai. 2021), ami feltehetéen a
jobb szanitacioval magyarazhato.

A norovirusok szdmos viz és élelmiszer eredetii jarvany esetében bizonyultak koéroki
agensnek. 2012-ben Hollandidban legalabb 100 megbetegedést hoztak Osszefiiggésbe egy
toban val6 flirdézéssel, a norovirus I genocsoportjat késobb a toparti homokos talajban is
kimutattak, a vizb6l azonban nem sikeriilt azonositani a virust (Schets és mtsai. 2018). 2016-
ban Spanyolorszagban palackozott asvanyviz okozott jelentds kiterjedésii jarvanyt (Guix és
mtsai. 2019). Elelmiszerek koziil tengerparton tenyésztett, a szennyezett vizb6l virust
akkumulal6 kagylok jelentenek gyakori kozvetité kozeget (Chenar és Deng 2018).

A fert6z0 dozis pontos megallapitdsa a virus szovetteny€szeten vald szaporitasanak
nehézségei és az allati modell hidnya miatt nehézkes. Feltételezheté azonban, hogy mar 10
¢s 100 kozotti viruspartikulum is képes fertdzést kivaltani (Yezli és Otter 2011). Egy *90-es
években végzett kutatds szerint 50 {6, 48 — 48 000 GC norovirusnak kitett 6nkéntes 82%-
anal alakult ki fert6zés (ebbdl 68% tiinetes, mig 32% tlinetmentes), a fertdzés kialakulasat a
korabbi fertézésbol szerzett szeropozitivitds nem befolyasolta érdemben (Graham €s mtsai.

1994).

3.1.2 Hepatitis A

Virusos majgyulladast tobb, egymastdl filogenetikailag és terjedési modban is jelentsen
eltérd virus okoz. Gasztroenteralis uton a hepatitis A és E virus fertéz, az akut virdlis
hepatitisek leggyakoribb okozdja a hepatitis A virus (HAV) (Shin és Jeong 2018).

A hepatitis A virus a Picornaviridae csalad Hepatovirus nemzetségébe tartozik. A

nemzetség ¢lesen elkiiloniil a csalad tobbi képviseldjétdl, kizardlag az emberi HAV és
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néhany kozel rokon emlds hepatitis virus tartozik ide. A virus orokitéanyaga pozitiv,
egyszali RNS, a genom mérete 7,5 kb. Az aprd, burok nélkiili, ikozahedralis szimmetriat
mutato virion atmérdje 27 nm (Lemon és mtsai. 2018).

A gyermekek a fertdzést az esetek tobbségében (>70%) tlinetmentesen vészelik at, mig
felndttek 70%-nal magasabb ardnyban alakulnak ki tiinetek a fertdzédést kovetden. A HAV
okozta hepatitis tlinetei altalaban 14zzal, rossz kozérzettel, hanyingerrel, hanyassal, sotét
szinli vizelettel és alhasi fajdalommal kezdddnek, a betegség altalaban 2-8 hétig tart. A
parenteralis uton terjedd hepatitis virusok okozta megbetegedéssel ellentétben krénikus
megbetegedés nem alakul ki. A norovirusokkal ellentétben a fert6z¢és utan hosszan tartd és
hatékony immunitésra lehet szamitani. (Shin és Jeong 2018).

A virus ugyan magas kopiaszamban {iriil széklettel, a tanulményok azonban a fejlett
orszagokban nem minden szennyvizmintdban volt jelen kimutathaté mennyiségben.
Franciaorszagban végzett vizsgalatok alapjan az egy ¢€v alatt vett nyers szennyviz mintak
felében volt jelen HAV méréshatér feletti koncentracioban (Bisseux és mtsai. 2018), mig az
Egyesiilt Kirdlysagban vett szennyviz mintadk koziil mindegyik negativnak bizonyult (Farkas
és mtsai. 2018). Egy a Kozel-Kelet és Eszak-Afrika orszagait vizsgaldo metaanalizis
eredménye arra utalhat, hogy a fert6zés nem els6sorban ivovizzel terjed: a vizsgalt
orszagokban a vezetékes ivovizhez és a szanitdcidhoz vald hozzaférés nem volt szignifikans
kapcsolatban a HAV szeropozitivitashoz, ellenben szocio-6kondmiai tényezdk (pl. GDP)
igen (Koroglu és mtsai. 2017).

A norovirusokhoz hasonléan a HAV is igen ellenalld a kornyezeti hatasokkal szemben
jol birja a viszonylag magas (60-80°C) hémérsékletet és a kiszaradast is. Kornyezeti
vizekben, talajban és kagylokban honapokig fertdzoképes maradhat. A fert6z6 dozisrol
ennek a virusnak az esetében is kevés konkrét ismeretiink van, 10 és 100 fert6zo
virusrészecske kozotti értékre becslik (Yezli €s Otter 2011).

3.2 Szennyviz alapt epidemiologia

A korabbiakban attekintettiik, hogy a viz hogyan jatszhat szerepet terjesztd kozegként
bizonyos korokozd virusok esetében. A viz azonban nem csak, terjesztd kozegként lehet
relevans a kiilonb6zé megbetegedésekkel Osszefiiggésben. A szennyviztelepekre befolyd
szennyviz nagyszamu lakos mintdjat gylijt 0ssze, igy szamos olyan anyag megjelenik benne,
amely széklettel, vizelettel vagy egyéb modon (pl. fiirdéskor, mosas kozben ruhdkrol) a

csatornaba juthat (Sims ¢és Kasprzyk-Hordern 2020).
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Szamos modszer létezik annak feltérképezésére, hogy egy adott betegség milyen
aranyban fordul el egy kozosségben. A hagyomanyos moddszerek (pl. a regisztralt
megbetegedések esetszamanak nyomon kovetése, klinikai surveillance) erésen fiiggenek az
adott teriileten jellemzd egészségiigyi ellatasi rendszert6l. Az influenzajarvany nyomon
kovetésére hazankban is régota hasznalt sentinel rendszer, amelyben az orvosok egy része
mintat kiild be laboratériumi vizsgalatra minden gyants betegtdl, sem fiiggetlen ettdl a
hatastol. Tovabbi probléma, hogy ritka, ujonnan terjedd betegségek esetében csak nagy
késéssel alkalmazhato. A szennyviz alapu epidemiolédgia ezeket a problémaékat igyekszik
athidalni (Sims és Kasprzyk-Hordern 2020).

A szennyviz alapu epidemioldgia (angolul: wastewater-based epidemiology, WBE)
kezdeteit a legtobbszor egy 2001-es tanulmanytél (Daughton 2001) szamitjak, ahol a
szennyvizben kimutathato illegalis kabitdszer-maradvanyokat vizsgaltak abbol a célbol,
hogy feltérképezzék a teriileten jellemzo kabitdszer-fogyasztasi trendeket. A kovetkezo hiasz
évben a drogfogyasztasi trendek vizsgalata mellett szamos egyéb célra is hasznaltdk a
modszert, pl. antibiotikum-rezisztencia elterjedésének vizsgalatara, stresszmarkerek
szintjének, valamint korokozok elterjedésének ellendrzésére (Sims és Kasprzyk-Hordern
2020).

A COVID-19 jarvany el6tt a legkiterjedtebb kornyezeti kdrokozo-kimutatési projekt a
WHO Aéltal 1étrehozott Globalis polio-mentesitési kezdeményezés (Global Polio Eradication
Initiative) keretében zajlott (Asghar és mtsai. 2014). A jarvanyos gyermekbénulast okozo
virus a vildg szamos pontjan (pl. Kozel-Kelet, India) tovabbra is eléfordul, elsésorban
fejlddod orszagokat érint. A megbetegedések nagy része tiinetmentesen vagy nem-specifikus
enteralis tiinetekkel zajlik, igy a megbetegedések pontos kovetése még fejlett
egészségliggyel rendelkezd orszagokban is kihivast jelent. Széklettel nagy mennyiségben
iiriil, ezért idedlis és fontos célpontja a szennyviz alapt epidemioldgianak (Asghar és mtsai.
2014). A poliomentesnek tudott orszdgokban a szennyvizben megjelend virus lehet az elsd
jelzés a fertdzés tjboli felbukkanasara.

A szennyviz vizsgalatokra els6sorban a széklet-szaj Utjan terjeddé korokozokkal
kapcsolatban szokas gondolni, ugyanakkor 1éguti virusok nyomon kdvetésére is tobb mint
egy évtizede hasznaljdk. Az influenza virus szintén tiriil széklettel is, az esetek egy részében
gasztrointesztinalis tiineteket is okoz. A HIN1 jarvannyal kapcsolatban egy Hollandiaban
végzett vizsgalat soran a pandémiat okoz6 influenzavirust ugyan nem tudtdk kimutatni,

egyéb influenza A tipus jelenlétét azonban igen (Heijnen és Medema 2011).
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A szennyviz mindsége akar egy napon beliil is jelentds valtozasokat mutathat, emiatt —
kiilondsen, ha nemcsak a vizsgalt marker jelenlétének, hanem a mennyiségének is
jelentdsége van a vizsgalatban — fontos a mért érték normalizalasa (Medema, Been, és mtsai.
2020). Ehhez a szennyviz bizonyos (mennyiségi vagy mindségi) tulajdonsagok valtozasait
veszik figyelembe annak meghatarozasara, hogy mekkora lehet a cél-frakcié aranya (pl.
humam széklet). A higulas mértékének meghatarozasaval pontosabban §sszehasonlithatdak
az egymast kovetd adatpontok, és meghatarozhatd, hogy a megfigyelt kiillonbség mogott
valos valtozas all, vagy csak a szennyviz mindségének ingadozdsa. A legegyszeriibb
normalizalasi mddszer a szennyviztelepre beérkezd napi vizmennyiség, és az ellatott
szennyviz térfogatra vonatkoztathatd, majd meghatarozhat6 az egy lakosra esd kibocsatas.
Ezen modszer hatranya, hogy a vizsgalt mintat teljesen reprezentativnak tekinti az adott
napra, holott ez még automata mintavétel esetében sem valosul meg tokéletesen.

Széklettel iiriild korokozok esetében célszerii lehet fekalis indikator mikroorganizmusok
hasznalata a higulas mértékének meghatarozasdhoz. Ennek elénye, hogy a vizsgalat
ugyanabbol a mintamennyiségbdl torténhet, mint a célzott marker, igy pontminta esetében
is megfeleld képet adhat a szennyviz mindségérdl. Korokozd virusok vizsgalata esetében
gyakran olyan virusokat hasznalnak, amelyeket nagy mennyiségben iiritenek egészséges
emberek is. A legismertebbek ezek koziil a PMMoV ¢és a CrAssphage.

A PMMoV (pepper mild mottle virus — a paprika enyhe foltosodasat okozé virus) az
emberi székletben a legnagyobb mennyiségben megtaldlhat6 RNS virus, mig allatok
sz¢ékletében csak ritkdn és joval kisebb mennyiségben mutathato ki. A virus hosszikas palca
alaku (kb. 312 nm hosszu), burok nélkiili, az 6rokitdanyagat pozitiv egyszala RNS alkotja.
A dohany mozaikvirushoz hasonldéan a Virgoviridae csalad Tobamovirus nemzetségébe
tartozik. A PMMoV a paprika kérokozo virusa, €¢lelmiszerekben is megtalaltak (Kitajima,
Sassi, és Torrey 2018), azonban ez dnmagdban még nem magyarazza az emberi székletben
vald, nagy kopiaszamu és szinte kizardlagos eléforduldsat. A biologidjarol tehat még messze
nem tudunk eleget, vizmindségi indikatorként azonban nagy figyelem ovezi.

A CrAssphage-16l (cross-assembly phage — kereszt-0sszedlld fag) még ennél is kevesebb
ismeret all rendelkezésre, bar szintén intenziv kutatas zajlik a vizhigiénében torténd
felhasznalhatosagaval kapcsolatban. Egy 2017-ben leirt viruscsaldd tagja, az eddig
tenyészésbe vont képviseldje a Bacteroides intestinalis baktériumot, az emberi
bélmikrobiota egyik gyakori tagjat fertézi. Maga a virus szintén az emberi mikrobiom

gyakori és jellegzetes tagja, szennyvizben és fekalidval szennyezett vizekben magas
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koépiaszamban fordul eld, igy alkalmasnak tlinik a fekalis szennyezés biomarkerének (Farkas

¢s mtsai. 2019).

3.3 A 2020-ban kezdddott koronavirus vilagjarvany

3.3.1 Koronavirusok, korabbi jarvanyok

A koronavirusok (Coronaviridae) népes csaladjaba szamos 4allati és emberi
megbetegedést okozd virus tartozik. Neviiket a napkorona-szer tiiske fehérjékrdl kaptak (3.
abra). Burkos, pozitiv egyszalit RNS genommal rendelkezd virusok, génkészletiik az egyik
legnagyobb az RNS virusok k6zott (30-32 kb.). Az allati koronavirusok rendkiviil valtozatos
korképeket okozhatnak a tiidogyulladastdl a gasztrointesztindlis tiinetekig, az altaluk
eldidézett betegség gyakran magas elhullasi ardnnyal jar. Az egyik legismertebb allati

megbetegedést okozo koronavirus az egér hepatitis virus (Weiss és Leibowitz 2011).

) nei

3. dbra: A SARS-CoV-2 elekronmikroszképos képe (A), valamint a virus megjelenése emberi légz6ham sejtekben (B)
(Zhu és mtsai. 2020)

Az emberi megbetegedést okozo koronavirusok koziil négy torzs (229E, OC43, NL63, és
HKUT1) szezonalis nathat okoz, és 0sszességében az ilyen tiinetekkel jard esetek mintegy
25%-aért felelosek (Cavanagh 2005; Weiss és Leibowitz 2011). Az enyhe megfazast okozo
koronavirusok mellett mar korabban is ismert volt, hogy a viruscsalad tagjai az emberek
kozott is képesek stulyos megbetegedéseket okozni. Bizonyos elméletek szerint a XIX.

szazad végén vilagjarvanyt okozo ,,orosz nathat” szintén koronavirus torzs, talan az OC43
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okozhatta (Briissow ¢és Briissow 2021). Emellett kozvetlen bizonyitékunk is volt mar
korédbban is arra, hogy sulyos emberi megbetegedést okozo6 koronavirusok bukkanhatnak fel.
2002-ben és 2003-ban a SARS (severe acute respiratory syndrome — sulyos akut
1égzbszervi tiinet egylittes) okozott tobb orszagra kiterjedd jarvanyt, tobb mint 8000 igazolt
megbetegedéssel €s 750 halalesettel. A betegség magas lazzal és tiidogyulladéssal jart, a
halalozasi arany 3 és 12% kozott mozgott. Hamar nyilvanvalova valt, hogy a jarvanyt egy
Uj koronavirus torzs, a SARS-koronavirus (SARS-CoV) okozza (Sampathkumar és mtsai.
2003). Az utols6 megbetegedéseket 2004-ben jelentették, azota nem tortént tjabb eset.

A MERS-koronavirus (MERS-CoV, middle-east respiratory syndrome coronavirus —
kozel-keleti 1égzdszervi szindroma koronavirus) 2012-ben bukkant fel eldszor, elsdsorban
Szaud-Arabiaban és a kornyezd orszadgokban azonositottdk. A SARS-hoz hasonloan a
MERS esetében is elsdsorban az als6 1éguti tiinetek dominalnak, a haldlozasi arany nagyon
magas (30-40%). 2016-ig mintegy 1600 esetet igazoltak vildgszerte (Rabaan és mtsai. 2021;
Shapiro és mtsai. 2016).

3.3.2 COVID-19

Kina 2019. utols6 napjaiban jelentette be, hogy az orszégban 1j tipusu tiidégyulladasos
esetek halmozodasat figyelték meg, és nyilvanvalova valt, hogy az 0j betegség emberrdl
embere terjed. A betegséget egy j koronavirus torzs okozta, amelyet késébb SARS-CoV-
2-nek (severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 — sulyos akut 1€gzdszervi tiinet
egyiittes koronavirus 2) neveztek el, mig az altala okozott megbetegedést COVID-19-nek
(coronaviral disease 2019 — koronavirusos megbetegedés 2019). A megbetegedést a WHO
2020. 03. 11-én nyilvanitotta pandémianak, ekkor a megbetegedettek szdma 118 000, mig a
halottak szama tobb mint 4 000 {6 volt vilagszerte, €¢s a megbetegedés 114 orszagot érintett
(WHO, 2020).

3.3.2.1 SARS-CoV-2

Az 1j virus a Coronaviridae csalad Betacoronavirus csoportjaba tartozik, hasonloan a
SARS-koronavirushoz, azonban attol filogenetikailag elkiilonithetd. A virionok atmérdje 60
— 140 nm kdz6tt valtozik, altalaban gdmb alakuak, bar némi pleomorfia (alaki valtozatossag)
megfigyelhetd. Elektronmikroszkdopos képen jol kivehetdéek a koronavirusokra jellemzo,
napkorona-alakban elrendezdd¢ tiiske fehérjék (Zhu és mtsai. 2020).

A virus a tobbi koronavirushoz hasonloan kiilsé burokbdl (envelop, E), tiiske fehérjékbol
(spike, S), valamint a bels6 egyszalu RNS genombol all. Az emberi szervezetben a virus az

ACE-2 (angiotensin-converting enzyme — angiotenzin-konvertdld enzim) receptorokon
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keresztiil jut be a sejtbe (Naqvi és mtsai. 2020). A virion felépitése és a fertdzés folyamata a
4. ébran lathato.

Tiiskefeheérje (S)
S I ] Membranfehérje (M)

Burokfehérje (E)

MNukleoprotein (N)
) RNS genom

ACE-2 kl/ .
receptor e
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4. dbra: A SARS-CoV-2 felépitése és a fertézés folyamata (Naqvi és misai. 2020) nyomdn

A genom a virusokndl megszokott modon kompakt felépitésti, tobb mint 90%-ban
strukturalis fehérjéket és enzimeket kodol. Az 5’ végrdl indulva a genom két nagy nem
strukturalis poliproteint kodold szakasszal kezddédik (ORFla és ORFlab), melyekrol
Osszesen harom poliprotein irddik 4t (a pplab riboszomalis atirddasi eltolédassal (frame-
shifttel) képzddik az ORF1b-bol). A genom ezek utan 16 strukturalis fehérjét kodold

szakasszal folytatodik (Naqvi és mtsai. 2020). A genom felépitését az 5. dbra szemlélteti.

7a7b8b 8b
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5. abra: A SARS-CoV-2 genomszerkezete. S: tiiskefehérfe génje, E: burokfehérje génje, M: membranfehérje génje, N:
nukleoprotein génje (Ortiz-Prado és mtsai. 2020)

3.3.2.2 A COVID-19 megbetegedés tiinetei, korlefolydsa

A betegség lefolydsa egyénenként nagyon valtozé lehet, a tiinetmentes fertézéstol a
haldlos kimeneteli megbetegedésig széles skalan mozog. A jarvany kezdeti fazisaban,
Wuhanban végzett vizsgalatok szerint a fertdzottek fele nem mutatott tiineteket, bar a

vizsgalatkor tiinetmentesek 2,5%-anal késébb kialakult a betegség. Az inkubacios periddus
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altalaban 4-6 nap. A betegek kb. 80%-a enyhe tiinetekkel vészeli at a betegséget, mig 15%-
nak sulyos, 5%-nak pedig kritikus tiinetei alakulnak ki (Ortiz-Prado és mtsai. 2020).

A betegség leggyakoribb tiinetei koz¢ tartozik a laz, a faradtsadg és a szaraz kohogés, de
idegrendszeri tiinetek (fejfajas, iz- és szaglasvesztés), valamint gasztriontesztinalis tiinetek
(hasmenés, hanyas) is kialakulhatnak. Sulyos szovédményként akut 1€gzdszervi distressz
szindroma jelentkezik a betegek kozel 20%-anal. A fertézés lefolydsat befolyasolja
tarsbetegségek jelenléte, a legfontosabb kockéazatot noveld tényezd az idds kor (>65 év), a
cukorbetegség €s a magas vérnyomads (Ortiz-Prado ¢és mtsai. 2020).

3.3.2.3 A COVID-19 betegek virusiiritése

A SARS-CoV-2 els6sorban léguti virus, a fertdzés is elsdsorban cseppfertdzéssel,
kozvetlen kontaktussal, illetve fert6zott aeroszol belégzésével torténik, a dolgozat témaja

szempontjabol mégis a széklettel torténd virusiiritésnek van nagyobb jelentdsége, igy ezzel

foglalkozom részletesebben.
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6. abra: A virusiirités idobeli alakulasa enyhe és sulyos tiinetekkel rendelkez6 COVID-19 megbetegedések esetében,
valamint a virus mennyisége a székletben (Zheng és mtsai. 2020) nyomdan

A 1éguti mintdk mellett a SARS-CoV-2 az esetek egy részében szérumbol (41%),
székletbdl (69%) és vizeletbdl (kb. 1%) is kimutathato. A virusiirités mértéke fligg a
megbetegedés stlyossagatol is (sulyosabb megbetegedés esetén magasabb kopiaszam iiriil),
székletben azonban hosszabb ideig kimutathat6 (6. dbra) (Zheng és mtsai. 2020). Nagyobb
esetszamu metaanalizis sordn azt talaltak, hogy a székletben a virus atlagosan 26 napig
mutathato ki (az esetek 95%-aban 21,7 és 34,9 nap kozott). A virus mennyiségi valtozasait
molekularis alapon a genom kopidk (GC) szdmanak valtozasaval kovetik. Egy atlagos beteg

a teljes megbetegedés alatt 3,4 log (GC/g) nagysagrendben iiriti a virust széklettel. A
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virusiirités a székletben a tiinetek megjelenésekor tetézik (maximalis kopiaszama 6,5 log
[GC/g]), majd a megbetegedés eldrehaladtaval folyamatosan csokken (Miura, Kitajima, és
Omori 2021).

Egy masik metaanalizis nem taladlt szignifikdns kiilonbséget a tiinetes és a (még)
tiinetmentes fertézottek 1€guti virusiiritése kozott, néhany tanulmany esetében azonban ugy
talaltdk, hogy az idGsebb és stulyosabb betegségben szenveddk nagyobb kopiaszamban
iirithetik a virust (Walsh és mtsai. 2020).

Bar a szennyviz alapt epidemioldgiai vizsgalatok esetében a korokozé kimutatast nem az
esetleges szennyviz eredetli fertézések megeldzése érdekében végzik, gyakran felmeriild
kérdés, hogy fertézhet-e ilyen moédon a SARS-CoV-2, kell-e aggoédni az ivoviz-
szolgaltatoknak vagy a felszini vizekben fiird6z6knek a (tisztitott) szennyvizzel kibocsatott
koronavirus miatt, esetleg jelent-e kockazatot a szennyviztelepen dolgozok szamara.

Korabbi tapasztalat, hogy az allati koronavirusok kozott eléfordulnak széklet-sz4j tjan
fertézést okozd virusok is. A 2002/2003-as SARS jarvanyban leirtak egyesetet, ahol
bizonyitottan szennyviz kozvetitette a fertézést egy tarsashdzon beliil. Tekintve, hogy a
megbetegedettek nagy része tiriti széklettel a virust, és egyes tanulmanyok fertézoképes
virusrészecskéket is kimutattak székletben, teljesen tovabbra sem lehet kizarni ezt a fert6zési
utat sem (Guo és mtsai. 2021). Osszességében azonban a teljes fertézottszamot tekintve
minden valdsziniliség szerint elhanyagolhatd jelentésége van ennek a fertézési utvonalnak.

Szennyvizben még egyetlen kutatocsoport sem igazolta fertézoképes virion jelenlétét.

3.3.2.4 A pandémia alakulasa vilagszerte és hazankban
A COVID-19 alegtobb orszagban tobb hullamban jelentkezett, bar az egyes orszdgokban

ezek a jarvanyhullamok eltéré idoben kezdddtek (7. abra).
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7. abra: a COVID-19 jarvany alakuldasa globalisan 2020. janudr — 2021. szeptember kozott (WHO 2021a)

A jarvanyt el6szor a kinai Hupei tartomanyban mutattak ki, azonban vilagszerte elterjedt.
A 2020 tavaszan jelentkezd els6é hullamban sulyos egészségiigyi helyzet alakult ki Dél- és
Nyugat-Eurépaban. Magyarorszagra ezekhez az orszdgokhoz képest par hét késéssel
érkezett meg a betegség, az els6 hazai esetet 2020. 03. 04-én igazoltak. A néhany hét haladék
alatt hazankban volt 1d6 reagalni, a tobbi orszaghoz hasonldéan szigoru korlatozasokat
vezettek be (kijarasi korlatozas, iskolak bezarasa, tAvmunka bevezetése, ahol lehetséges
volt). Ennek kdvetkeztében Magyarorszagon az esetszam is alacsony maradt, a legmagasabb
aktiv esetszam 21 eset volt 100 000 lakosra vetitve (2020. majus 4-én). A haldlesetek szama
az els6 hullamban nem érte el a 600-at (NNK OSZIR adatbazis).

2020 kozepétdl kezdte ismét ndvekedd tendencia volt vildgszinten megfigyelhetd,
gyakorlatilag minden kontinensen emelkedett a fertdzottek szama (WHO 2021a).
Magyarorszagon az esetszamok emelkedése mar augusztus folyaman elkezd6dott, igazan
szembetlindvé azonban csak szeptemberre valt (8. dbra). Szeptember masodik felében és
oktober elsd felében a napi 0j esetszamok ndvekedése egy ideig megallt, majd oktober
masodik fele és november kozott nagyon magas értékeket ért el. Jelentdsebb szigoritasokat
2020. november 11-én rendeltek el (kijarasi korlatozas, tavoktatas 9. osztalytol felfelé,
éttermek, szallodak bezarasa). Az esetszdm november mésodik felétdl csokkenni kezdett, ez

a tendencia egy. az év végi linnepek utani kiugrast leszamitva januar kdzepéig tartott.
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8. dbra: Az COVID-19 esetszamok 7 napos mozgoatlaganak alakulasa 2020. 07. 01 — 2021. 10. 20. kozétt a fertozés
igazolasanak datuma alapjan (NNK OSZIR adatbazis) és a korhazban kezeltek szamanak alakuldsa (koronavirus.gov.hu-

n kozolt adatok)

A jarvany kovetkez6 hullamat egy uj leszarmazasi vonal megjelenése (1d. késébb) okozta.
Vilagszinten nehezen kiilonithetd el az el6zé hullamtol, hiszen mig Magyarorszagon a
masodik hulldm lecsengése zajlott, Nyugat-Europaban mar emelkedd tendencia volt

megfigyelhetd. Hazankban a korabbinal fert6zobb varians megjelenése tigy okozott egyre

magasabb esetszamokat 2021. januar kozepétdl, hogy kdzben a korlatozé intézkedéseken
nem tortént lazitas. A harmadik hullam sordn mind az 4j esetszam, mind a korhazi kezelésre
szorulok szédma elérte az eddigi maximumot (8. abra). 2021. marcius 8-t6l tovabbi

jarvanytigyi korlatozasokat kellett bevezetni, az 6vodak és altalanos iskolak, valamint az
izletek tobbsége is bezart, a maszkviselési kotelezettséget a kozteriiletekre is kiterjesztették.

A jarvany harmadik hullama Magyarorszagon 2021. nyar elejére lecsengett, a vilagban
azonban a nyar folyaman ismét emelkedd tendencia volt megfigyelhetd. Hazankban a

negyedik hullam kezdetét az esetszdmok enyhe emelkedése jelezte 2021. julius kdzepétol,
majd oktober folyamén ismét magasabb napi esetszdmokat lehetett tapasztalni.
3.3.2.5 A SARS-CoV-2 jelentos variansai
Minden szervezet genomjaban megfigyelhetiink mutaciokat, egy RNS virus esetében
azonban emberi mértékkel rovid id6 alatt is szdmos, akar jelentds valtozas halmozodhat fel.
Egy virusvariansra szamos ilyen jelentds valtozas kombinécioja jellemzd, a mutaciok dontd

tobbség a receptorkotésért felelds nagy felszini fehérjében (S) talalhato.
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A SARS-CoV-2-nek szdmos variansat ismeri a tudomany, a sajtoban is rendszeresen hirt

adtak egy-egy ujabb tipus felbukkanasarol, azonban ezek jarvanytani jelentdsége nem

egyforma. A Vildgegészségiigyi Szervezet (WHO) harom csoportba sorolja a jelentésebb
variansokat (WHO 2021b):

Aggodalomra okot ad6 varidnsok (variants of concern, VOC): ezen varidnsok
esetében mar bebizonyosodott, hogy megvaltoztatjak a virus fertézoképességét,
virulenciajat, a betegség lefolyasat, a korabbi fertézésekre vagy oltasra adott
immunvalasz kevésbé hatékony ellene, vagy mas diagnosztikat, terapiat
igényelnek. 2021 oktdberében négy varianst sorol ide a WHO:

o Alfa (B.1.1.7): Nagy-Britannidban kialakult leszarmazasi vonal,
jelentdsebb tulajdonsagait késobb részletezziik

o Béta (B.1.351): Dél-Afrikaban leirt leszarmazasi vonal, jelentdségét
elsdsorban az adja, hogy az E484K mutacié révén képes kikeriilni a
vakcinakkal kialakulé immunvalaszt (Wang, Nair, ¢s mtsai. 2021)

o Gamma (P.1): els6ként Braziliaban leirt leszarmazasi vonal, a béta
varianshoz hasonléan vakcina-kikeriild (vaccine escape) varidnsként
tartjak nyilvan (Wang, Casner, ¢s mtsai. 2021)

o Delta (B.1.617.2): Indiaban leirt leszdrmazasi vonal, jelentdsebb
tulajdonsagait késobb részletezziik

Erdeklédésre szamot tartd variansok (variants of interest, VOI): ezek a
leszarmazéasi  vonalak  olyan  mutaciokat tartalmaznak, amelyekrol
bebizonyosodott vagy feltételezheté, hogy jelentds hatdsuk van a virus
fertdzoképességére, a betegség lefolyasara, diagnosztikéara, kezelésre vagy az
immunvalaszra. 2021 oktéberében a Peruban leirt lambda (C.37) és a
Columbiaban leirt mii (B.1.621) vonalakat sorolja ide a WHO.

Megfigyelés alatt all6 variansok (variants under monitoring, VUM): ezek a
leszarmazasi vonalak olyan mutdcidkat hordoznak, amelyek alapjan
feltételezhetd, hogy a késObbiekben kockazatot jelenthetnek, azonban a
bizonyitékok még nem egyértelmiiek, tovabbi megfigyelés sziikséges. 2021

oktoberében 15 kiilonb6z0 leszarmazasi vonalat sorol ebbe a kategoriaba a WHO.

Az els6 aggodalomra okot ad6 varians, amely Eurdpaban elterjedt, az alfa varians volt. A

leszarmazési vonal 2020 szeptemberében jelenhetett meg az Egyesiilt Kiralysagban, majd

2020 decembere soran az egész kontinensen elterjedt, és Ujabb jarvanyhullamot inditott

21



(Davies, Abbott, és mtsai. 2021). A varidns 17 nem-szinonim mutaciéval jellemezhetd, ezek
koziil a legjelentdsebbek az S gén N501Y muticidja (az 501. aminosav, az aszparagin
tirozinra cserélddik; az ACE2 receptorhoz valo erdsebb kotddésért felel) és 69H/70V
delécidja (a 69. és 70. aminosav, egy hisztidin és egy valin kiesése) (Rambaut é¢s mtsai 2020).
A varidns nagyobb fertézoképessége és az altala okozott betegség sulyosabb lefolydsa
szintén bebizonyosodott (Davies, CMMID COVID-19 Working Group, és mtsai. 2021).

Az alfa varianst hazankban el6szor 2021. janudr 13-4n mutattak ki, jelenléte marcius
kozepére szinte kizardlagossa valt. (Ebbol az idészakbdl orszdgosan reprezentativ, az egyes
variansok elterjedésére vonatkozo vizsgalat nem all rendelkezésre, a human megbetegedések
adatait az NNK COVID laboratériumaban szekvendlt, az orszag teriiletének nagy részérdl
szarmazo6 mintak eredményei alapjan becsiiltiik).

Mikozben az alfa varidns februar kozepére egész Europaban dominanssa valt, a vele kozel
egy idében felbukkano béta és gamma variansok sem Magyarorszdgon, sem Eurdpa mas
orszagaiban nem tudtak jelentdsen terjedni (ECDC 2021).

A delta varianst 2020 végén azonositottdk Indidban. Legjelentésebb mutacidja az L452R
aminosav-csere a tiiskefehérje receptor-koté6 doménjében. Ez a varidns még a korabbi alfa
variansnal is nagyobb kopiaszamban képes szaporodni a légutakban, ezaltal
fert6zoképesebb; emellett képes kikeriilni a kordbbi megbetegedések soran kialakult
immunitast is (Mlcochova €és mtsai. 2021). Magyarorszagon 2021 nyardn jelent meg, és
nagyon hamar szinte kizarolagossa valt a mintdkban. A 2021 nyaran megfigyelt esetszam-
emelkedést ennek a varidnsnak a megjelenése okozta. 2021 oktoberére minden, ilyen jellegli

adatot jelentd eurdpai orszagban dominanssa valt (ECDC 2021).

3.3.2.6 SARS-CoV-2 megjelenése a szennyvizben

Mar 2020 elsd heteiben nyilvanvaldva valt, hogy az ) megbetegedés jelentds kihivasok
elég fogja allitani a vildg orszagainak egészségligyi rendszerét. A jarvany kezdetén sem
kiforrott klinikai laboratoriumi vizsgalati protokoll, sem a tesztek elvégzéséhez sziikséges
eszk6zok ¢€s alapanyagok nem alltak rendelkezésre megfelelé mennyiségben, igy hamar
felismerték a szennyviz alapt epidemioldgiai megkdzelités kiemelt jelentdségét.

Azok a kutatdcsoportok, amelyek mar korabban foglalkoztak szennyvizbdl torténd
viruskimutatassal, mar a jarvany els6 hoénapjaiban el tudtdk kezdeni az ilyen tipust
vizsgalatokat.  Hollandidban mar 2020  februarjaban  elvégezt¢k az  elsd
szennyvizvizsgalatokat, az elsé pozitiv mintdkat minddssze nagyjabol egy héttel az elsd

igazolt COVID-19 eset utan talaltak (Medema, Heijnen, és mtsai. 2020).
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A késobbiekben szamos munkacsoport végzett hasonld vizsgalatokat. A
szennyvizmintakban jellemzé SARS-CoV-2 koncentraci6 a kimutatasi hatar koriili értéktol
(jellemzden 10° GC/L) a 107 GC/L értékig véltozik az egyes vizsgalatokban (Peccia és
mtsai. 2020; Wu és mtsai. 2021; Wurtzer €s mtsai. 2020). A tanulmanyok tobbsége az 1) és
Osszes aktiv esetszamot, korhazi apolasra szoruldk és halottak szdmat vizsgalva azt talalta,
hogy a szennyviz adatok 4-6 nappal jelzik eldre a klinikai adatok alakuldsat (Medema, Been,
¢s mtsai. 2020; Peccia és mtsai. 2020; Wu és mtsai. 2021). Wu és munkatarsai nagyszamu,
az USA kiilonboz6 részeibdl szarmazo szennyvizminta elemzésével gy becsiilték, hogy a
modszer érzékenysége kb. 13 pozitiv eset/100 000 lakos (Wu és mtsai. 2021). Nem minden
tanulméanyban talaltak azonban Osszefliggést a szennyviz SARS-CoV-2 eredmények és a
megbetegedések szama kotott: Westhaus és mtsai. (2021) Eszak-Rajna-Vesztfaliai adatok
elemzése soran nem talalt korrelaciot.

A vizsgéalati modszerek tekintetében a nukleinsav-kimutatast viszonylag egységes
madszer szerint végzik a kutatdcsoportok (altalaban az N gén egyes szakaszai, ritkabban az
ORFlab vagy az E gén alapjan torténik a kimutatds), mig a folyamat kulcslépése, a
viruskoncentralasi modszer jelentésen kiilonbozik az egyes tanulmanyokban. Altalaban,
kiilonosen a legkorabbi tanulmanyokban az ultrasziiréses modszerek dominaltak, azonban
eléfordultak PEG precipitacids és elekronnegativ membran filtracios modszerek is (Kitajima
¢s mtsai. 2020).

Miutén egyre tobb bizonyiték gylilt 6ssze a szennyviz alapt epidemioldgiai megkdzelités
hasznarél a COVID-19 jarvanyban, a vilag szdmos orszagaban bevezették a modszert. Az

egyik elso, ilyen jellegti adatokat gyljtd COVIDPoops oldal

(https://www.covid19wbec.org/covidpoops19) szerint 2021 oktdberében mar 58 orszagban,
majdnem 3 000 mintavételi helyen vizsgaljak a szennyvizben a SARS-CoV-2 jelenlétét.

A szamos helyen sikeresen futd programot az Eurdpai Unid is felkarolta, mar 2020
masodik felében megkezdddtek az egyeztetések az egységes mintavételi és vizsgalati
modszer kidolgozasa érdekében. Az Eurdpai Bizottsag C (2021) 1925 ajanlasa 2021
oktoberétdl irja eld a tagallamok szdmara SARS-CoV-2 kimutatdsat és a varidnsok
azonositasat szennyvizbol (Eurdpai Bizottsag 2021). Az ajanlds a 150 000 fénél nagyobb
telepiilésekre vonatkozik, ezek Magyarorszagon az egyes szennyviztelepek teljes ellatasi
teriiletén ¢l6 allandd lakossagszam alapjan (KSH 2019) Budapest, Miskolc, Debrecen,
Szeged és Pécs (a gydri szennyviztelep altal ellatott alland6 lakossag néhany ezerrel marad

el a 150 000 f6tol).
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3.3.2.7 SARS-CoV-2 variansok nyomon kovetése szennyvizbol

Miutan 2020 végétél a SARS-CoV-2 uj, aggodalomra okot add variansai a figyelem
kozéppontjaba keriiltek, felmertilt, hogy hogyan lehetne az addigra szamos orszagban
bevezetett szennyviz alapi epidemiologia modszerét a variansok nyomon kovetésére
hasznalni.

A human fertézéseket okoz6 varidnsok azonositdsanak elfogadott modszere a teljes
genom szekvenalds, azonban ez igen koltséges ¢és hosszadalmas eljaras. Szennyviz esetében
tovabbi problémat jelent, hogy a mintdban taldlhat6 SARS-CoV-2 koncentracid joval
alacsonyabb a klinikai mintdk tobbségénél, viruskoncentralas utan is. Szamos fert6zottol
szarmazo, kevert minta 1évén nem tudhato biztosan, hogy az egymastdl tavol levd mutaciok
esetében az azonositott mutaciok ugyanabban a genomban vannak-e.

A nehézségek ellenére bebizonyosodott, hogy a moédszer szennyvizben is alkalmazhato.
Egy svajci sikdzpont szennyvizét vizsgalva ijgeneracios szekvenalassal sikertilt kimutatni a
SARS-CoV-2 alfa varianséra jellemzd mutaciok koziil 10-et mar az elsd bizonyitott svéjci
eset el6tt egy nappal vett mintaban (Jahn és mtsai. 2021). Az Egyesiilt Allamokban szintén
azonositottak olyan variansokat is szennyvizbdl, amelyek human mintdkban még
ismeretlenek voltak a vizsgalt régidoban (Crits-Christoph és mtsai. 2021). Az eurdpai ajanlas
(Eurdpai Bizottsag 2021) szintén az tUjgeneracios szekvenalds moddszerét javasolja a
variansok nyomon kovetésére a szennyvizbdl.

A szekvendlds mellett haszndlnak olcsobb, gyorsabb és célzottabb (bar kevésbé
altalanosan alkalmazhatd) modszereket is a varidansok kimutatasara. A legfobb mutécios
helyekre torténd PCR alapt szlirést a klinikai gyakorlatban is hasznaljak, szdmos tanulmany
mutatott arra, hogy ez a mddszer szennyvizek esetében is eredményes lehet. Hollandidban
digitalis droplet PCR alapt modszerrel vizsgaltak az alfa, béta és gamma varidnsra egyarant
jellemzdé N501Y mutécio jelenlétét (Heijnen és mtsai. 2021). A modszerrel mind a mutans,
mind a vad tipust szelektiven szamszerlisiteni lehet a mintdban, az eredmények szoros
Osszefliggést mutattak a klinikai eredményekkel. A digitalis droplet PCR mellett RT-qPCR
alapt modszereket (Lee és mtsai. 2021) és beagyazott (nested) RT-PCR alapt modszereket
(La Rosa ¢és mtsai. 2021) is sikeresen hasznaltak az egyes SARS-CoV-2 varidnsok

szennyvizbdl torténd nyomon kovetésére.
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4. Célkituzések

A vizsgalatok soran céljaink a kovetkezdk voltak:

Modszerek optimalizalasa virusok ivovizbdl, felszini vizbdl és szennyvizbdl torténd
kimutatasara
Virusok kimutatasa vizbol, mint feltételezett terjesztd kozegbdl enteralis
vizjarvanyok esetén
o Ezzel az Gjabb megbetegedések kockazatanak csokkentése
Modszerfejlesztés az uj koronavirus (SARS-CoV-2) szennyvizbdl torténd
kimutatdsara
o Biztonsdgosan elérhet6 és a  sziikséges  ateresztOképességre
optimalizalhat6 viruskoncentralasi modszer kidolgozésa
o Elérheto és hatékony nukleinsav-kivonasi modszer beallitasa
A szennyvizbOl torténd SARS-CoV-2 kimutatds eredmények jarvanyligyi
hasznosithatosaganak vizsgalata
o Az adatfeldolgozasi moddszer optimalizalasa annak érdekében, hogy
megbizhatd és egyenletes mindségli adatokat nyerjiink a COVID-19
esetszam alakuldsanak becsléséhez
o Az egyes varosok eredményeinek Gsszefliggésének vizsgalata a COVID-
19 esetszamokkal, az elérejelzd képesség meghatarozasa
o Az eredmények orszagos atlaganak Osszefliggése a COVID-19
esetszamokkal (beleértve a korhdzi kezelésre szorulok szamat), eldrejelzd
képesség vizsgalata
A szennyviz adatok elérejelzd képességének Osszehasonlitdsa a COVID-19
pandémia kiilonb6z6 hullamaiban
A SARS-CoV-2 jarvanyligyi szempontbol jelentds varidnsainak vizsgélata
szennyvizbol
o Gyors és hatékony vizsgalati mdodszer beallitasa

o Az eredmények Osszevetése a klinikai adatokkal
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5. Anyag és modszer

Vizsgalataink soran az ivo-vagy fiirdovizbdl torténd enteralis virus kimutatashoz és a
szennyvizbdl torténd SARS-CoV-2 kimutatashoz eltéré modszereket hasznaltunk. Emellett
a vizsgalatok célja is némileg kiilonbozott, bar végsdsoron mindkét vizsgalat a jarvanyligyi
biztonsag novelésére iranyult. A kétféle vizsgalat soran alkalmazott munkafolyamatokat a

9. ébra foglalja 0ssze.

Enteralis virus kimutatas SARS-CoV-2 kimutatas
Szennyviz
— - mintak
Ivéviz, medenceviz,
felszini viz mintak \L

Moddszeroptimalizalas
(kiilonbo6z6 viruskoncentralasi és

Viruskoncentralas nukleinsav-kivonasi modszerek)
(tejporos l
flokkulasio) Kivalasztott SARS-CoV-2
/ ey Vi . kimutatasi modszer
isszanyerés
Korokoz6 kimutatas kontrol / \
(Calicivirus/Hepatitis A) (Adenovirus) Heti mérések a || Varians kimutatas

nagyvarosokbol 0jj varidns
\\ megjelenése esetén
Z

Eredmények Osszevetése a
jarvanyligyi adatokkal

l

Adatkozlés a dontéshozok és a
lakossag felé

A jarvany viz eredetének igazolasa
vagy megkérddjelezése

9. abra: A dolgozatban bemutatott munkafolyamatok ésszefoglalasa

5.1 Enteralis jarvanyok kivizsgalasa

5.1.1 Mintavételi helyek

A vizbdl torténd viruskimutatas fontos szerepet jatszik azokban az esetekben, ahol viz
altal kozvetitve (is) terjedd virusok tomeges eléfordulasardl értesiil a jarvanyligyi hatosag.
A 2015-2021. kozotti idészakban négy esetben kért a népegészségiligyi hatosag ilyen
jellegli vizsgalatot az NNK-t6l az alabbi mintavételi helyeken:
e Egy alfoldi, kis kiterjedésii tobdl calicivirus-jarvany miatt, a mintavétel 2015. 07.

13-4n tértént. (To1)
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e Harom, korhdz kozelében talalhatd gyogyviz kutbol (K1, K2, K3) calicivirus-
jarvany miatt 2016. 07. 18-an tortént mintavétel.
e Egy csalad magankutjabol 2016. 07. 26-an (K4) vettek mintat hepatitis A
halmozddas kivizsgalasara.
e Egy medencés fiirdé két medencéjébdl (M1, M2) 2017. 02. 15-én érkezett minta
calicivirus-jarvany kivizsgalasara
A vizsgalatok mindegyikében 10-10 liter minta érkezett a laboratériumba, a

mintavételeket az illetékes népegészségiigyi hatdsag végezte.

5.1.2 Viruskoncentralas

A megfelel6 érzékenység eléréséhez kornyezeti mintdk esetében sziikség van a virusok
koncentralasara. Az enteralis uton terjedd virusok kimutatdsira munkacsoportunk mar
rendelkezett korabban alkalmazott modszerrel (Kern és mtsai. 2013), igy vizsgalataink soran
a tejporos flokkulacido modszerét alkalmaztuk.

A flokkulaciés médszerek 1ényege, hogy a virusrészecskéket megfeleld pH és ionerd
alkalmazasa mellett tejpor feliiletére kotjiik, majd iilepitjiik, és az iiledékbdl koncentraltan
visszanyerjiik a virust. A tejporos flokkulaciot Calgua és mtsai. (2008) modszere szerint
végeztik.

A feldolgozott mintamennyiség ivoviz, felszini viz és medencés fiirdéviz esetén 10 L
volt. Az elOkészités soran a vizminta vezetoképességét sziikség szerinti mennyiségl
szintetikus tengeri s6 (Sigma, St. Louis, Missouri, Egyesiilt Allamok) hozzaadasaval
legalabb 1200 pS-re allitottuk be. Ezt kovette a pH beallitasa (1 N HCI oldattal tortént 3,5-
re), majd 1:100 térfogataranyban tejpor szuszpenziod hozzaadasa (1 L oldathoz 10 g sovany
tejpor és 33,33 g szintetikus tengeri s6 (Sigma, St. Louis, Missouri, Egyesiilt Allamok)), az
oldat pH-jat 1 N HCI oldattal 3,5-re allitjuk és felhasznalasig kevertetjiik). Az ilyen mdédon
elokészitett mintat szobahdmérsékleten kevertettilk magnesen keverd segitségével, majd 8
oran keresztiil iilepitettiik.

Az iilepitést kovetden perisztaltikus pumpa segitségével eltavolitottuk a feliiluszot, addig,
hogy a mintabol kb. 500 ml maradjon. A mintat ezt kovetden centrifugaléassal iilepitettiik
(8000 x g, 30 perc, 4°C), eltavolitottuk a feliiliszot, majd a pelletet 10 ml foszfat pufferben
felszuszpendaltuk. Az igy keletkezett koncentratumokat a nukleinsav-kivonasig -20°C-on

taroltuk.
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5.1.3 Nukleinsav-kivonas

A calici- és hepatitis A virus kimutatdsra iranyuld vizsgalatok esetében a viralis
nukleinsav tisztitasa Qiagen Viral Mini kittel (Qiagen, Hilden, Németorszag) tortént a gyartod
utasitdsainak megfelelden. A tisztitds soran 140 pl koncentratumbdl 100 ul nukleinsav

keletkezett.

5.1.4 Folyamatkontrollok

A vizsgélatok soran elengedhetetlen, hogy a viruskoncentralasi 1épések hatékonysagat
ellendrizziik. A calici- és hepatitis A virus kimutatas vizsgalatok soran folyamatkontrollként
huméan 2-es tipusu adenovirus izolatumot (forras: Dr. Jane Sellwood, Reading University,
Egyesiilt Kiralysag) alkalmaztunk. Az izolatum 1 ml-ét 10 liter, lehetdleg a vizsgalt
mintakkal azonos helyrdl szarmaz6 vizmintdhoz adtuk, amelyet a tobbi mintdval azonos
modon dolgoztunk fel.

Negativ kontrollként felforralt csapvizet hasznaltunk az esetleges keresztszennyezések

kizarasa érdekében.

5.1.5 Polimeraz lancreakcio

A calicivirus és hepatitis A virus kimutatds esetében jelenlét/hiany kimutatdsa tortént
PCR-rel. Calicivirusok esetében a norovirusok II genocsoportjanak kimutatasa tortént RT-
seminested-PCR segitségével, a virus RNS fiiggd RNS polimerazat kodolo szakasz szelektiv
felszaporitasaval (Vennema, de Bruin, ¢s Koopmans 2002). Ezzel a moddszerrel nem
mutathatd ki az Osszes human megbetegedést okozd calicivirus, csupan a csoport
leggyakoribb tagjai.

Mivel a calicivirusok RNS genommal rendelkeznek, a modszer elsé 1épése a reverz
transzkripcid, amelyet az elsd PCR ciklus kovet. A seminested reakcioban a méasodik PCR
ciklusban a reakcioban alkalmazott egyik primer azonos, mig a masik kiilonbozik az elsé

reakcidban alkalmazott primert6l.
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A reakcioelegy Osszetétele:

Norovirus GII

Osszetevd végkoncentrdcio ul/reakcio
RN4az mentes viz 4,25
Verso 1l-step master mix (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA USA) 1x 12,5
gY/i’%XCCACTATGATGCAGAYTA-3’ I pmol 0,5
gYTIS/IxTCATCACCATAGAAIGAG-3’ I pmol 0,3
RT enchanser (Thermo Fisher Scientific) 1,25
BSA (Thermo Fisher Scientific) 0,4 mg/ml 0,5
Verso 1I-step Enzim mix (Thermo Fisher
Scientific) 0,5
Nukleinsav 5
Végtérfogat 25
Hoprofil
reverz transzkripcio denaturacio | anellacid extenzid végso extenzid
30p 15p 30s 30s Ip 5p
50 °C 95 °C 95 °C 37°C 72 °C 72 °C
1x 45x Ix
A PCR termék mérete: 326 bp
Norovirus GII (Calici) 11
Osszetevé végkoncentrdcio ul/reakcio
RN4az mentes viz 15,4
Platinum taq puffer (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA USA) 1x 2,5
MgCl (Invitrogen, Waltham, MA USA) 1,5 mM 1,5
dNTP (Invitrogen) 0,2 mM 2
g’\-]/i%ZCCACTATGATGCAGAYTA-3’ 0,4 mM !
I5\{}Al:éCCAGTGGGCGATGGAATTC—3’ 0,4 mM 1
Platinum taq (Invitrogen) 1 U/ul 0,1
BSA (Thermo Fisher Scientific) 0,4 mg/ml 0,5
PCR termék 1
Végtérfogat 25
Héprofil
kezdeti denaturacié denaturacio | anellacid extenzid végso extenzio
3p 30s 30s Ip 5p
96 °C 95 °C 40°C 72 °C 72 °C
Ix 45x Ix

A PCR termék mérete: 236 bp
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A hepatitis A virus kimutatdsa a burok régiora tervezett RT-nested PCR reakcioval tortént

(Paula, Villar, és Gaspar 2003).

Hepatitis A I
Osszetevé végkoncentrdcio ul/reakcio
RNaz mentes viz 425
Verso 1-step master mix (Thermo Fisher
Scientific) 1x 12,5
5:1:%§9A7TTCAGATTGCAAATTAYAAT—3’ I pmol 0.5
5’—3A21§§TTCATY ATTTCATGCTCCT-3’ I pmol 0.5
RT enchanser (Thermo Fisher Scientific) 1,25
BSA (Thermo Fisher Scientific) 0,4 mg/ml 0,5
Verso 1-step Enzim mix (Thermo Fisher
Scientific) 0,5
Nukleinsav 5
Végtérfogat 25
Hoprofil

reverz transzkripcid denaturacio | anellacio | extenzid végso extenzio

30 p I5p 30s 30s Ip 2p

50°C 95°C 95 °C 40 °C 72 °C 72 °C

Ix 40x Ix
Hepatitis A 11
Osszetevd végkoncentrdcio ul/reakcio
Platinum Taq puffer (Invitrogen) Ix 2,5
MgCl (Invitrogen) 1,5 mM 1,5
RNaz mentes viz 16,6
dNTP (Invitrogen) 200 uM 2
BSA (Thermo Fisher Scientific) 0,4 mg/ml 0,5
"+2949"
5>-TATTTGTCTGTYACAGAACAATCAG-3’ 0,2 uM 0,5
"-3192"
5’-AGGRGGTGGAAGYAC TTCATTTGA-3’ 0,2 uM 0,5
Platinum Taq (Invitrogen) 2U 0,4
PCR termék 0,5
Végtérfogat 25
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Hoprofil
kezdeti denaturacio denaturacié |anelldcid| extenzid végso extenzid
4p Ip 30s Ip Tp
94 °C 92 °C 48 °C 72 °C 72 °C
Ix 30x Ix

A PCR termék mérete: 244 bp

A viruskoncentralas hatékonysagéanak ellendrzésére a pozitiv €s negativ kontroll mintabol
Adenovirus kimutatas tortént (Allard, Albinsson, és Wadell 2001). Az Adenovirusok DNS
virusok, igy ebben az esetben reverz transzkripciodra nincs sziikség. A kimutatas nested PCR

reakcioval tortént.

Adenovirus I
Osszetevé végkoncentrdcio ul/reakcio
RNaz mentes viz 10,65
Platinum taq puffer (Invitrogen) 1x 2,5
MgCl, (Invitrogen) 1,5 mM 1,5
dNTP (Invitrogen) 0,25 mM 2,5
?’?é(llcéeS.%ARTGGKCWTACATGCACATC—3’ 0.5 uM 1,25
?féi%?ACSCCICGRATGTCAAAS’ 0.5uM 1,23
Platinum taq (Invitrogen) 1U/ul 0,1
BSA (Thermo Fisher Scientific) 0,2 mg/ml 0,25
Nukleinsav 5
Végtérfogat 25
Héprofil
kezdeti denaturacié denaturacio |anellacido| extenzid végso extenzio
2p 30s 30s Ip 5p
95 °C 95 °C 55°C 72 °C 72 °C
Ix 45x Ix

A PCR termék mérete: 301 bp

31




Adenovirus IT
Osszetevd végkoncentrdcio ul/reakcio
RNaz mentes viz 16,15
Platinum taq puffer (Invitrogen) 1x 2,5
MgCl (Invitrogen) 1,5 mM 1,5
dNTP (Invitrogen) 0,1 mM 1
151’?gf‘3)é3Cd§§GCMACIGAIACSTACTTC—3' 0,5 uM 1,25
1;’?g(ej)é;ztfl(el:lgGCCAGIGTRWAICGMRCYTTGTA—3’ 0.5 uM 125
Platinum taq (Invitrogen) 1U/ul 0,1
BSA (Thermo Fisher Scientific) 0,2 mg/ml 0,25
PCR termék 1
Végtérfogat 25

A reakcid hoprofilja megegyezik az 1. PCR korben alkalmazottal, a termék 171 bp
hosszusagu.
A PCR termékek kimutatisa mindharom virus esetében agardz gélelektroforézissel

tortént (2% agaroz gél, 0,5x TBE, 100 V).

5.1.6 Jarvanyiigyi adatok

Az enterdlis megbetegedésekre vonatkoz6 adatok a terlileti kormdanyhivatalok

Népegészségiigyi Osztalyaitol szarmaztak.

5.2 Orszadgos COVID-19 eldrejelz6 rendszer

5.2.1 Mintavételi helyek

A rendszeres, epidemioldgia célbol végzett szennyviz mintavételek 2020. 06. 04-én
kezdddtek, a teljes orszagot lefedd szisztematikus monitoring rendszer 2020. julius elejére
allt 6ssze. A minatvétel minden esetben a szennyviztelepeken, a nyers szennyvizbdl tortént,
a nagyobb darabos szennyezddéseket eltavolitod racssziird utan. A mintavételi helyeket és az

ellatott lakossagszamot a 1. tablazat foglalja 6ssze.
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Ellatott lakossag

Mintavételi s s Ellatott aranya a megye
Megye pont Ellatasi terilet lakossag (f6) lakossagahoz
képest
Békés Békéscsaba Békéscsaba, Gerla, Fényes, MezOmegyer 59 542 18%
- Pest északi része, a I11. keriilet északi része, Budakalasz, Dunakeszi, Urém, Csémar,
Budapest Eszak .
Kerepes, Kistarcsa, Nagytarcsa Bud .
Budapest Budapest Dél Pest déli része, Vecsés, Gyal, Ullo 1 831372 121(25:;;;6 Jes
Budapest . Sy L. 1z .
Kézponti Telep Buda, Csepel, Pest kdzponti keriiletei, Nagykovacsi, Remetesz616s, Budadrs
Budapest et 1 T . . o s
Pest oo Tokol, Biatorbagy, Szigetszentmiklds, Budakeszi, Szazhalombatta 97 709 8%
agglomeracid
Hajdu-Bihar Debrecen Debrecen, Ebes, Mikepércs, Sarand 214 426 41%
Heves Eger Eger, Felsotarkany, Egerszolat, Egerszalok, Egerbakta 60 741 21%
Gy6r-Moson- Gér Gyo6r, Gyorszentivan, Gyoérujbarat (részben), Gyirmot, Kisbajcs, Nagybajcs, Szénye, 146 559 31%
Sopron y Vének, Vamosszabadi, Gyoérujfalu, Abda, Borcs, Rabapatona, Ménf6csanak 0
Kaposvar, Kaposszerdahely, Magyaratad, Magyaregres, Mernye, Orci, Patalom,
Somogy Kaposvar Santos, Simonfa, Somogyaszald, Somogyjad, Szentbalazs, Taszar, Varda, Zimany, 75 343 25%
Zselickislak, Zselicszentpal
Bacs-Kiskun Keeskemét Kecskemét, Kerekegyhaza, Heteflyejgyhaza, Ygrosfold, Matkopuszta, Méntelek, 128 266 26%
Balloszog, Helvécia
Borsod-Abauj- . Miskolc, Fels6zsolca, Arnot, Szirmabesenyd, Als6zsolca, Malyi, Nyékladhaza, o
Zemplén Miskole Kistokaj, Biikkszentkereszt 191352 30%
Szabolcs- Nyiregyhdza Kotaj, Nyirpazony, Sosto, Sosto-1, Sostofiirds, Nyirszsls, Kertvaros, Belvaros 128 062 23%
Szatmar-Bereg (1. telep)** J, RYUP Y ’ ’ Y ’ ’ °
. Pécs, Vasas, Hird, Bogard, Romonya, Nagykozar, Boda, Bakonya, K6vagotottos, N

Baranya Pecs Kvagosz6lds, Cserkit, Pellérd, Keszii, Gyod, Kozérmisleny 156 107 44%
Nograd Salgotarjan Salgotarjan, Kazar, Matraszele, Somoskdujfalu, Vizslas 41 656 22%
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Ellatott lakossag

Mintavételi e Ellatott aranya a megye
Megye pont Ellitisi terilet lakossag (f6) lakossagahoz

képest
((jjss;):ég;ad- Szeged Szeged, Tiszasziget, Ujszentivén, Kiibekhaza, Deszk 172 171 43%

Székesfehérvar, Kisfalud, Csala, Borgond varosrészek, Pakozd, Patka, Seregélyes,
Fejér Székesfehérvar Seregélyes Szoléhegy, Janosmajor, Jend, Nadasdladany, Sarkeszi, Sarszentmihaly, 113 601 27%

Sarpentele, Urhida

Tolna Szekszard Szekszard 32 488 15%

Jasz-Nagvkun- Szolnok, Rakoczifalva, Rakoczinjfalu, Szaszberek, Ujszasz, Zagyvarékas, Toszeg,
Szolnogky Szolnok Vezseny, Tiszavarkony, Tiszajend, Besenyszog, Jaszalsdszentgyorgy, Szajol, 109 838 30%

Tiszaplispoki
Szombathely, Balogunyom, Bozsok, Bucsu, Cak, Dozmat, Gencsapati,

Gyongyosfalu, Kisunyom, Készeg, Készegdoroszld, Kdszegpaty, Készegszerdahely,
Vas Szombathely Lukacshaza, Narai, Nemesbdd, Nemescsd, Perenye, Pusztacso, Salkdveskt, S¢, 115112 45%

Sorokpolany, Sopte, Tanakajd, Taplanszentkereszt, Torony, Vasasszonyfa, Vassurany,

Vasszécseny, Velem, Vép
Komédrom- Tatabanya Tatabanya, Vértessz616s, Kornye, Vértessomlo, Vargesztes, Szarliget 81332 27%
Esztergom
Veszprém Veszprém Veszprém, Szentkirdlyszabadja, Neme.sva}mo’s, Veszprémfajsz, Kadarta, Gyulafiratot, 62 238 18%
Hajmaskér
Zalaegerszeg, Alibanfa, Alsdnemesapati, Babosdobréte, Bagod, Bak, Bocfolde,
Boncodfélde, Bode, Bucsuszentlaszlo, Csatar, Csonkahegyhat, Dobronhegy, Egervar,
Gosfa, Hagyarosborond, Hottd, Kavas, Kemendollar, Keménfa, Kisbucsa, Kiskutas,

Zala Zalaegerszeg Kispali, Lakhegy, Nagykutas, Nagypali, Nemesapati, Nemeshetés, Nemessandorhaza, 82414 31%

Nemesszentandras, Németfalu, Ozmanbiik, Pethdhenye, Pokaszepetk, Pusztaszentlaszlo,
Salomvar, Sarhida, Sojtor, Teskand, Vasboldogasszony, Vaspor, Vockond, Zalaboldogfa,
Zalacséb, Zalaistvand, Zalaszentgyorgy, Zalaszentivan, Zalaszentlérinc

1. tablazat: A vizsgalt szennyviztisztitok altal ellatott telepiilések

*5 telepiilés Osszesitett mintaja

**Az NNK az 1-es telepre érkezd szennyvizet vizsgalta. A varos két telepe altal ellatott lakossagrol nincs adat, a lakossagszam a teljes varos lakossagat jelenti.

Forras: https://nyilvantarto.hu/hu/statisztikak Magyarorszag allando lakossaganak szama az év els6 napjan megyei ¢€s telepiilési bontasban 2019.
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A mintavételi helyek tobbségénél nem allt rendelkezésre automata atlag mintavevo. Az ilyen
berendezések lénylege, hogy meghatarozott idonként (idéardnyos atlagminta) vagy adott
térfogat atfolyasa utdn (térfogataranyos atlagminta) automatikusan mintat vesz az atfolyd
szennyvizbdl, majd a kiilonb6z6 részmintak 0sszekeverésébol reprezentativ minta készithetd,
amely jol jellemzi a teljes napi szennyviz mennyiségét. Az adatelemzés készitésekor idéaranyos
automata mintavevd Budapest kozponti szennyviztisztitoban, Kaposvaron, Miskolcon,
Nyiregyhazan, Sz¢kesfehérvaron és Szombathelyen 4llt rendelkezésre, a tobbi mintavételi hely
esetében pontminta vételére keriilt sor a reggeli csucsterhelés idején.

A mintavételhez sziikséges steril, 250 ml-es boroszilikat mintavételi liveget a Nemzeti
Népegészségiigyi Kozpont biztositotta, a mintakat a szennyviztelepek munkatarsai vették, majd
a korményhivatalok a mintavételtél szamitott 24 oran beliil, hiitve széllitottdk az NNK
laboratoriumaba, ahol jellemzden azonnal megkezdddott a feldolgozasuk. A budapesti €s a
Budapest kornyéki agglomeraciobdl szarmazd mintdk szallitdsat a Fovarosi Csatornazasi

Miivek végezte.

5.2.2 Viruskoncentrdalas

A megfeleld érzékenység elérése a SARS-CoV-2 kimutatas esetében is kulcskérdés volt.
Mivel a SARS-CoV-2 tulajdonsdgai lényegesen eltértek a korabban vizsgélt enteralis
virusoktol, igy ebben az esetben elsé 1épésként egy alkalmas és hozzaférhetd modszer
kidolgozasara volt sziikség, amihez szamos eljaras tesztelésre kertilt.

5.2.2.1 Tejporos flokkulacio

Az elso tesztelt modszer a mar korabban is alkalmazott tejporos flokkulacié modszere volt
(5.1.2. fejezet). A protokoll szennyvizek esetében kisebb eltéréseket tartalmaz, itt a kiindulési
mintamennyiség 50 ml volt. A szennyvizminték feldolgozasat a nagyfoku szennyezettség miatt
megeldzte egy plusz eldkezelési 1épés is: a mintdkat 1:2 térfogataranyban 0,05 M glicin oldattal
elegyitettiik és 30 percen at jégen kevertettiik. Ezt kovetden centrifugalassal (8000 x g, 30 perc,
4°C) eltavolitottuk a lebegdanyagot, ¢és a tovabbiakban a feliiluszéval dolgoztunk. A tovabbi
Iépések megegyeztek a kordbban targyalt modszerrel, azonban a végsd centrifuigalas utan
keletkez6 pelletet 2m foszfat pufferben szuszpendaltuk fel. Az igy keletkezett

koncentratumokat a nukleinsav-kivonasig -20°C-on taroltuk.

5.2.2.2 Ultrasziirés centrifuga membrannal
Az ultraszliréses modszerek esetében sziikséges a lebegd szennyezddések eldzetes

eltavolitdsa, mert a membranok eltomddéséhez vezetnének. Ennek érdekében a szennyviz

35



mintakbol 50 ml-t 4500 x g -n, 4°C-on 30 percig centrifugéltuk, majd a feliiliszot atontottiik
egy tiszta centrifugacsObe, és a tovabbiakban ezzel dolgoztunk.

A vizsgalatok sordn kétféle kereskedelmi forgalomban kaphatod ultrasziird eszkozt
probaltunk ki, a Thermo Pierce™ Protein Concentrator PES, 10K MWCO (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA USA)és a Merck Centriprep Centrifugal Filter Unit 50,000 NMWL
(Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) termékeket. Az egyszer hasznalatos eszkdzokbe az
elézetesen llepitett mintabol 5-20 ml-t lehet egyszerre betdlteni, majd a beépitett ultraszlird
membranon a centrifugalis erd hajtja at a folyadékot. A Pierce koncentrator esetében 4700 x g-
n, mig a Centriprep esetében 1500 x g-n tortént a centrifugalas szobahdmérsékleten, annyi
ideig, amig a minta nagy része atszirdott a membranon. A megfeleld kimutatési hatar elérése
miatt sziikség volt 50 ml minta koncentraldsara, amit mindkét eszkoz esetében tobb részletben
torténd feldolgozassal lehetett elérni. Ebben az esetben a sziirletet eltavolitottuk az eszkzbol,
a koncentratumot pedig kiegészitettiilk a minta tovabbi részével. A teljes folyamat akar 4 6ran
keresztiil is eltarthatott, ennek soran a kiilonb6z6 mintadkbol 36-50 ml-t sikeriilt feldolgozni, a

koncentratum végso térfogata 0,6-12,6 ml lett.

5.2.2.3 Ultrasziirés lapmembrannal

Az egyedi fejlesztésli modszer soran egy eredetileg ipari, szennyviztisztitasi célra fejlesztett,
polivinilidén-difluorid-alapti  ultraszird6 membrant hasznaltunk, 30 nm-es atlagos
porusatmérdvel ¢és 270 kDa visszatartasi mérethatarral (SUEZ Water Techonologies and
Solutions Hungary, Tatabanya, Magyarorszag). A membranok vékony, 5*5 cm-es lapokban,
natrium-hipoklorit tartdsitoszer oldatban érkeztek a laboratdriumba. Felhasznalas elétt a
tartositoszert legalabb két oran keresztiil, 37°C-on, steril foszfat pufferben torténd aztatassal
tavolitottuk el. A folyamat soran a membranokat folyamatosan nedvesen kellett tartani, mert a
kiszaradas kovetkeztében roncsolddott volna a szerkezetiik.

A minta el6készitése a kereskedelmi forgalomban kaphaté eszkdzokhoz hasonldan az
iilepedd szennyezddések eltavolitasaval kezdddortt (50 ml minta centrifugalasa 4500 g-n,
30 percig, 4°C-on), majd a feliiliszot egy iliveg szlirdberendezésbe helyezett ultrasziird
membranra ontottiik. A sziirés negativ nyomdason (kb. 400 mBar) tortént, szobahdmérsékleten,
iddigénye kb. 30-90 perc mintanként. Amikor a minta 4tszlir6d6tt a membranon, a membrant
¢getéssel sterilezett ollo és csipesz segitségével apré darabokra vagtuk, és 1 ml virus transzport
médiumban (VTM) 1 perc vortexeléssel lemostuk rola a virusrészecskéket. A folyamatot a 10.
abra szemlélteti. Az igy nyert koncentratumot -80°C-on taroltuk.

Az ultrasziiréshez sziikséges szlirOberendezés iivegbdl késziilt, amely megneheziti az

egymast kovetd mintak kozott sziikséges sterilezést. Ehhez a sziiréfejet és a sziir6tdlcséreket 10
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percig aztattuk kb. 3%-os natrium-hipokorit oldatban, steril desztillalt vizzel eloblitettiik, majd
10 percig UV-boxban sterileztiik. A negativ kontroll mintak eredményei igazoltak a modszer

hatékonysagat.

50 ml minta

3

1 ml koncentratum

10. abra: virusmintak feldolgozasa lapmembrannal

5.2.2.4 Koncentralas elektronegativ membranon

Az elektronegativ membranon torténd koncentralast Ahmed ¢és mtsai. (2020) moddszere
alapjan végeztiik. Mivel a nagyobb porusatmérdjii membran kevésbé tomddik el a szennyviztol,
a modszert elokészités nélkiil és elOkészitd centrifugalassal (4500 x g, 30 perc, 4°C) is
kiprobaltuk. A mintdk egy részét MgCl, oldat hozzdadasaval (végkoncentracid: 25 mM) is
elokezeltiik a szlirés elott. A sziiréshez 0,45 um porusatmérdjii kevert celluloz-észter membrant
(Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) hasznaltunk.

A minta atsziirése utan a membranokat az ultraszlird membrannal alkalmazott mdodszerhez
hasonloan apré darabokra vagtuk, 1 ml VTM-et (virus transzport médium) mértiink ra, majd 1
percig vortexeltik. Az igy keletkezett koncentratumot pipettaval leszivtuk a
membrandarabokrdl és a nukleinsav-kivonasig -20°C-on taroltuk.

5.2.2.5 Virusvisszanyerés a szennyviz iiledékbol

Az eddig felsorolt minta-el6készitési moddszerek tobbségében a virus nukleinsavanak
kimutatisa a lebegbanyagok eltavolitdsa utan tortént. Ismert ugyanakkor, hogy a

virusrészecskék a lebegdanyagokhoz kotve is eldfordulhatnak a szennyvizben, igy a
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legegyszeriibb viruskoncentralasi modszer, hogy a centrifugalassal nyert pelletbdl nyerjiik
vissza a virust.

A lebegd részecskék iilepitéséhez a mintat centrifugaltuk (4500 x g, 30 perc, 4°C), majd a
feliiluszot ledntottiik. A pelletbdl azonnal elkezdtiik a nukleinsav-kivonast.

5.2.2.6 Egyéb kereskedelmi forgalomban kaphato rendszerek

A pandémia sordn bebizonyosodott, hogy a szennyviz alapt epidemiologia kiemelten fontos
eszkOz a jarvany kontrolljaban. Miutan egyre tobb laboratorium kezdett viruskoncentralasba,
kereskedelmi forgalomban is megjelentek célzottan szennyvizbdl torténd viruskoncentralast
vagy nagyobb térfogatu mintabol térténd nukleinsav-kivonast kinalo kitek. A vizsgalatok soran
egy ilyen rendszert is kiprobaltunk.

A Zymo Environ Water RNA kit (Zymo Research Corporation, Irvine, CA, USA) esetében
a koncentralasi 1épés egy puffer hozzdadasaval kezd6dik (Water Concentrating Buffer™). Az
eredeti protokoll 5 ml szennyviz minta koncentralasat ajanlja, de ardnyosan tobb puffer
hozzaadasaval nagyobb térfogat is hasznalhato. A vizsgélatok soran 5 — 50 ml szennyviz minta
koncentralasa tortént. 10 perc szobahdmérsékleten torténd inkubacié utan centrifugaltuk az
elegyet (3000 x g, 15 perc, szobahdmérseklet), a feliiluszot eltavolitottuk és a pellettel
dolgoztunk tovabb a gyarto utasitasainak megfelelden. A kit sok egymast kdvetd tisztitasi 1épést
tartalmaz, sejtmalmos feltaras utdn harom kiilonb6z6 oszlopon torténik a nukleinsav tisztitasa.

Az RNS eluatum végso térfogata 6 pl. Az RNS-t a tisztitas utan -70°C-on taroltuk.

5.2.3 Folyamatkontrollok
A SARS-CoV-2 vizsgalatokhoz alkalmazott folyamatkontrollokhoz egy hazai, 2020 elsd

felében izolalt human torzset (SZ-16) hasznalunk. A torzs izolalasa, fenntartasa és hdvel torténd
inaktivalasa az NNK Nemzeti Biztonsagi laboratoriumaban tortént. Inokulum készitéséhez az
izolatumot kezdetben toményen hasznaltuk, 2020. junius kozepétdl kezdve pedig 100x-os
higitasban adtuk a szennyviz mintdhoz. Mindkét esetben 50 pl inokulumot adtunk 50 ml
mintahoz, a vart koncentracio (higitott inokulum hozzaad4sa esetében) a 10° GC/L tartomanyba
esett.

Negativ kontrollként felforralt csapvizet hasznaltunk az esetleges keresztszennyezések

kizarasa érdekében.

5.2.4 Nukleinsav-kivonas

A SARS-CoV-2 kimutatasa esetében a nulkeinsav-kivond készletekbdl szintén hiany

mutatkozott 2020 elsé felében, ezért a vizsgalatok korai szakaszaban (2020 tavasz — nyar)
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szamos kereskedelmi forgalomban kaphat6 kitet kiprobaltunk. A moddszerek legfontosabb

tulajdonsagait a 2. tablazat foglalja ssze.

. . ‘e . L, 12 minta
Nukleinsav- s . kiindulasi elicios
Kivoné kit ajanlott minta térfogat (ul) | térfogat (ul) feldolgozasahoz
sziikséges ido
Zymo Quick-
RNA Fecal/Soil széklet, talaj <250 15 kb. 2,5 6ra
Microbe
Microprep
R eoSpin széklet 180220 | 100-60 | kb.2.56ra
plazma, vérsavo,
Qiagen QIAamp sajtmentes ,
Viral RNA testfolyadékok, 140 100=30 kb. 1 6ra
sejtkultura feliiluszo
Omega Biotech
E.ZN.A Viral | sejtmentes folyadékok 150 50-20 kb. 1 ora
RNA

2. tablazat: a szemnyvizbol torténé RNS kivondsra tesztelt nukleinsav-kivono készletek legfontosabb jellemzdinek
osszehasonlitdsa

A nukleinsav-kivonast a kereskedelmi forgalomban kaphat6 kitek esetén a gyartd utasitasai
szerint végeztiik. Elucids térfogatra minden esetben a kit altal ajanlott legkisebb térfogatot
valasztottuk, a minél tdéményebb RNS kivonat eldallitasa, ezaltal minél alacsonyabb alsé
méréshatar elérése érdekében.

A rendszeres vizsgalatokhoz 2020. 37. hetétdl (09. 07.) kizarélag a Qiagen QIAamp Viral
RNA mini kitet hasznaljuk. A kittel torténd eldkészités viszonylag kevés 1épésbdl all: a minta
liziséhez 10 perc inkubacio sziikséges, ezt az RNS szilika oszlopra kotése koveti, majd két
mosasi Iépést kdvetden kaphatjuk meg a tisztitott nukleinsavat. A kit az RNS degradalodasat
csokkentd hordozd RNS-t (carrier RNA) is tartalmaz. A Omega Biotech E.Z.N.A Viral RNA
kit (Omega Biotech Itd. Kavi Nagar, India) minimalis eltéréssel ugyanezekkel a 1épésekkel
dolgozik. Ezzel szemben a széklethez ajanlott kitek 3 kiilonb6z6 szilika oszlopot tartalmaznak
az inhibitorok tokéletesebb eltavolitasa érdekében, a nukleinsav tisztitdsa pedig joval tobb

1épésbal all.

5.2.5 Mennyiségi RT-PCR

A SARS-CoV-2 kimutatds esetében az enterdlis virusokkal ellentétben a virus
mennyiségének meghatdrozasa is megtortént RT-qPCR segitségével. A kvantitativ.  PCR
LightCycler 480 Instrument II platform késziilékben tortént LightCycler Multiplex RNA Virus

Master kittel (Hoffmann-La Roche, Basel, Svajc). A reakcidhoz hasznalt primereket és

39



probakat a CDC ajanlasa alapjan valasztottuk, a virus nukleokapszid N 1 (N1) génjére tervezett
szekvenciakkal (2019-nCoV-N1-F, GAC CCC AAA ATC AGC GAA AT; 2019-nCoV-NI1-R:
TCT GGT TAC TGC CAG TTG AAT CTG; 2019-nCoV-N1-P: FAM-ACC CCG CAT TAC
GTT TGG ACC-BHQI) (CDC, Atlanta, https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/lab/rt-

pcr-panel-primer-probes.html).
A virus képiaszamat egy kereskedelmi forgalomban kaphato kopia kontrol (EURM-019,
European Commission Joint Research Center, Geel, Belgium) standard gorbéje alapjan

allitottuk be, automatikus kiiszobérték-meghatarozassal.

5.2.6 Digitalis droplet PCR (ddPCR)

A ddPCR modszer nagyon érzékeny €s pontos kopiaszam meghatarozast tesz lehetéveé. A
kopiaszam meghatarozasahoz nem sziikséges kiilsé standard koncentraciohoz viszonyitani a
mennyiséget, igy szamos hiba kizarhat6 (pl. standard degradécidja vagy nem megfeleld
higitasa), és olyan célgének koncentracidja is pontosan ¢és egyszeriien mérhetd, amihez nem
kaphato kereskedelmi forgalomban standard. Az alapelve nem tér el a hagyomanyos PCR
reakcioktol, a vizsgalathoz az el6z6 alfejezetben targyalthoz hasonld probas qPCR reakcidkhoz
ajanlott primerek és probak is hasznalhatoak.

Az elOkészitett, mintat is tartalmazd, alaposan homogenizalt reakcidelegybdl olajos emulzidt
készitiink, a PCR pedig ezekben a kiilonallo cseppecskékben zajlik. A reakcid végén a PCR
terméket egy detektorba vezetjiik, amely az egyes cseppecskéket kiillon-kiilon vizsgalja, hogy
képzddott-e benniik fluoreszcens termék. A pozitiv cseppecskék szamabol statisztikai
értékeléssel szamolhato ki a célgén kopiaszama.

5.2.6.1 Mutaciok kimutatasa ddPCR-rel

A SARS-CoV-2 alfa varians jellemzd mutacidinak (N501Y, delH69/V70) és azok vad
véltozatainak egyidejli, kvantitativ kimutatasa a Bio-Rad (Hercules, CA, USA) dd-RT PCR
mutacio detektald probait hasznaltuk (N501Y assay ID: dAMDS731762551, delH69/V70 assay
ID: dAMDS284738817).

A 22 pl-es reakcioelegy (One-Step RT-ddPCR Advanced Kit for Probes, Bio-Rad Hercules,
CA, USA) 5,5 ul one-step RT-ddPCR Supermixet, 2,2 pl reverse transzkriptazt, 1,1 ul 300 mM
DTT-t, I pul mutacio kimutatd probat, 7,2 ul vizet és 5,0 ul tisztitott RNS kivonatot tartalmazott.

A reakcidelegybdl az olajos emulziot (dropleteket) Automated Droplet Generator (Bio-Rad,
CA, USA) segitségével allitottuk eld, az RT-ddPCR-t a BioRad T100 Thermal Cycler
platformon (Bio-Rad, Hercules CA, USA) végeztiik (25°C 30 perc pre-inkubacio, 50°C 60 perc

reverz transzkripcid, 95°C 10 perc enzim aktivacid, 40 ciklus a kovetkezokbol: 95°C 30 s

40



denaturacio, 55°C 60 s annellacid/extenzio; 98°C 10 majd enzim deaktivacio (2°C/s
hémérséklet-valtozas minden 1épés esetében). A PCR-t egy éjszakén at, 4°C-on torténd droplet
stabilizacio kovette.

A keletkezett termék leolvasasa QX200 system (Bio-Rad, Hercules CA, USA) késziilékben
tortént, az adatok értékelésére a QuantaSoft™ Analysis Pro 1.0.596 programot hasznaltuk (Bio-

Rad, Hercules CA, USA).

5.2.7 Jarvanyiigyi adatok

A COVID-19 esetszam adatok (a fertdzés igazolasanak datuma, tartozkodasi hely telepiilés,
illetve Budapest esetében keriilet szinten, az esetleges elhaldlozds dituma) a Nemzeti
Népegészségiigyi Kozpont altal mikodtetett Jarvanytigyi Szakrendszer (OSZIR — Orszagos
Szakmai Informacios rendszer) adatbazisabol szarmaznak.

A COVID-19 miatt korhazi kezelésre szorulok szdmara vonatkozé adatokat a COVID-19
jarvannyal kapcsolatos iigyekkel megbizott Operativ Torzs hivatalos jelentéseibdl gyiijtottiik
le.

A SARS-CoV-2 variansok el6fordulasara vonatkozéan az NNK Nemzeti Biztonsag

Laboratoérium COVID laboratoriuméban megvizsgalt klinikai mintdk adatait hasznaltuk fel.

5.2.8 A szennyviz mindségi jellemzoi, normalizdlasi modszerek

Az egyes szennyviztelepekre naponta beérkez0 nyers szennyviz mennyiségérol a
szennyviztelepek lizemeltetdi szolgaltattak adatot. A napi Osszesitett virusterhelést a beérkezd
szennyviz mintavétel napjan mért térfogata (L) és a SARS-CoV-2 eredmény (GC/L)
szorzataként allapitottam meg. Negativ eredmény esetében a SARS-CoV-2 kimutatés elvi also
PCR reakcid értéket vettiik alapul, ebbdl kalkulaltuk az eredeti szennyvizminta egy literére
vonatkoztatott eredményt a nukleinsav-kivonas ¢és a minta koncentralas 1épéseit figyelembe
véve. Az alsé méréshatar igy vizsgalati mdodszerenként valtozik, a statisztikai értékelésben
felhasznalt eredmények esetében 1710 GC/L.

A pontmintavételek esetében a higulds mértéke fekalis indikatorok mérésével pontosabban
meghatarozhat6. Erre a fekalis enterococcusok kimutatasanak modszerét hasznaltunk, amelyet
a laboratorium mar korabban rutinszertien végzett, a kimutatast és szamszertsitést az MSZ EN
ISO 7899-1:2000 szabvany szennyvizekre vonatkoz6 része szerint végeztiik. A tenyésztéses
modszer 1ényege, hogy a minta kiillonbozd higitasait (2x — 200 000x) eldkészitett mikrotiter
lemez zsebeibe toltjiikk, igy higitdsonként 16 parhuzamos zseb keletkezik. A fekalis
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enterococcusokat tartalmazd zsebek elbontjadk a tapfolyadékban taldlhat6 MUD-ot (4-
methylumbelliferyl-B-D-glucoside), igy fluoreszcens festék ¢és meggypiros csapadék
keletkezik. A koncentracio a pozitiv zsebek szama alapjan MPN modszerrel (most probable
number — legvaldsziniibb szam) szamithatd. A vizsgéalatokhoz a BioRad Laboratories, Inc.
(Hercules, California, USA) altal gyartott MUD/SF mikropléteket hasznaltuk.

A normalizalas sordn ugy tekintettem, hogy a szennyviz fekalis Enterococcus tartalma
egyenesen aranyos a fekalis frakcié aranyaval. Feltételezve, hogy az egy megbetegedettre es6
atagos SARS-CoV-2 iirités allandd (azonos varidns esetén), a SARS-CoV-2 képiaszam és a
fekalis Enterococcus csiraszam aranyabol megallapithato a szennyviztelep ellatasi teriiletén €16

COVID-19 betegek szamanak alakulasa.

5.2.9 Statisztikai értékelés

Az eredmények statisztikai értékeléséhez Microsoft Excelt (verzio: 2110) és TIBCO
Statistica szoftvert (verzi6:14.0.0.15) hasznaltunk. A médszerek 6sszehasonlito értékeléséhez
kétmintas parositott t-probat, mig a szennyviz SARS-CoV-2 koncentracidinak é¢s a COVID-19
esetszamok Osszefiiggéseinek vizsgalatdhoz linearis regressziot és Almon-féle polinomidlis
eloszlasu késleltetés modellt alkalmaztunk (Almon 1965). Utobbi modell alkalmazasa soran
kikiiszobolhetd az a probléma, hogy az egymds utan kovetkezd adatok nem tekinthetden
egymastol fiiggetlen pontnak, hiszen az adott heti fert6zottszam hatassal van a kdvetkezo heti
fertézottszamra. A modszer ennek a jelenségnek a torzitasat igyekszik csokkenteni, emellett
megmutatja, hogy kiilonbozd késleltetési idok esetében az egyes idépontokban jelentkezd
hatasok (pl. azonos id6ben, egy héttel, két héttel stb. késdbb) milyen hatdssal vannak egy fliggd
valtozora. Ez alapjan becsiilhetd, hogy egy adott hatds eredménye milyen eltolasi idével

jelentkezik legerdsebben.
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6. Eredmények ¢€s ertékelesiik

6.1 Enteralis jarvanyok kivizsgalasa

6.1.1 Calicivirus jarvanyok kivizsgaldasa
A II. genocsoportba tartozo norovirusok vizsgalatara harom esetben kertilt sor az adatgytijtés
ideje alatt:

e 2015 juliusdban egy teriileti calicivirus jarvanyrol értesiilt a népegészségiligyi
hatosag. Az érintettek egy alfoldi, kis kiterjedésti tondl kijeldlt strandon fiirddtek,
ezért felmertilt, hogy a jarvanyt a t6 vize terjeszthette (T61)

e Egykorhaz tertiletén 2016 juliusaban calicivirus jarvany zajlott, aminek a forrasaként
az epidemiologiai kivizsgdlds soran a korhdz kozelében talalhatdo gyogyviz
ivokutakat azonositottak (K1, K2, K3)

e Egyvidéki kisvarosban egy 13 honapos gyermek a csalad a helyi gyogyfiirdoben tett
latogatasa utan calicivirus fert6zést kapott. Az apa elmondasa alapjan egy ismerds
csalad négy tagja korabban hasonl6 lappangasi idovel hasonlo tiineteket észlelt a
fiird6 latogatasat kovetden. A csalad az ott tartozkodasuk ideje alatt kizarolag a fiird6
gyermek pancsolojat és csuszda fogadd medencéjét hasznalta, ezért a mintavételek

is ezekbdl a medencékbdl torténtek 3 nappal az eset utdn (M1, M2) 2017. 02. 15-én.

A vizmintak norovirus irdnyu vizsgalata soran a To1 minta esetében nem képzodstt PCR
termék, mig a masik 6t minta esetében jol kimutathaté termék jelent meg, azonban nem a

pozitiv kontrollal azonos magassagban, hanem att6l kb. 50 bp. eltéréssel (11. abra).

M
3 869 870 V1 V2 + &
. tOMény 10x 100x tomeny 10x 100x

- e e T

11. abra: Az M1 (labor azonosito: 869) és M2 (labor azonosito.: 870) mintak norovirus GII nested PCR eredményei. A
mintakat az esetleges gatlo hatasok csokkentése érdekében 10x-es és 100x-os higitasban is vizsgaltuk. A PCR reakcio mindkét
kore tartalmazott vak mintat (V1, V2), valamint pozitiv és negativ kontrollt. A témény mintakban PCR termék keletkezése
figyelheté meg, amely azonban a porzitiv kontrollban keletkezd terméknél kb. 50 bp.-al rovidebb. M: 100 bp molekulasuly
marker
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A PCR termék a medenceviz mintak mellett a K1-3 mintak tobb higitasdban is azonos

magassagban jelent meg, az eredményeket a 3. tablazat foglalja 6ssze.

Minta higitas PCR termék
tomény +
MI 10x -
100x -
tomény +
M2 10x -
100x -
tomeény +
K1 10x +
100x -
tomeény
K2 10x
100x
tomény
K3 10x -
100x -

3. tablazat: A norovirus GII nested PCR eredmények osszefoglalasa. Minden mintabol harom kiilonbozé higitas keésziilt az
esetleges gatlo anyagok hatasanak csokkentése, valamint hozzavetdleges koncentracio meghatarozasa érdekében. A vizsgalat
mindségi meghatarozast tett lehetévé a PCR termék jelenlétének (+) vagy hianyanak (-) kimutatasaval.

Mivel a mintak tobbségébdl megkdzelitéleg azonos hossziisagh termék keletkezett, némely
mintak esetében tobb higitasban is, ezért feltételeztiik, hogy a vizben jelen levd virus a gén egy
szekvenalas tortént, ez azonban nem jart értékelhetd eredménnyel, feltételezhetéen a kevert
virustorzset tartalmazo kornyezeti minta miatt. Az eredmények alapjan a hamis PCR termék
keletkezését sem lehetne kizarni, ebben az esetben is tovabbi vizsgalatot igényelne, hogy miért
képzodott tobb, egymastol térben és idoben fliggetlen minta esetében is megkozelitden azonos
hosszusagl termék.

A mintdkat minden esetben tobb nappal a feltételezett expozicido utan vették, igy nem
kizarhatdo, hogy az adott viztest virustartalma valtozhatott, adott esetben jelentdsen
csokkenhetett a mintavétel idejére. Igy teljes mértékben a To1 (nem képzédott PCR termék)
esetében sem zarhat6 ki teljes mértékben, hogy a fiirdéviz okozta a fertézést. Felszini vizek
esetében a vizmindség kiilondsen gyorsan valtozhat, a fertézodés €s a mintavétel idépontjaban
megfigyelt iddjarasr6l nem allnak rendelkezésre informaciok. Calicivirusok jelenléte
természetes vizekben nem szamit ritkdnak (Boehm, Graham, és Jennings 2018), nagyszamu
fertézést okozo természetes fiirdéviz okozta jarvany is ismert (Schets és mtsai. 2018). A minta

fekalis indikator paramétereirdl sajnos nem allnak rendelkezésre adatok. A negativ eredmény
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alapjan azonban val6szinlibbnek tlinik, hogy ebben az esetben nem a fiirdéviz, hanem mas
forras (pl. strandon arusitott élelmiszer) okozhatta a fert6zéseket.

A kutviz mintdk (K1-3) esetében a népegészségiigyi hatosidg epidemioldgiai elemzése
alapjan a megbetegedések egyértelmiien a gyodgyviz kutakbol szarmazo viz fogyasztasaval
voltak Osszefiiggésbe hozhatoak (a teriiletileg illetékes kormanyhivatal Népegészségiigyi
Foosztalyanak szobeli kozlése alapjan). Irodalmi adatok is aldtdmasztjak, hogy a norovirusok
képesek ivovizbazisokba (Ekundayo és mtsai. 2021), valamint természetes asvanyvizet add
rétegekbe is eljutni, ezzel 0sszefiiggésben mar palackozott asvanyviz okozta jarvanyt is leirtak
(Guix és mtsai. 2019). A vizsgalt esetben a kétes PCR eredményekkel egyiitt is erdsen
feltételezhetd, hogy a kutviz kozvetitette a fertdzéseket.

A medenceviz mintak (M1, M2) esetében az eredmények megitélése kétesebb, hiszen ebben
az esetben epidemioldgiai bizonyitékok korldtozottan allnak rendelkezésre. Megerdsitett
esetnek csupan egy csalad tagjai tekinthetéek, a masik csaldd esetében nem torténtek
laboratoriumi vizsgalatok a fert6zés korokozdjanak kimutatasra. Mindkét medencébdl 4 nappal
a feltételezett expozicié utan tortént mintavétel. Ez a tobbi esethez képest gyorsnak mondhato,
azonban a medencék fertdtlenitett, szlird-forgatd technoldgiaja miatt a korokozok igy is
konnyen inaktivalodhattak, vagy kihigulhattak a fiird6vizbol. norovirus fertézéseket tobbszor
is leirtak mar fertStlenitett medencevizekkel kapcsolatban is (Maunula és mtsai. 2004;
Paranthaman ¢és mtsai. 2018). Ezzel egyiitt az adott esetben a fertézések kapcsolatat a
medencevizhez sem megerdsiteni, sem cafolni nem lehetett egyértelmiien.

A jovoben sziikség van az alkalmazott vizsgalati modszer fejlesztésére a megbizhatdbb
eredmények érdekében. Mivel az itt haszndlt PCR modszer esetében gyakran volt
megfigyelheté nem vart méretli PCR termék képzddése, érdemes lehet egyéb protokollokat
tesztelni. A probas qPCR reakciok szintén csokkentik a hamis pozitiv termékek detektalasanak
es¢lyét, novelik az eredmény megbizhatosagat, megfeleld standardok hasznalatdval mennyiségi
informdciot is adhatnak. A minden minta esetében alkalmazott RNS virus visszanyerés
kontrollal (pl. MS2) a hamis negativ eredmények kockézata is csokkenthetd lenne. A
megbizhato és folyamatosan rendelkezésre allo, kornyezeti mintdk esetében alkalmazhato
norovirus kimutatdsi modszer kidolgozasa ¢és fenntartdsa epidemioldgiai szempontbol
mindenképpen fontos lenne. Ez azonban csak abban az esetben lehet valoban hatékony, ha a
feltételezett jarvanyok esetében minden gyanus esetben és a lehetd leggyorsabban érkezik minta

a laboratériumba.
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6.1.2 Hepatitis A halmozodas kivizsgalasa

A hepatitis A kimutatds egy minta esetében tortént meg, egy csalad ivoviznyerésre hasznalt
kutja (K4 esetében. A csalddban magéankut vizét fogyasztotta, és tobben hepatitis A fertozést
kaptak 2016 nyardn, igy lehetséges fertdzéforrasként felmertilt a kat vize is. A mintabol a
beagyazott (nested) PCR reakcio sordn nem képzddott PCR termék, mig a virusvisszanyerés
ellendrzésére hasznalt adenovirus kimutatas pozitiv eredményt adott.

Mivel a mintavétel ebben az esetben is hetekkel a feltételezett expozicid utan tortént, igy itt
sem lehet teljes mértékben kizarni, hogy a virus az eltelt id6 alatt kihigulhatott a kutbol. A
fert6zés azonban ebben az esetben csupéan egy csalad tagjait érintette, akik szamos egyéb modon
is atadhattdk egymasnak a fertdzést (hasznalati targyakkal, kozos étel fogyasztdsa, szoros
kontaktus). A hepatitis A esetében azt talaltdk, hogy a szocio-OkonOmiai stitusz jobban
Osszefligg a fertdzés valdszinliségével, mint a haloézati vizhez valé hozzaférés (Koroglu és
mtsai. 2017), igy valdszinii, hogy a fert6zés az esetek tobbségében nem ivovizzel torténik. Az
adott esetben sem zarhatd ki egyértelmiien a kutviz altal kozvetitett fertézés, de az esélye
nagyon kicsi, feltételezhetd, hogy az érintett csalad egyéb forrasbol fertézodott.

A hepatitis A vizbdl torténd kimutatdsa a fenti okokbol a norovirusokéndl kisebb

jelentdségli, azonban a vizsgalati modszer fenntartdsa ebben az esetben is indokolt.

6.1 Az alkalmazott SARS-CoV-2-kimutatasi modszerek osszehasonlito értékelése

Az emberi megbetegedést okozd korokozd virusok eldéfordulasa kornyezeti vizekben
alacsony koncentracioban is kozegészségiigyi jelentdséggel birhat. Mennyiségiik jellemzden
joval alacsonyabb, mint az altalanosan hasznalt indikator szervezeteké, igy a kimutatashoz nagy
mennyiségli minta feldolgozasa sziikséges. Emiatt a kornyezeti mintdkbol torténd
viruskimutatds kulcskérdése a megfeleld koncentralasi moédszer megtaldlasa. Az idedlis
modszer azonban egyrészt a virus tulajdonsagaitdl fiigg (rendelkezik-e lipid burokkal,
mérettartomany), masrészt befolyasolja a naponta feldolgozandd6 mintak szama és a
mintaszallitas litemezése is. Mig burokkal nem rendelkezd enteralis virusok esetében kordbban
mar rendelkezett a laboratorium bevalt modszerrel, a SARS-CoV-2 kimutatas esetében a
megfeleléen érzékeny €s nagy mintaszamra is kivitelezheté modszer megtaldlasa komoly

kihivast jelentett.

6.1.1. Viruskoncentraldsi modszerek

Mivel a tejporos flokkuldcio mddszere mar ismert volt, és a hozza sziikséges anyagok ¢és
eszkozok rendelkezésre alltak a laboratoriumban, a SARS-CoV-2 szennyvizbdl torténd

kimutatasa esetén is kiprobalasra keriilt az eljaras Csupan két parhuzamos mérés késziilt ezzel

46



a modszerrel, ezek esetében 0,8, illetve 12% visszanyerést mértiink az azonos mennyiségt,
koncentralds utan inokulalt kontroll mintdhoz képest.

Szennyvizbdl torténd SARS-CoV-2 kimutatas esetében a tejporos flokkuldcidos moddszer
tovabbi hatranya, hogy nagy az iddigénye (minta-elokészités, 8 ora kevertetés, 8 oOra iilepités),
¢s nehezen kezelhetd vele az orszdgos monitoring milkodtetéséhez sziikséges nagyobb
mintaszdm. Ennek oka, hogy a kevertetés mintanként kiilon magneses keverdkon torténik, ami
napi 8-12 minta feldolgozéasakor nehezen kivitelezhetd.

A szakirodalomban a tejporos flokkulacié modszerének hasznalatéra is talalni példat SARS-
CoV-2 esetében (Philo és mtsai. 2021), ebben a tanulmanyban hasonléan alacsony, 10% kortili
visszanyerést tapasztaltak atlagosan. A hasonl6 elven miikodé PEG (polietilén-glikol) vagy
aluminiumsodkkal torténd koncentralds azonban gyakoribb a szakirodalomban (Wu és mtsai.
2021; Salvo és mtsai. 2021; Farkas és mtsai. 2021).

A tovabbi modszereket kizarolag a SARS-CoV-2 szennyvizbdl torténd kimutatdsa esetén
probaltuk ki. A visszanyerés szamitdsa mindegyik esetben ugy tortént, hogy a hével inaktivalt
SARS-CoV-2-t tartalmazé kontroll vizminta eredményét olyan minta eredményéhez
hasonlitottuk, ahol az azonos mennyiségili izolatumot a koncentralasi 1épést kovetden adtuk a
mintahoz, és a tovabbiakban azonos modon dolgoztuk fel a mintakat.

A flokkulacios modszerekkel ellentétben a kiillonboz6 ultrasziird membranok esetében nem
a részecskék kémiai tulajdonsagai alapjan torténik az elvalasztds, hanem méret alapjan. A
kereskedelmi forgalomban kaphatéd eszkozoket eredetileg fehérjék dializisére fejlesztették ki,
azonban régbta ismert, hogy virusok koncentraldsara is alkalmasak lehetnek (Heijnen és
Medema 2011). A szennyvizbdl torténé SARS-CoV-2 kimutatdssal kapcsolatos elsé
kozlemények esetében is ilyen eszkozoket hasznaltak (Medema, Been, €s mtsai. 2020; Wurtzer
¢s mtsai. 2020), emiatt az altalunk kiprobalt els6 modszerek kozott is szerepeltek.

2020-ban, a COVID-19 els6é hullamaban a molekularis diagnosztikai fogydanyagok nagy
része hidnyterméknek szamitott. A pandémia okan jelentdsen megnétt az érdeklddés a vizekbdl
torténd viruskimutatassal kapcsolatban is, és az elsd biztatd publikdciok utdn hozzank
hasonldan szdmos kutatocsoport igyekezett ultrasziird eszkozoket beszerezni. Ebbdl kifolyolag
mar a modszerfejlesztés korai szakaszaban nyilvanvalova valt, hogy rendszeres, nagy
mintaszamu felmérés nem tervezhetd a kereskedelmi forgalomban kaphaté eszkozokkel.

Egy biztos ellatasi lancot igéré modszer kidolgozasa érdekében felvettiik a kapcsolatot a
SUEZ Water Techonologies and Solutions Hungary tatabdnyai membran fejlesztési
kozpontjaval, mivel egy korabbi projekttel kapcsolatban mar ismert volt, hogy képesek

virusvisszatart6 ipari membranokat gyartani.
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Az els6 ultraszliré berendezés, amelyet sikeriilt beszerezni, a Thermo Scientific Pierce™
Protein Concentrator berendezése volt. A moddszert 3 parhuzamos pozitiv kontroll mintan
probaltuk ki, azonban SARS-CoV-2 egyik parhuzamosbol sem volt visszanyerhetd. Az
ultraszlird membranokat alkalmazé egyedi modszer esetében ezzel szemben atlagosan 96%-o0s
visszanyerést mértiink (n=7), mig a Merck altal forgalmazott Centriprep ultrasziird
berendezéssel atlagosan 80%-ot (n=3). Utobbi két modszer esetében mar lehetdség volt a
mesterségesen inokulalt mintdk mellett valés mintdk Osszehasonlitd értékelésére is, az

eredményeket a 12. dbra szemlélteti.
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12. abra: 3 mesterségesen inokulalt minta (PK) és 11 valos szennyviz minta a SUEZ WTS altal gyartott egyedi ultrasziiré
membrannal és a Merck Centriprep centrifuga ultrasziiré berendezéssel koncentrdlva. Egy valos minta (4258) bizonyult
negativnak SARS-CoV-2-re minkét modszerrel, az dbran az elvi alsoé kimutatasi hatar szerepel (1710 GC/L) A mesterségesen
inokulalt pozitiv kontroll mintak esetében az eredmények atlaga és szordsa jelenik meg (n=3). Nukleinsav-kivonasra mindegyik
modszer esetében a Qiagen QlAamp Viral RNA kitet hasznaltuk.

A két modszer a mesterségesen inokulalt mintdk esetében kivétel nélkiil nagysagrendileg
hasonlé eredményt adott, mig a valdés mintak koziil egy esetben (6171) taldltunk jelentds
kiilonbséget a két értek kozott. A két adatsor statisztikai értékelése azt mutatta, hogy a két
modszer kdzott nincs szignifikans kiilonbség (parositott t-proba, t érték: 0,073; kritikus t érték
kétszeli: 2,16; p <0,05).

Az egyezd visszanyerés mellett a két modszer kivitelezhetdsége jelentdsen kiilonbozik
egymastol. Mig az ultraszlir6 membran esetében a minta egyszerre a szlirOberendezésbe
rogzitett filterre Onthetd, €s az €16 munka igényt kizarélag a vakuum érték 5-10 percenként

torténd szabalyozasa jelenti, a centrifuga membranok ennél joval nehezebben hasznalhatdéak. A
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Centriprep ultrasziiré egyidejii befogadoképessége csupan 15 ml minta egyidejii befogadasara
alkalmas, igy 50 ml minta koncentralasa esetében tobbszor Gjra kell tolteni a berendezést, ami
tobb minta egyidejli feldolgozéasa esetén hibalehetdséggel is jar, mig kisebb mintamennyiség
feldolgozasa esetében a kimutatasi hatar csokken. A kiilonb6zé mintdk nem egyenletesen
sziirddnek, emiatt a berendezések tomegét folyamatosan ellendrizni kell a centrifuga
kiegyensulyozésa érdekében.

A sziirés ideje mindkét ultrasziiréses mddszer esetében hosszl (akar tobb o6ra), azonban a
flokkulaciés modszereknél igy is jelentdsen rovidebb. A lapmembran esetében 50 ml minta 0,5-
3 ora alatt koncentralhatd 1 ml-re 400 mBar koriili vakuum értéken, mig a Centriprep esetében
24 o6rat vett igénybe 36-50 ml minta 0,6-12,6 ml-re koncentralasa. Tovabbi hatrany tehat a
Centriprep esetében, hogy az eltérd koncentralhaté mintamennyiség miatt a kimutatési hatar is
mintanként valtozhat.

Az ultraszlir6 membranok hasznalata elterjedt az irodalomban, az els6 hivatkozasok a Merck
Centricon berendezését hasznaltdk (Medema, Heijnen, ¢és mtsai. 2020). Ez anyagiban
megegyezik az &ltalunk hasznalt Centripreppel, azonban képes 50 ml minta egyidejii
befogadasara. A modszerbedllitas ideje alatt a berendezés nem volt beszerezhetd, ezért nem
keriilt kiprobalasra. Késobb a hasonld elven miikodé Amicon ultrasziiré berendezés is tobb
hivatkozasban megjelent (Westhaus és mtsai. 2021; LaTurner és mtsai. 2021), a vizsgalat ideje
alatt ennek a kiprobalasara sem volt lehetdség.

Annak érdekében, hogy a folyamatos alapanyag-ellatas minden esetben biztositott legyen,
¢s megtalaljuk az ateresztoképesség szempontjabol is optimalis mddszert, tovabbi koncentralasi
eljarasokkal is kisérleteztiink.

Az egyik legegyszerlibb eljarasnak az elektronegativ membranon torténd koncentralas tlint.
Ennek soran egy viszonylag nagy (45 um) pérusatmérdjii membranon abszorpcidval kdtddnek
meg a virusrészecskék, majd onnan kisebb térfogatban lemoshatdak. A modszer tovabbi elonye,
hogy a feldolgozdshoz hasznalt kevert celluléz észter membran szamos tenyésztéses
vizmikrobioldgiai folyamatban hasznélatos, igy a laboratériumban nagy mennyiségben
rendelkezésre allt, €s az utdnpotlasaval kapcesolatban sem mertiltek fel nehézségek. A szliréshez
sziikséges vakuumsziiré berendezés szintén rendelkezésre allt a laboratdériumban, €s egyszerre
akar 6 minta is feldolgozhato rajta. A szliréfejek gazlanggal sterilezhetoek, a sziirétolcsérek
pedig cserélhetdek és gdzsterilizalas utan Gjrahaszndlhatdéak. Az elektronegativ membranon
torténd koncentralast kiilonb6zo eldkezelési modok alkalmazasaval Gsszesen 7 valds mintan

teszteltiik, az eredményeket a 13. dbra mutatja be.
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13. dbra: Elektronegativ membranon torténd koncentralas négy kiilonbozé modszerrel és lapmembrdanon torténd
ultrasziiréses modszerek Osszehasonlitisa 7 valos szennyviz mintan. Réviditések: EM: elektronegativ membranon térténd
koncentralas, +MgClz: a minta eldkezelése sziirés elott MgClz oldattal (végkoncentracio: 25 mM), CF: sziirés eldtt a minta
lilepedd szennyezddéseinek eltavolitasa centrifugaldssal. Minden minta esetében pozitiv eredményt kaptunk, igy az also
kimutatasi hatar figyelembevételére itt nem volt sziikség. Nukleinsav-kivondsra mindegyik modszer esetében a Qiagen QlAamp
Viral RNA kitet hasznaltuk.

Mind a négy elektronegativ membranon torténd koncentralasi modszert csupan harom minta
esetében probaltuk ki tajékozdodo jelleggel. Két minta esetében az eredmények hozzavetdleg
egy nagysagrenddel alacsonyabbak lettek, mint az ekkorra rutin moddszerként hasznalt
lapmembranos ultrasziirés esetében, a pellet eltdvolitdsa a harom mintabol kettdnél tovabb
rontott az érzékenységen. Utobbi nem meglepd, hiszen a viruspartikulumok egy része a
lebegbanyaghoz kothet, ugyanakkor ezeket a lebegdanyagokat az ultraszliréses modszer
esetében is eltavolitottuk.

Tovabbi négy minta esetében a centrifugdldssal eldkészités 1épését mar kihagytuk. Az
eredmények azonban 7 minta esetében is azt mutattdk, hogy a mddszer az esetek tobbségében
(6/7 minta) legalabb egy nagysagrenddel alacsonyabb eredményt adott, mint a referencia
modszerként haszndlt membran ultrasziirés. Statisztikai értékelést itt az alacsony mintaszam
miatt nem végeztiink, az eredmény azonban igy is egyértelmii. A visszanyerés kiszamitasa ezen
madszer esetében nem tdrtént meg, mivel ebben az idészakban a friss szennyviz mintak SARS-
Cov-2 kopiaszéma jellemzden magas volt, a tajékozodo jellegli vizsgalathoz pedig a valos
mintdk osszehasonlito értékelését megfelelobbnek tartottuk.

Az elektronegativ membranon torténd koncentralds beallitaisa Ahmed és mtsai. (2020)
modszere szerint tortént. A kutatocsoport egy allati koronavirus (egér hepatitis virus)
visszanyerési hatékonysagat vizsgalta kiilonboz6 modszerekkel, 6k a MgCl, elokezelést kovetd

elektronegativ membranon torténd koncentralast az ultraszlirésnél (Amicon) is hatékonyabbnak
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talaltak atlagosan 65,7%-0s visszanyeréssel, ami jobb, mint az 4ltalunk mért eredmények. Az
eltérést okozhatta, hogy vizsgalataik sordn a membran lemosdsdhoz sejtmalmos feltarast is
hasznaltak.

A modszer iddigénye €s ateresztoképessége jobb, mint az ultraszliréses modszereké, az
alacsony visszanyerés miatt azonban nem talaltuk célszertinek a modszer tovabbi vizsgalatat.

Legegyszerlibb modszernek a centrifugalassal nyert tiledékbdl torténd virusvisszanyerés
tlint. Ez a feldolgozdsi mod nagyon gyors, hiszen az egyéb modszerek esetében iddigényes
sziirés teljesen kikeriilhetd vele. Hatranya, hogy a nukleinsav-kivonasi médszerek koziil csak a
szilard mintékra is alkalmazhato kitekkel hasznalhato, amelyek joval id6igényesebbek, mint a
rutinszertien hasznalt modszer (1d. késdbb). A modszert 16 valdés minta esetében teszteltiik, az

eredmények a 14. dbran lathatoak.
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14. abra: Az iiledékbdl torténé kozvetlen nukleinsav-kivonds és az ultrasziiré membranon térténd viruskoncentralds
osszehasonlitisa. Minden minta esetében pozitiv eredményt kaptunk, igy az alsé kimutatdsi hatar figyelembevételére itt nem
volt sziikség. Nukleinsav-kivondsra az ultrasziiréses modszer esetében a Qiagen QIAamp Viral RNA kitet hasznaltuk, mig a
pelletbdl torténd nukleinsav-kivonasra a Zymo Quick-RNA Fecal/Soil Microbe Microprep kitet.

Annak ellenére, hogy munkaszervezés szempontjabol ez a modszer mutatkozott a
legjobbnak, a visszanyerése sajnos nem idealis. A mintak tobbségében (14/16) alacsonyabb
eredményt adott, mint az ultrasziiréses modszer, bar kisebb az eltérés, mint az elektronegativ
membranon torténd koncentralas esetében. A statisztikai értékelés alapjan a pelletbdl torténd
nukleinsav-kivonas mddszere szignifikansan kiillonbozik a membran ultrasziiréses modszertdl
(parositott t-proba, t érték: 2,85; kritikus t érték kétszéli: 2,13; p<0,05). Ugyan a
szakirodalomban publikalt modszerek tobbsége az iilepedd szennyezddések eltavolitasaval
kezdodik, elofordulnak iiledékbdl torténd vizsgéalatok is. Philo és mtsai. (2021) a

szennyviziszapbol vettek mintat, ennek vizsgalatdt érzékenyebbnek talaltdk a vizsgalt
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szennyviz koncentralasi modszereknél (PEG és tejporos precipitacio, ultraszlrés). Mig a
vizsgalt iszap mintak hozzéavetdleg 70%-a bizonyult pozitivnak az N1 génre, addig a tobbi
vizsgalt modszer esetében a pozitivitasi arany 31,1 és 22,1% kozott valtozott ugyanerre a
szakaszra. Mas csoportok a szennyvizkezelés soran leiilepedd szennyviziszapbdl torténd
mintavétellel és SARS-CoV-2 kimutatdssal a COVID-19 esetszamok elorejelzése is
lehetségesnek talaltdk (Peccia és mtsai. 2020; Balboa és mtsai. 2021). Az eltéré eredmények
magyarazata feltehetden a modszerek kozotti kisebb eltérések lehetnek (az iszap természetes
iilepedése vagy centrifugaval torténd tilepités, a centrifugalas eltérd sebessége). A szennyviz
Osszetétele, a szennyviztiszitoban alkalmazott iilepitési mdd, a tartdzkodasi id6, valamint a
szennyviz hémérséklete szintén befolyasolhatja a mdodszer eredményességét.

A kereskedelmi forgalomban kaphaté kitek koziil a Zymo Environ Water kitje
keriiltkiprobalasra. A moddszer egy koncentrald puffer hozzdadasaval, precipitacids elven
alapul, magaban foglalja a nukleinsav tisztitdsat is. Emiatt nagyon gyors a feldolgozas,
mindodssze néhany perces inkubalasra és centrifugara van sziikség. Hatranya, hogy csupan 5 ml
mintabdl indul ki, a kis térfogat eludlas miatt azonban az elvi kimutatasi hatar (1050 GC/L)
igy is kiss¢ alacsonyabb, mint a standard modszerként hasznalt lapmembranos ultraszlirés és
Qiagen QIAamp Viral RNA kittel torténd nukleinsav-kivonas kozott (1d. késobb).

A modszert 18 valds szennyviz minta esetében hasonlitottuk Ossze az addigra standard

modszerként hasznalt ultrasziiréssel (15. ébra).
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15. abra: Zymo Environ Water kittel tértéend koncentralas - nukleinsav-kivonas és lapmembrannal torténd koncentralas és
Qiagen QlAamp Viral RNA kittel térténd nukleinsav-kivonas osszehasonlitdasa 18 valos minta esetében. A Zymo Environ Water
kittel 3 minta, mig az ultrasziiréssel 1 minta eredménye lett negativ, ezeket az elvi kimutatasi hatarral helyettesitettiik (1050,
illetve 1710 GC/L)
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A két modszer eredményeinek Osszehasonlitdsa nagyon vegyes képet ad: bar 12 minta
eredménye nagysagrendileg megegyezik mindkét modszerrel, 6 minta eredménye azonban
jelentds kiilonbséget mutat. A Zymo Environ Water kittel 3 minta, mig az ultrasziiréssel 1 minta
negativ eredményt adott, azonban olyan minta nem volt, amely minkét modszerrel negativ lett
volna SARS-CoV-2-re, a parhuzamos feldolgozés ezekben az esetekben magas eredménnyel
zarult. Az eltérések okat nem sikerdilt tisztdzni, bar szerepet jatszhatott az is, hogy az egyes
mintakbol eltéré mennyiségli csapadék képzddott a koncentrald puffer hozzédadéasa utan Zymo
Environ Water kit esetében. Az eredményeket a fentiek miatt nem talaltuk elég megbizhatonak,
igy a tovabbiakban nem hasznaltuk a terméket. Hasonlé modszerek alkalmazéasa az
irodalomban egyeldre nem elterjedt, egy izraeli kutatocsoport azonban sikeresen alkalmazta az
altalunk is hasznalt kitet (Yaniv és mtsai. 2021)

A kit esetében limitaciot jelent, hogy a nukleinsav-kivonds utan nem marad a késObbiekre
eltarolhaté koncentratum. Ez azért probléma, mert kiilonb6z6 okokbol tobbszor is
szlikségesnek bizonyult megismételni a nukleinsav-kivonas 1épését. Ezen kitek esetében a teljes
folyamat megismétlése lenne sziikség, a nyers szennyvizbdl kiindulva, amelyet ugyan szintén
eltarolunk, de igy az ismétlés joval hosszadalmasabb ¢€s koltségesebb, €s a fagyasztas-olvasztas
soran csokken az RNS koncentracié a mintakban.

A vizsgalt viruskoncentralasi modszerek tulajdonsigait SARS-CoV-2 koncentraldsa

esetében a 4. tablazat foglalja 0ssze.

Centrifuga
Tejporos  ultrasziird | Ultrasziir6 Elektrc?n Ulepités Kereskedelmi
.y . negativ .
flokkulacio membran , (pellet) kit (Zymo)
membran
Visszanyerés 4 4 4=
Idéraforditas
Atereszts-
képesség
Beszerezhetdség
Ar

4. tablazat: az altalunk tesztelt viruskimutatdasi modszerek elonyeinek és hatranyainak attekintése SARS-CoV-2 kimutatasra.
Vastag kerettel kiemelve a kivalasztott koncentralasi modszer. -: nem megfelelo, +: elfogadhato, ++: megfeleld, +++ kivalo

A kiprobalt viruskoncentraldsi modszereket 0sszehasonlitva az egyedi gyartast lapmembran
bizonyult a legalkalmasabbnak a hosszutavu, nagy mintaszamu vizsgalatokra. A tejporos
flokkulaciét, az elektronegativ membrant ¢és az lledékbdl torténd virusvisszanyerést az

ultrasziirésnél 1ényegesen alacsonyabb visszanyerés miatt vetettiik el, mig a kereskedelmi
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ultrasziird berendezékellek az elsddleges probléma a beszerezhetdség volt. A vizsgalatok
késObbi szakaszédban utobbi probléma mar megoldodott, a lapmembranos sziirés azonban
hosszatavon is jobban illeszkedett a laboratorium munkafolyamataiba. A kereskedelmi
forgalomban kaphat6 koncentral6 kit nem adott a korabbi modszerrel kelléen 6sszehasonlithato

eredményt, igy a valtast nem talaltuk célszeriinek.

6.1.2 Nukleinsav-kivonasi modszerek osszehasonlitdasa

Mivel a pandémia kezdetén a nukleinsav-kivono kitek nagyon nehezen beszerezhetonek
bizonyultak, szdmos modszer kiprobalasra kertilt. Az alapfeltevésiink az volt, hogy a szennyviz
mintdhoz erdsen szennyezett matrixokhoz (széklethez vagy talajhoz) ajanlott nukleinsav-
kivono kitet érdemes alkalmazni.

Mivel a kitek nem minden esetben alltak rendelkezésre egy id6ben, ezért ebben az esetben
az azonos mddszerrel készitett pozitiv kontrollok eredményeit hasonlitottuk egymashoz. A
Zymo Quick-RNA Fecal/Soil Microbe Microprep kit és az MN NucleoSpin RNA Stool kit
Osszehasonlitasat 6-6 pozitiv kontroll minta esetében végeztiik el. A modszerek kozotti
kiilonbség nem bizonyult szignifikdnsnak (parositott t-proba, t érték: 2,13; kritikus t érték
kétszeli: 2,57; p<0,05). A kétféle altalanos (sejtmentes testfolyadékhoz javasolt) kit esetében
lehetdség volt 52 valds és 6 kontroll (3 pozitiv és 3 negativ) minta feldolgozasara is. Ebben az
esetben mar eléfordultak jelentds eltérések: 10 olyan valds minta is volt, amely a Qiagen
QIAamp Viral RNA mini kittel pozitiv, mig az Omega Biotech E.Z.N.A Viral RNA Kkittel
negativ eredményt adott. Statisztikai értékelés soran ennek ellenére nem bizonyult
szignifikansnak a kiilonbség (parositott t-proba, t érték: 1,73; kritikus t érték kétszéli: 2,00; p
<0,05).

A két széklet mintahoz és a sejtmentes testfolyadékokhoz javasolt kitek kdzott azonban mar

jelentds kiilonbségeket talaltunk (16. abra).
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SARS-CoV-2 (GC/L)

PK altalanos kit PK széklethez javasolt kit

16. abra: Az altalanos (Qiagen QlAamp Viral RNA mini kit és Omega Biotech E.Z.N.A Viral RNA kit, n=15) és széklethez
Jjavasolt (Zymo Quick-RNA Fecal/Soil Microbe Microprep kit és az MN NucleoSpin RNA Stool kit, n=12) nukleinsav kivono
kitek eredményeinek datlaga és szorasa azonos modon inokulalt szennyviz mintak esetében. PK: pozitiv kontroll
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Az eltérd tipusu kitek kozott egyértelmi kiilonbséget tapasztaltunk, a varakozassal szemben
az altalanos kitek bizonyultak jobbnak. A kiilonbség statisztikailag is szignifikans (parositott t-
proba, t érték: 3,12; kritikus t érték kétszEli: 2,06; p<0,05). A varakozasunkkal ellentétes
eredmény feltehetdleg abbol adddik, hogy a széklethez javasolt kitek esetében — a PCR-t gatlo
anyagok eltavolitasa érdekében — nagyon sok 1€pésbdl all a nukleinsav tisztitdsa, amely 1épések
mind valamekkora mintaveszteséggel jarnak. Az eredmények azt mutatjdk, hogy az igy
keletkezett veszteség nagyobb, mint a minta esetleges gatlo anyagai miatt fellépd PCR hiba.
Mivel a pozitiv kontrollok is szennyviz mintabol késziiltek, a PCR gatlas ezek esetében is
jelentkezett volna. A visszanyerési hatékonysag kiillonbségei mellett emlitésre érdemes az is,
hogy a széklethez javasolt kitek esetében a feldolgozasi id6 két-haromszorosa az altalanos
kitekhez sziikséges idohoz képest.

A kiilonb6z6 kutatocsoportok eltérd nukleinsav-kivonasi modszereket hasznalnak sikeresen.
Széklet vagy talajmintdkra optimalizalt (Wurtzer €s mtsai. 2020; Peccia és mtsai. 2020),
altalanos klinikai mintakhoz ajanlott kitek (Westhaus €s mtsai. 2021; Agrawal, Orschler, és
Lackner 2021) hasznalatara is talalni példat, emellett hagyomanyos, kloroformos tisztitasi
modszert is alkalmaznak (Wu és mtsai. 2021). Egy, az Amerikai Egyesiilt Allamokban
szervezett laborkozi 6sszemérés soran szamos vizsgalati modszer (koncentralas €s nukleinsav-
kivonas) Osszehasonlitasa tortént meg SARS-CoV-2 kimutatdsra szennyviz mintabol (Pecson
¢és mtsai. 2021). A vizsgélat soran jelentds eltéréseket, akar két nagysagrend kiilonbséget
talaltak a kiilonb6z6 modszerekkel dolgozo laboratériumok kozott, azonban a vizsgalatban nem
sikerlilt megallapitani, hogy az eltérést a koncentralds, a nukleinsav-kivonas vagy a PCR
reakcioban hasznalt alapanyagok eltérése okozza. A tanulmény arra a kdvetkeztetésre jutott,
hogy szamos modszer megfeleld lehet, azonban az eredmények O0sszehasonlithatosdga miatt
fontos, hogy egy laboratérium azonos modszerrel dolgozzon.

A tesztelt kitek tulajdonsagait SARS-CoV-2 szennyvizbdl torténd kimutatasra az 5. tablazat

foglalja Ossze.

Zymo MN Qiagen Qmega
Quick- . Biotech
NucleoSpin | QIAamp
RNA RNA Stool | Viral RNA EZ.N.A
Fecal/Soil 00 fra Viral RNA
Iddraforditas - = L T+
Ar A + ++

5. tablazat: a tesztelt nukleinsav-kivono kitek Osszehasonlitasa szennyvizbol torténé SARS-CoV-2 kimutatasra. Vastag
kerettel kiemelve a kivalasztott modszer -: nem megfeleld, +: elfogadhato, ++: megfeleld, +++ kivalo
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A nukleinsav-kivon6 kitek esetében a kivalasztott kit (Qiagen QIAamp Viral RNA) nem
csak visszanyerés, de idéraforditas tekintetében is jobbank bizonyult a széklethez vagy talajhoz
ajanlott kiteknél. A masik, altalanos RNS kivono kittel §sszehasonlitva kevésbé egyértelmii a
kiilonbség, azonban az intézetben egy masik beszerzésbol tobb ilyen kit is rendelkezésre allt,

igy ezeket fel tudtuk hasznalni a vizsgalatokhoz.

6.1.3 A SARS-CoV-2 RT-qPCR madszer jellemzoi

A modszer bedllitasa sordn a qPCR protokollon érdemi valtoztatas nem tortént, az Amerikai
Egyesiilt Allamok jarvanyiigyi hatosaga éltal javasolt N1 primer-proba szettet hasznaltuk. A
kezdeti méréseknél (2020 nyaran) a reakciodelegyben belsé kontrollt (internal control) is
hasznaltunk. Az eredmények egyik minta esetében sem mutattak jelentds gatlast egyik vizsgalt
nukleinsav-kivonasi modszer esetében nem. A késObbiekben a belsd kontroll hasznalatat
elvetettiik, mivel csokkentheti a vizsgélat érzékenységét.

A modszer als6 méréshatarat az EURM-019 képia kontroll (European Commission Joint
Research Center, Geel) higitasi soranak mérésével ellendriztiik. Mind az alsé kimutatasi hatar
(LoD), mind az als6 méréshatar (LoQ) 0,703 kopia/ul-nek adodott, amely (reakciotol fiiggden)
a 35. ciklus koriil mutatja e legintenzivebb fluoreszcencia-novekedést (ciklus kiiszobérték,
cycle treshold — Ct). Az ennél magasabb Ct értékek a PCR reakcid hibajat vagy hamis pozitiv
eredményt jelezhetnek. Az LoQ értékét az eredeti mintara visszaszdmitva a teljes modszer
elméleti als6 méréshatdra 1710 GC/L. Az eredmények értékelése sordn minden Ct értéket
pozitivnak tekintettiink, az elméleti als6 méréshatarnal alacsonyabb eredményeket azonban az
elméleti als6 méréshatarral helyettesitettiik. Azért valasztottuk ezt a moddszert, mivel a
szennyvizmintdk elemzésekor a méréshatar koriili eredményeket hasonldan értelmeztiik,
fliggetleniil attol, hogy negativnak vagy gyengén pozitivnak bizonyultak (hiszen ebben a

koncentracio-tartomanyban az eredmény véletlenszerti lehet).

6.1.4 A kivalasztott modszerek jellemzoi

Fentebb 0sszefoglaltuk a tesztelt SARS-CoV-2 kimutatasi modszerek eldnyeit és hatranyait.
A modszerek ateresztoképességét, érzékenységét és hozzaférhetéségét figyelembe véve a
lapmembranon torténd ultraszirést, majd a QiaAmp Viral RNA mini kittel torténé mukleinsav-
kivonast valasztottuk. A SARS-CoV-2 specifikus RT-qPCR ezt kovetden a Roche LightCycler
Multiplex RNA Virus Master kittel, a CDC 4altal javasolt N1 primer szettel tortént.

A modszer stabilitdsat jol jellemzi a mintafeldolgozasi naponként készitett pozitiv

folyamatkontrollok eredményei (17. dbra). A vizsgalt idészakban Osszesen 183 eredmény
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sziiletett azonos modszerrel (ultrasziirés lapmembrannal, nukleinsav-kivonas Qiagen QIAamp
Viral RNA kittel). A pozitiv kontroll mintdkat az adott napon beérkezd szennyviz mintakbol
valasztottuk ki. A munkafolyamatok optimalizalasa érdekében ez altalaban az adott napon
elsoként beérkez6 minta, igy a kivalasztasa nem teljesen véletlenszerli, azonban az elemzett
id6szakban minden vizsgalt mintavételi pontrol érkezé mintabdl késziilt pozitiv kontroll. Az
eredmények értékelés¢hez a nyers PCR eredményeket vettem figyelembe, hogy az eredeti
mintara torténd atszdmitds ne befolyasolja a szordst. A PCR eredmények medidnja
9,42*10%> GC/ul-nek adédott. Az eredményeket a 18. dbra mutatja be. Bar eléfordult néhany
negativ eredmény is (ezt a kontroll minta alapjat képezd szennyviz minta gatlasa, esetleg

feldolgozasi hiba okozhatta), az eredmények tobbsége viszonylag sziik tartomanyban mozgott.

Pozitiv kontrol eredmények 2020. szeptember - 2021. oktober
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17. abra: A kivalasztott referencia modszerrel késziilt pozitiv kontroll mintak PCR eredményei
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6.4 COVID-19 eldrejelz6 rendszer eredményei

Az orszagos felmérés eredményeit 2020. julius elejétdl (27. hét) mutatja be a dolgozat.
Néhany eredmény mar korabbrol is rendelkezésre allt, az orszdg minden megyeszékhelyérdl
azonban ekkortol érkeztek rendszeresen mintak.

Az adatok zar6 datuma 2021. oktober vége (43. hét). A vizsgalt idészakban 6sszesen 1738
nyers szennyviz minta vizsgalata tortént meg a laboratoriumban. A jarvanyhulldmok
Osszehasonlitasahoz az orszagos eredmények tovabbi néhany hetét figyelembe vettiik 2021. 50.
hetéig, annak érdekében, hogy a jarvany teljes 4. hullama elemzésre keriiljon. A heti rendszeres

vizsgalatok természetesen ezt kovetden is folytatodtak.

6.4.1 Normalizaldsi modszerek osszehasonlitasa

A szennyviz mindsége (pl. ko6zds rendszerek esetében a csapadékvizzel torténd higulas
miatt) jelentds idébeli valtozasokat mutathat. A kiilonbdz6 varosok esetében a jellemzd értékek
is eltérdek lehetnek, igy elengedhetetleniil sziikséges egy olyan korrekcios tényezd, amellyel
ezek az értékek Osszehasonlithatova vallnak.

A normalizalasi mddszerek hatdsat Miskolc példajan mutatjuk be. Azért erre a varosra esett
a valasztds, mert a szennyviztelepének ellatasi teriiletén €16 lakossdgszam a harmadik
legnagyobb, Budapesttel ellentétben egyetlen szennyviztelep latja el, és rendelkezik automata
mintavevovel (ellentétben Debrecennel, valamint Budapest €szaki és déli szennyviztelepével).

A varos esetében a nyers SARS-CoV-2 kdpiaszdm eredményeket a 18. abra szemlélteti.
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18. abra: A Miskolcrol beérkezett szennyviz mintak SARS-CoV-2 eredményei normalizalas nélkiil 2020 julius és 2021
oktober kézott. Miskolcrol az Eurdpai Bizottsag 2021-es ajanlasa értelmében 2021. szeptember elejétol (36. hét) heti két minta

érkezett vizsgalatra, ebben az esetben a heti eredménynél a két minta atlagat tiintettem fel. A negativ és elvi kimutatasi hatar
alatti eredmények 0-ként szerepelnek, a tengely azonban az elvi kimutatasi hatarhoz (1710 GC/L) kozel kezdddik.

Az eredmények normalizdldsdnak egyik legegyszeriibb eszkdze a szennyviz mennyiség
valtozasanak figyelembevétele. Ebben az esetben a napi Osszesitett virusterhelés

kiszamitasahoz a literre vonatkoztatott SARS-CoV-2 eredményt a szennyviztelepre beérkezd
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nyers szennyviz térfogataval (L) szorozzuk 6ssze. A modszer egyik hatranya, hogy a kiilonb6z6
méretli varosok eredményei igy nem hasonlithatéak 6ssze, ezt azonban kikiiszobolhetjiik, ha a
napi virusterhelést egységes lakossagszamra (pl. 100 000 fore) vonatkoztatjuk. A normalizalasi

modszer hatasat Miskolc esetében a 19. abra szemlélteti.
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19. abra: a miskolci szennyviz SARS-CoV-2 virusterhelése a mintavételek napjan 2020 julius és 2021 oktober kozétt. 2021.
36. hete ota heti két minta érkezik a telepiilésrdl, ebben az esetben a heti eredménynél a két érték atlagat tintettiink fel. A
negativ és elvi kimutatasi hatar (<1710 GC/L) eredmények esetében az elvi kimutatasi hatdrral szamoltuk.

A napi szennyviz térfogattal végzett normalizalasnak tovabbi akadalya volt, hogy a térfogat
adatokat a vizsgalatok soran nem sikeriilt minden helyrdl id6ben beszerezni. A mintaval ugyan
kiildtek az tizemeltetok mintavételi jegyzOkdnyvet, azonban ezen nem tudtak feltiintetni a napi
térfogatot (a mintavételkor még nincs meg a teljes napi adat), az adatok késdbbi rendszeres
megkiildése pedig nem minden szennyviztelep esetében volt gordiilékeny.

A fekal indikatorok nyomjelzoként valo hasznalatanak elonye, hogy mérésiik kézvetleniil a
bekiildott mintabol torténik, hasonléan a SARS-CoV-2-hoz, igy az eredmény jobban
reprezentalja a mintdt, mint a napi szennyviz térfogat. Mikrobioldgiai indikatorként a fekalis
enterococcusokat hasznaltuk. Az irodalomban ennek a nyomjelzonek a hasznéalata nem
altalanos, elterjedtebb a CrAssphage vagy a PMMoV hasznalata (Medema, Been, ¢és mtsai.
2020). A vizsgalatok kezdetekor bevezetése melletti {6 érviink az volt, hogy a mddszert az NNK
vizhigiénés laboratoriumaban mar kordbban rutinszerien hasznaltuk, a sziikséges anyagok is
rendelkezésre alltak. fgy a SARS-CoV-2 kimutatasi modszer fejlesztésére koncentralhattunk,

¢s az eredményeket egy stabilan mikodd moddszer eredményéhez hasonlitottuk. Ellenkezd
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esetben két uj, bedllitas alatt 1évé moddszer eredményeit kellett volna egymashoz
viszonyitanunk.

Az eredmények normalizalasara legeldszor 2020 augusztusaban lett sziikség, amikor az elsd
egyértelmiien pozitiv SARS-CoV-2 eredményeket kaptuk a szennyviz mintakbol. Ekkorra
koriilbeliil két honapja folyt a rendszeres mintavétel, 6sszesen 167 Enterococcus eredménnyel
rendelkeztiink a nyers szennyvizekbdl, ezek atlaga hozzavetéleg 10 000 MPN/ml értéknek
adodott. A késobbiekben ehhez az értékhez normalizéltuk az eredményeket. Bar a késébbi
mintak Enterococcus eredményeinek atlaga ennél némileg magasabb értéket adott, az adatok
Osszehasonlithatosdga miatt a normalizaldsi alapot nem tiint célszertinek a késébbiekben sem
megvaltoztatni. Az Enterococcusra torténd normalizalas hatasait az eredményekre Miskolc

esetében a 20. dbra mutatja be.
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20. abra: A miskolci szennyviz SARS-CoV-2 eredményei 2020 julius és 2021 oktober kézott 10 000 MPN/ml Enterococcusra
normalizalva. 2021. 36. hete ota heti két minta érkezik a telepiilésrol, ebben az esetben a heti eredménynél a két érték atlagat
tiintettem fel. A negativ és elvi kimutatasi hatar (<1710 GC/L) eredmények esetében az elvi kimutatasi hatarral szamoltam,
ebben az esetben az Enterococcus csiraszamot nem vettem figyelembe.

A két normalizaldsi mddszert Osszehasonlitva lathatd, hogy ugyan mind az Osszesitett
virusterhelés szamitdsa, mind az Enterococcusra torténd normalizalas csokkenti az egyes
értékek kiugrasat, ugyanakkor nem tiinteti el. A varttol felfel¢ vagy lefelé eltérd eredményeket
tobb faktor okozhatja. A laboratériumi hibat viszonylag konnyii ellendrizni megfeleld
dokumentécio esetén, azonban igy is eléfordulhat, hogy felderitetlen marad. Ennél joval kisebb
ralatdsunk van a mintavételi koriilményekre, mivel azt kiilsé szakemberek végezték.

A véletlenszerli ingadozasok, vagy a mintavételbdl és a mérésbol adodo hibak kisziirése

érdekében célszerii az eredmények esetében mozgoatlagot alkalmazni (21. abra).
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21. abra: A Miskolcrol beérkezett szennyviz mintak SARS-CoV-2 eredményei normalizalas nélkiil, 3 pontos mozgoatlagot
(n-1 ... n+1) alkalmazva. Miskolcrol az Eurdpai Bizottsag 2021-es ajanldsa értelmében 2021. szeptember elejétil (36. hét) heti
két minta érkezett vizsgadlatra, ebben az esetben a heti eredménynél a két minta atlagat tiintettem fel. A negativ és elvi kimutatdsi
hatar (<1710 GC/L) eredmények esetében az elvi kimutatasi hatarral szamoltam.

A szakirodalomban szamos normalizalasi médszer hasznalatara talalni példat, azonban nem
minden kutatocsoport hasznal normalizalast a szennyviz mindségi valtozasainak kovetésére
(Agrawal, Orschler, és Lackner 2021). Leginkabb elfogadott fekal indikatornak a szintén RNS
virus PMMoV (D’Aoust és mtsai. 2021; Peccia és mtsai. 2020) ¢s CrAssphage (Medema,
Heijnen, ¢és mtsai. 2020) szdmit, ugyanakkor a szennyviz mennyiségének (Westhaus €s mtsai.
2021), valamint egyéb tulajdonsagainak vizsgélata is el6fordul, mint a vezetdképesség
meghatarozasa. Hollandidban a vezetOképességgel torténd normalizaldst hasonldan
hatékonynak talaltdk, mint a CrAssphage-el torténdt (Langeveld és mtsai. 2021).

A tovabbi vizsgalatok sordn a vezetOképesség monitorozdsa megfontolandd, mivel
egyszertien kivitelezhetd, gyors ¢és olcsd vizsgalat. Emellett azonban fekal indiktator
mikroorganizmus vizsgéalata tovabbra is sziikséges az esetleges mintavételi hibak kisziirése
érdekében. A jovében megfontolandd valamelyik virus indikator hasznélata, amely abbdl a
szempontbol is eldny0ds lehet, hogy ezzel a viruskoncentralas és a nukleinsav-kivonas Iépései

is jobban ellendrizhetokké valnanak.

6.4.2 Osszefiiggés a klinikai adatokkal

A szennyviz monitoring rendszer lizemeltetésének célja, hogy az eredmények segitségével
eldre becsiilhetd legyen a fertdzottek szamanak alakulasa, hogy az egészségiigyi ellatorendszer
idoben felkésziilhessen a megndvekedett terhelésre. A megfelelé normalizalasi, illetve
transzformaldsi modszer kivélasztasdhoz, valamint az eldrejelzd képesség megallapitasahoz

sziikség van az eredmények utdlagos értékelésére.
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Az 1 esetek szamanak megallapitasdhoz az OSZIR-ban rogzitett SARS-CoV-2
megbetegedések fert6zés igazoldsanak datumat vettem alapul. Az adatok kozlésében itt is van
valamennyi bizonytalansag, ugyanis nem teljesen egyértelmii, hogy a régzitést végzd orvos a
COVID-19 gyanu felmeriilésének datumat, a mintavétel vagy az eredmény megérkezésének
datumat rogziti a rendszerbe. Az aktiv esetek szintén régzitve vannak a rendszerben, a
kijelentéseket végzd haziorvosok leterheltsége miatt azonban ez az adat nem minden esetben
bizonyul megbizhatonak. Emiatt az aktiv esetek szamat gy becsiiltilk, hogy a betegség
lefolyéasat atlagosan 10 napnak véve, az eldz6 10 nap Osszes Uj esetét szamitottuk aktiv
betegnek. Az egyes mintavételi helyekhez tartozo esetszamot a szennyviztisztito telep teljes
ellatasi teriilete alapjan, telepiilés alapon szdmoltuk (4. tdblazat).

Problémat jelentett még, hogy a hét kiillonbdzd napjain kiilonb6z mennyiségl tesztet
végeztek, emiatt a napi esetszamok is jelentds ingadozast mutatnak. Ennek kikiiszobdlésére 7
napos mozgoatlagot alkalmaztam; az adott mintavételi naphoz tartozd esetszamot ugy
allapitottuk meg, hogy a mintavétel napjan, valamint mintavétel el6tt és utan 3-3 nap atlagat
vettiik.

A megfelelé normalizélas, transzformacidé és simitds kivalasztasahoz elO0szor linearis
regresszidval ellendriztiik, hogy melyik modszer mutatja a legjobb Osszefiiggést a klinikai
adatokkal () és Osszes esetszam). A 6. tablazatban a Miskolcra vonatkozd eredmények

lathatoak, a teljes adatsor a Fiiggelékben talalhato.
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uj esetek 7 napos
4tlaga/100.000 5 0,19 0,19 0,04 0,27 0,28 0,26 0,33 0,33 0,08 0,43 0,46 042
Miskolc 4 eset +1 hét 0,22 0,24 0,04 0,35 0,39 0,35 0,38 0,42 0,07 0,52 0,58 0,52
aktiv eset/100.000 6 0,20 0,20 0,04 0,25 0,25 0,24 0,35 0,32 0,08 0,39 0,39 0,37
aktiv eset +1 hét 0,23 0,23 0,04 0,32 0,34 0,32 041 0,42 0,07 0,50 0,53 0,49

6. tablazat: A szennyviz eredmények kiilonbozo feldolgozassal (normalizalas, logaritmizalas, 3 pontos simitas), valamint
az azonos és kovetkezé heti (azonos modon szamitott) esetszam adatok dsszefiiggése (linedaris regresszio). A pirossal jelolt
szamok esetében szignifikdns Osszefiiggést talaltam (p<0,05), a szinezés (sargatol zoldig névekvd tendencia) az 1? értékek
osszehasonlitasat segiti.
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Miskolc, valamint a tobbi telepiilés esetében is a logaritmikusan transzformalt, 3 pontra
simitott eredmények adtdk a legerdsebb Osszefiiggést a klinikai adatokkal. Mivel az egyes
mintdk eredményeit az elétte és utana kovetkezd héten vett mintdk eredményeivel atlagoltuk,
igy nem keletkezett idObeli csuszas az adatsorban, ezért feltételezhetd, hogy az igy simitott
adatok legalabb ugyanannyira hasznalhatoak elorejelzésre, mintha nem alkalmaznank simitast.
A moddszer hatranya ugyanakkor, hogy az utolsé adatpont esetében nem lehetséges a harom
pontos mozgoatlag alkalmazasa, ebben az esetben vagy nem kalkulalunk az utolsé ponttal, vagy
csak két pont eredményét vessziik figyelembe. Jelen dolgozatban az el6z6 megoldast hasznaltuk
a kalkulacidhoz. A kiilonb6z6 normalizalasi modszerek (Enterococcus eredményre vagy
térfogatra) nem térnek el egymastdl jelentdsen, azonban a mintavételi helyek tobbségénél az
Enterococcusra normalizalt adatok valamivel erésebb Osszefliggést mutatnak a klinikai
adatokkal. Emiatt a tovabbiakban az id6soros elemzést ezzel az adatsorral végeztiik.

A szennyviz eredmények eldrejelzd képességének megallapitasahoz Almon-féle
polinomialis eloszlast késleltetés modellt alkalmaztuk (Almon 1965), mivel ez kikiiszoboli az
értékelés). A modell 1ényege, hogy meghatarozhato egységnyi késleltetésig vizsgalja, hogy az
egyes késleltetések milyen sullyal befolyasoljak két érték Osszefliggését. Az 10j esetek ¢€s a
szennyviz adatok varosonkénti vizsgalatdhoz kéthetes eltolasig vizsgaltuk az adatok
Osszefliggését. Mivel a modell nem teszi lehetdvé, hogy az adatsor kdzben valtoztassuk a
mintavételi gyakorisagot, ezért minden varos esetében csak heti egy mintat vettiik figyelembe.
Azon varosok esetében, ahonnan 2021 oktoberétdl heti két minta érkezett, az egyik mintat (ha
korabban a hét els6 felében érkezett, a csiitortokon érkezot, ha a hét masodik felében, akkor a
kedden érkezdt) figyelmen kiviil hagytuk. Az eredményeket Miskolc esetében a 22. dbra és az
7. tablazat mutatja be, a tobbi eredmény a Filiggelékben talalhato.
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varos=Miskolc
Plot of selected variables (series)
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22. abra: A miskolci szennyviztisztito SARS-CoV-2 eredményei (Enterococcusra normalizalt, log-transzformalt, 3 pontra
simitott eredmények) és a szennyviztelep ellatasi teriiletén kimutatott uj COVID-19 megbetegedések (7 napos mozgoatlag a
mintavétel napjan)

varos=Miskolc
Almon Polyn. Distr.Lags; Regression Coefficients (Smoothing Transformations)
Indep: GC/L Entero norm LOD log_1: 3 pt.mov.aver Dep: Uj esetek 7 nap (-3 - +3)
Lag: 2 Polyn. order: 1 R=,7576 R-square=,5740 N: 66
Regressn Standard t( 63) p
Lag Coeff. Error
-13,5175764737 8,510726696537 -1,58829873825 0,117225354860
2,8970301098 0,315266929786 9,18913414676 0,000000000000

19,3116366934 8,551488454570 2,25827781865 0,027400491443

N = O

7. tablazat: Almon-féle polinomialis eloszlasu késleltetés modell eredményei Miskolc esetében

Az eredmények alapjan Miskolcon, valamint valamennyi vizsgalt mintavételi hely esetében
a szennyviz adatok egy hetes eltolassal mutatjak a leger0sebb dsszefiiggést az 1j esetszamokkal
(a p érték 1 lag eltéréssel a legalacsonyabb). Az 1) eseteket és a simitott szennyviz
eredményeket bemutatd grafikonok ezt a legtobb esetben jol mutatjak, azonban bizonyos
varosok esetében eltérések is el6fordultak, valamint az egyes jarvanyhulldmok soran sem volt

egységes a lefutds. Az eltérések okait el0szor az egyes varosok esetében probaltuk meg
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felderiteni. A 8. tiblazat a két adatsor illeszkedését jellemzd 1 értékeket és a mintavételi hely

jellemzdit 6sszegzi.

ellatott lakossag atlagos térfogat

(f6) () mintavétel tipusa kov. hét 2
Békéscsaba 59 542 10 651 pontminta 0,72
Budapest D 303 925 58 128 pontminta 0,67
Budapest E 668 330 143 533 pontminta 0,55
Budapest KP 912 698 241 813 24 6rés atlagminta 0,75
Debrecen 214 426 43 413 pontminta 0,45
Eger 60 741 10 623 pontminta 0,74
Gyb6r 146 559 26 982 pontminta 0,67
Kaposvar 75 343 10 772 24 6ras atlagminta 0,64
Kecskemét 128 266 20 707 pontminta 0,62
Miskolc 191 352 37 605 24 6ras atlagminta 0,58
Nyiregyhdza 128 062 12 781 4 oras atlagminta 0,65
Pécs 156 107 23 488 pontminta 0,42
Salgoétarjan 41 656 5410 pontminta 0,74
Szeged 172 171 44 707 pontminta 0,72
Székesfehérvar 113 601 26 010 24 6ras atlagminta 0,70
Szekszard 32488 6677 pontminta 0,59
Szolnok 109 838 17019 pontminta 0,47
Szombathely 115112 22 156 24 6ras atlagminta 0,69
Tatabanya 81332 12 624 pontminta 0,58
Veszprém 62 238 13 890 pontminta 0,70
Zalaegerszeg 82414 12 286 pontminta 0,75

8. tablazat: Az egyes mintavételi helyek f6bb jellemzdinek dsszehasonlitdasa, valamint a szennyviz SARS-CoV-2 eredmények
(Enterococcusra normalizalt, 3 pontos simitdssal) és a szemnyviztelep ellatasi teriiletén eldfordulo uj COVID-19 esetek
asszefiiggése a mintavételt kovetd héten (linedris regresszio)

A szennyviztelepekre beérkezd szennyviz mennyisége és mindsége is jellemz6 ingadozast
mutat a nap folyaman. Az ebbdl eredd eltérések legjobban 24 6ras automata atlag mintavevo
alkalmazasaval kiiszobolhetéek ki (EU 2021), az adatgylijtés idején azonban ilyen
berendezések még nem alltak rendelkezésre a mintavételi helyek tobbségénél. Az
Osszefliggések vizsgalatakor azonban azt l1atjuk, hogy ugyan mindegyik automata mintavevdvel
rendelkezd szennyviztelep eredménye viszonylag megbizhatd, azonban az automata
mintavevovel nem rendelkez0 telepek esetében is taldlhatunk olyanokat, melyek ugyanennyire,
vagy jobban jelzik elére a COVID-19 esetszam alakulasat. Li és mtsai. (2021) pontmintak
vizsgalata esetében azt talaltdk, hogy a mintavétel pontos ideje meghatiaroz6 az eredmény

megbizhatosdga szempontjabol. FElképzelhetd, hogy azokon a telepiiléseken, ahol
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pontmintavételt alkalmaznak, az eltérés a mintavétel pontos idejében (vagy ennek
allandosdgaban) keresendd. A bekiildott mintavételi jegyzOkonyvek egy részén ugyan
feltiintetik a mintavétel pontos idejét, ez azonban nem minden esetben megbizhato. Az
automata mintavevl berendezés hasznalatdnak fontossdgaban minden tanulmany egyetért,
emiatt a jovoben fontos fejlesztési teriilet az automata mintavevd berendezések beszerzése azon
telepek részére is, amelyek egyeldre nem rendelkeznek ilyen eszkozzel.

Az eredmények megbizhatosagat a mintavételi gyakorisag is befolydsolhatja. Az Eurdpai
Unio heti két mintavételt javasol, amelyet heti egyre lehet csokkenteni, ha feltételezhetden nem
fordulnak elé COVID-19 megbetegedések a teriileten (Eurdpai Bizottsdg 2021). Mas
tanulméanyok eredményei alapjan szintén heti kettd vagy harom mintavétel javasolt, ennél
gyakoribb mintavétel azonban mar nem ndveli az eredmények megbizhatdsagat (Bertels és
mtsai. 2022). A hazai viszonyok esetében a mintak beszallitdsanak logisztikéja jelentds kihivast
jelentett, igy a vizsgalt id0szak nagy részében heti mintavétel tortént, gyakoribb mintavétel
esetében is csak heti egy minta eredményét vettiik szamitasba. A hazai adatok esetében a heti
egy, illetve két minta eldrejelzd képességének eltérését a rovid iddszak miatt még nem
elemeztiik.

A szennyviz alapu epidemioldgia modszerét ugyan nagyon kis populacidéméret esetében is
hasznaljak (pl. repiildgépek, korhazak vagy egyetemi kampuszok szennyvize esetében),
ugyanakkor ezek a vizsgalatok elsdsorban a vizsgalt populacid6 COVID-19 mentességének
megerdsitésére szolgalnak, vagy alacsony atfert6zottség esetén a jarvany (1jboli) fellobbanasat
jelezhetik (Li és mtsai. 2021; WHO 2022). Megbizhaté mennyiségi eredmény azonban csak
nagyobb lakossagszdm esetében varhato, a hazai vizsgalatok emiatt is a megyeszékhelyekre
terjednek ki. A tanulméanyok tobbsége nagyobb populaciomérettel rendelkezd telepiilések
esetében magasabb kopiaszamot tapasztalt, bar ez a nagyobb telepiiléseken jelentkezo
egyébkeént is magasabb fert6zott arannyal is magyarazhat6 lehet (Bertels és mtsai. 2022).

A vizsgalat tervezésekor tehat azt feltételeztilk, hogy a nagyobb varosok eredményei
megbizhatobban fogjak jelezni az esetszdmot, mivel nagyobb populacid, tobb fertdzott és
nagyobb napi szennyviz térfogat esetében az egyéni eltérések, valamint a mintavételbdl és a
mérési bizonytalansagbdl adodo esetleges hibak jobban kiatlagolodnak. Ezzel szemben azt
talaltuk, hogy az egyes mintavételi helyeken jellemzd Osszefliggés teljesen fiiggetlen a
szennyviztelep altal ellatott lakossagszamtdl: mig a legnagyobb telepiilések kozott is taldlunk
igen megbizhatatlan eredményeket mutatokat (Debrecen, Pécs), addig a kisebb

megyeszékhelyek esetében is tapasztaltunk nagyon jo Osszefiiggéseket (Békéscsaba, Eger,
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Salgoétarjan). Feltételezhetd, hogy a nem vart eltérést egyéb faktorokban jelentkezd
kiilonbségek okozzak.

A visszanyert SARS-CoV-2 kopiaszamot befolyasolhatja a szennyvizben talalhato tilepedd
anyagok mennyisége (Bertels ¢és mtsai. 2022; Li és mtsai. 2021), mivel a virus az iiledékhez
kototten is eléfordul, ahogy azt sajat vizsgalataink is kimutattak (iiledékbdl torténd visszanyerés
5.2.2.5. fejezet). A standard modszer esetében ezt az iiledéket eltavolitottuk, igy az itt
megtalalhat6 virusgenomok nem szamitodnak bele a végsd kopiaszamba. A vizsgélatok sordn
lathatd ugyan, hogy az egyes mintavételi helyekrél szarmazo mintdk esetében eltérd
mennyiségl iiledék jellemzd, pontos mennyiségi meghatdrozas azonban nem torténik ezzel
kapcsolatban.

A szennyviz mindsége, kiilonosen csapadékvizet is befogadd rendszerek esetében, jelentds
valtozasokat mutathat. Kiilonb6zo6 kutatocsoportok szamos modszert alkalmaznak a szennyviz
mindségi valtozasainak kiszlirésére. A térfogattal torténd normalizalds (napi 0Osszes
virusterhelés, meghatarozott populéciora vonatkoztatott dsszes virusterhelés meghatarozasa)
egyszerd, kiegészitd mérést nem igényld modszer a csapadékkal torténd higulds hatasanak
kikiiszobolésére. Az igy torténd normalizalds novelheti az eredmények megbizhatosagat,
figyelembe kell azonban venni, hogy csapadékos napokon a szennyviz tartézkodasi ideje kisebb
2022). Vizsgalataink sordn a szennyviz napi mennyiségével torténd normalizalds még az
automata mintavevovel rendelkez6 telepiilések esetén sem javitotta érdemben az eredmények
megbizhatosagat (1d. Fiiggelék).

A leginkabb elfogadottnak szamité normalizalasi modszer a fekal indikator RNS virusokra
(PMMoV, CrAssphage) torténd normalizalds (Li és mtsai. 2021). Vizsgélataink soran
bakterialis fekal indikatort (fekalis Enterococcus) hasznaltunk, mivel ez a mddszer is alkalmas
a szennyviz fekalia tartalmanak nyomon kdvetésére, ugyanakkor a degradacioja eltérhet az
RNS virusokétdl. Az eredmények azt mutatjdk, hogy az Enterococcus szamra torténd
normalizalas is képes valamelyest novelni az eldrejelzd képesség megbizhatdésagat. Ennek
ellenére a nagyobb elfogadottsdg és a minden bizonnyal nagyobb megbizhatosag miatt a
PMMoV vizsgalatok, valamint az ezzel torténd normalizalas bevezetése a rovid tava fejlesztési
célok kozott szerepel.

Az elbrejelzd képesség a kiilonbozd hullamok esetében is eltérhet, ennek okait késobb

igyeksziink tisztazni.
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6.4.3 Az orszagos dtlag elorejelzo képessége

Az egyes varosok eredményeinek nyomon kovetése mellett sziikséges volt az orszagos
trendek vilagos atlatasa is. Az orszagos atlag szamitasa olyan elénnyel is jar, hogy az egyes
varosokban megfigyelt, véletlenszertinek tiind ingadozasok ezzel a modszerrel elsimithatoak.

Az orszagos atlag szadmitasahoz az egyes mintak 10 000 MPN/ml Enterococcusra
normalizalt SARS-CoV-2 eredményeinek 10-es alapti logaritmusat vettiilk, majd ezeket az
eredményeket az egyes szennyviztisztitok altal ellatott lakossagszammal sulyoztuk. Negativ
eredmények esetében a SARS-CoV-2 elvi alsé kimutatasi hatarat (1710 GC/L) hasznaltuk a
szamitashoz, ebben az esetben normalizaldst nem alkalmaztuk. Az RT-qPCR reakcid
bizonytalansagai miatt az elméleti kimutatasi hatarnal alacsonyabb szamszerti eredmények is
eléfordulnak, ebben az esetben is az alsé kimutatasi hatarral szamoltuk.

2021 oktoberétdl a legnagyobb telepiilésekrdl heti két minta érkezett, ebben az esetben a
mintdk eredményeinek atlagat vettiik figyelembe. Ugyan az orszagos atlag szdmitdsa mar
onmagaban csokkenti a véletlenszerli hibak hatasat, az egyes mintavételi helyek eredményeinek
simitasa (3 pontos mozgdatlag alkalmazasa) tovabb csdkkenti az ingadozast. Az orszagos atlag

alakulasat az egyes szamitasi modszerek alkalmazasaval a 23-24. abrak szemléltetik.
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23. dbra: Enterococcusra normalizalt SARS-CoV-2 eredmények orszdagos, lakossagaranyosan sulyozott atlaganak
alakuldsa a vizsgalt periodusban (2020. 07. 01 —2021. 10. 31.)
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24. abra: varosonként 3 pontra simitott, Enterococcusra normalizalt SARS-CoV-2 eredmények orszagos,
lakossagaranyosan sulyozott atlaganak alakulasa a vizsgalt periodusban (2020. 07. 01 —2021. 10. 31.)

Az adatelemzésnél a szennyviz eredményeket heti szinten Osszesitettiik. Az 0j esetszam

elemzésekor problémaként jelentkezett, hogy a hét kiilonb6z6 napjain kiillonb6z6 mennyiségli

klinikai vizsgalat késziilt, igy legcélszeriibb a 7 napos mozgoatlag alkalmazéasa volt. Mivel a

heti szennyviz mintakat hétfé és csiitortok kozott vették, az 0j esetszdmokat is hasonlo

iddintervallumban (el6z6 hét péntektdl adott hét csiitortokig) atlagoltuk. A korhdzi esetek

tekintetében kisebb felbontasban, €és csak orszagos szinten alltak rendelkezésre az adatok az

elemzés készitésekor, ezért ebben az esetben a korhazi adatokat az adott naptari hétre (hétfotol

vasarnapig) atlagoltuk (25. dbra).
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25. abra: Szennyviz eredmények lakossdagaranyos sulyozott atlaga (Enterococcusra normalizalva, 3 pontos simitdst
alkalmazva), valamint az vj és korhazi kezelést igénylé COVID-19 esetszam alakuldsa 2020. 08. 01. és 2021. 10. 31. kozott
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A 25. abran lathatd, hogy a szennyviz eredmények trendjét jol koveti mind az 0j esetek
szdma, mind a korhazi kezelésre szorulok szama. A késleltetési idé meghatarozasara az el6zo
fejezetben ismertetett Almon-féle polinomidlis eloszlasu késleltetés modellt alkalmaztuk. Az

eredményeket a 9-10. tablazatok foglaljak ossze.

All Groups

Almon Polyn. Distr.Lags; Regression Coefficients (orszagos adatok)

Indep: szennyviz lakossagaranyos sulyozott atlag (log, simitott) Dep: Uj esetek 7 napos atlaga (csutértok)

Lag: 2 Polyn. order: 1 R=,7364 R-square= ,5422 N: 64

Standard

Regressn t( 61) p
Lag Coeff. Error
0 -756,508350966 685,1699450074 -1,10411782723 0,273878450440
1 164,435817255 19,1883619415 8,56955991118 0,000000000005
2 1085,379985476 690,7809779418 1,57123606488 0,121300868803

9. tablazat: Almon-féle polinomialis eloszlasu késleltetés modell eredményei az orszagos atlag és az orszagos uj esetszam

esetében

All Groups

Almon Polyn. Distr.Lags; Regression Coefficients (orszagos adatok)

Indep: szennyviz lakossagaranyos sulyozott atlag (log, simitott) Dep: kérhazi apolasra szoruldk heti atlaga

Lag: 4 Polyn. order: 1 R=,7733 R-square=,5980 N: 62

Regressn Standard t( 57) p

Lag Coeff. Error
0 -677,646094772 521,7850429412 -1,29870739673 0,199273901195
1 -252,901112726 259,9855885655 -0,97275050560 0,334787400156
2 171,843869319 18,1926877853 9,44576586745 0,000000000000
3 596,588851365 265,4713429327 2,24728155127 0,028509667593
4 1021,333833410 527,2804627053 1,93698402586 0,057709146770

10. tablazat: Almon-féle polinomialis eloszlasu késleltetés modell eredményei az orszagos dtlag és a korhazi kezelésre
szorulok orszagos szama esetében

A szamitasok alapjan az 01j esetszammal orszagos szinten legszorosabban 1 hetes eltolassal,
mig a koérhazi kezelésre szorulok szamaval legszorosabban 2 hetes eltolassal fiiggnek dssze a
szennyviz adatok.

A vilag szamos orszagaban végeznek hasonlod szennyviz vizsgalatokat a COVID-19 jarvany
kovetésére és eldrejelzésére (,,COVIDPoops19 Dashboard” 2022). Az egyes orszagokban
meghatarozott eldrejelzd képesség nagyon valtozd, néhany naptdl akar két hétig terjed az 0j
esetszam tekintetében (D’Aoust és mtsai. 2021; Krivonadkova és mtsai. 2021; Agrawal,
Orschler, és Lackner 2021). Az eldrejelzd képességet a betegség lappangasi ideje mellett
leginkabb az egészségligyi ellatorendszer teljesitménye (a tesztek elérhetdsége, varakozasi idod
a mintavételre, vizsgalatok elkésziiléséhez sziikséges 1d6) befolyasolja. A felsorolt tényezdk
idében is nagy valtozasokon mentek keresztiil, igy a tovabbiakban ezen valtozasok hatasait

foglaljuk Gssze.
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6.4.4 Elorejelzés hatékonysdga az egyes jarvanyhullamokban

A varosonkénti, valamint az orszagos adatok elemzése soran is feltin, hogy az egyes
jarvanyhullamokban eltéréen kovetik egymast nem csak a szennyviz- és klinikai adatok, de az
Uj és a korhazi esetszam is. Az aldbbiakban az orszadgos szennyviz adatsort (Enterococcus-ra
normalizalt, 3 pontra simitott értékek) hasonlitottuk 6ssze a klinikai adatokkal a COVID-19
hazai 2-4. hullaméban (a szamitott értékek a Fiiggelékben taladlhatoak). Az egyes hullamok
elkiilonitéséhez elsdsorban a szennyviz adatokat vettiik figyelembe, az ujabb hullamok
kezdetének azt a hetet jeloltiik ki, amikor elszor elkezdtek emelkedni a szennyviz SARS-CoV-
2 koncentréaciok orszagos atlagban.

Misodik hullamként a 2020. augusztus eleje és 2021. 3. hete (januar kozepe) kozotti
id6szakot abrazoltuk (26. abra).
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26. dbra: Szennyviz eredmények lakossdagaranyos sulyozott datlaga (Enterococcusra normalizdalva, 3 pontos simitdst
alkalmazva), valamint az j és korhazi kezelést igénylo COVID-19 esetszam alakuldsa a masodik jarvanyhullam alatt.

A vizsgalatok soran az els6 egyértelmiien pozitiv eredményeket 2020. augusztus elsé felében
kaptuk, ezt 2020. szeptemberben trendszerti emelkedés kovette. A COVID-19 esetszam
ugyanebben az idében augusztus végén — szeptember elején indult hirtelen névekedésnek, az
ellatorendszer azonban nehezen birta a hirtelen fellépd vizsgalatszam emelkedést. A masodik
hullam folyaman végig jellemz6 volt, hogy az orr-garat mintavételre és a PCR eredményekre
akar egy hétnél tobbet is varni kellett. Emellett elsésorban a nyar végén feltételezhetéen magas

volt a tiinetmentes vagy enyhe tiinettel orvoshoz nem forduldk ardnya, mivel ebben az
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id6szakban a fertdzottek atlagos €letkora alacsony volt. A tiinetmentes fertozottek virustiritése
a human statisztikdban nem jelent meg, a szennyviz eredményekben viszont igen.

A szennyviz adatokban 2020. szeptember masodik fele és oktober eleje kozott egy
egyértelmiien csokkend trend volt megfigyelhetd. A csokkend koncentraciok varatlanok voltak
ebben az id6szakban, ezért felmertilt a laboratériumi hiba lehetdsége is, emiatt szamos minta
mérését megismételtiik ebbdl az iddszakbol. Az azonos id6ben végzett ismétld vizsgalatok
azonban megerdsitették a koncentraciok atmeneti visszaesését. Ebben az iddszakban az yj
esetszamokat tekintve csokkend tendencia nem volt megfigyelhetd, azonban a naponta
diagnosztizalt fertdzottszam nem noétt tovabb. Az adatok alapjan elképzelhetonek tlinik, hogy a
fertdzottek szamaban szeptember elején jelentkezd ugrast az ellatérendszer nem tudta kdvetni,
a klinikai adatokban ezért nem rajzolodik ki ez az id6szak kiilon hullamként.

A szennyviz eredményekben legkdzelebb 2021 4. hetében jelentkezett emelkedés, igy a
jarvany harmadik hulldmaként a 2021. januar vége — 2021. julius eleje (27. hét) kozotti
id6szakot tekintettiik (27. dbra)
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27. abra: Szennyviz eredmények lakossdagaranyos sulyozott datlaga (Enterococcusra normalizdalva, 3 pontos simitdast
alkalmazva), valamint az uj és korhazi kezelést igénylé COVID-19 esetszam alakulasa a harmadik jarvanyhullam alatt.

A harmadik jarvanyhulldm alatt a szennyviz eredmények ¢és a klinikai adatok lefutdsa
nagyon hasonlé volt. 2021 elsé felére a COVID-19 diagnosztika sokat fejlodott: ebben az
id6szakban a vizsgalatok nagy részét olcsobb, kevésbé érzékeny, de hasonldoan megbizhato
gyorstesztekkel végezték. Ennek kovetkeztében tobb vizsgalat elvégzésére volt kapacitasa az

egészségiigyi ellatorendszernek. A SARS-CoV-2 ebben az iddszakban domindnssa valé alfa
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variansa a légutakban nagyobb kopiaszadmban van jelen (Davies, Abbott, €s mtsai. 2021), igy a
kevésbé érzékeny tesztek is konnyebben kimutatjadk. Emellett sulyosabb tiineteket is okoz
(Davies, CMMID COVID-19 Working Group, és mtsai. 2021), igy alacsonyabb lehetett a
tiinetmentes megbetegedések aranya. Ezek az eltérések magyarazhatjak azt is, hogy mig a
szennyviz SARS-CoV-2 eredmények a madasodik és harmadik hullimban nem tértek el
jelentdsen, addig a klinikai eseteket tekintve harmadik hulldm jelentdsen nagyobb
esetszamokkal jelentkezett.

2021 elsé felére elérhetové valtak a laboratoriumi hattér nélkiil, néhany perc alatt
elvégezhetd gyorstesztek is, ezek bevezetése a diagnosztikai gyakorlatban csokkenthette a
megbetegedés kezdete és a fertdzés igazolasa kozott eltelt idot. Ez a szennyviz adatok elérejelzd
képességének rovidiilését eredményezhetné, az eldrejelzd képesség azonban ebben az
id6szakban is megmaradt, s6t novekedett: az 0j esetek szamanak valtozasa 2-3 hét késéssel
jelent meg a szennyviz adatokhoz képest, az emelkedés kezdete egy, mig a tetdézése két héttel
kovette a szennyviz adatok valtozdsat. A korabbiakndl pontosabb diagnosztika, illetve a
feltehetden kevesebb tiinetmentes fertdzott miatt valdsziniileg ebben a jarvanyhulldmban
mutatkozott meg legpontosabban a szennyviz- €s a klinikai adatok kozotti 6sszefliggés.

A harmadik hulldm lecsengése utan 2021 nyaran a szennyviz SARS-CoV-2 eredmények
alacsony értékeket mutattak, azonban az el6z6 nyarral ellentétben, ebben az idészakban minden
héten eléfordult legalabb néhany als6 méréshatar feletti eredmény. A koncentraciok ismételt
emelkedését 2021. julius masodik felétdl tapasztaltuk, azonban az emelkedés nyaron ¢€s kora
Osszel lasst €s nem egyenletes volt (28. abra). A szennyviz eredmények a 45. héten érték el a
legmagasabb értékeket, mig az 0j esetek szama a 47. héten, mig a korhazi fertézések szama a

48. héten tetdzott.
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28. abra: Szennyviz eredmények lakossdagaranyos sulyozott atlaga (Enterococcusra normalizalva, 3 pontos simitdst
alkalmazva), valamint az uj és korhazi kezelést igényld COVID-19 esetszam alakuldsa a negyedik jarvanyhullam 2021.
december kézepéig tarto szakaszaban.

A 4. hullam esetében a korabbi valtozatoknal is fertdzoképesebb (Mlcochova és mtsai. 2021;
Puhach ¢és mtsai. 2022) delta varians okozta a fertézések nagy részét (ECDC 2021). Emiatt
azonos fertdzottszam mellett is magasabb kopiaszdmot tapasztalhattunk a szennyvizben, mint
a korabbi hulldmok esetében. Emellett egy ezzel ellentétes hatas is jelentkezett: 2021 nyarara a
hazai lakossag hozzavetdlegesen 60%-a COVID-19 elleni immunizacioban részesiilt. Az oltas
hazai adatok alapjan a vakcina tipusatdl és az oltott személy életkoratol fliggden 68,7 — 88,7%-
os védelmet ad a fert6zés ellen (Voko €s mtsai. 2021). Az oltés a tlinetmentes fert6zés ellen is
véd (Hall és mtsai. 2021; Angel és mtsai. 2021), azonban az enyhébb tiinetek miatt az oltés
ellenére fellépd esetleges enyhe fert6zddés nagyobb eséllyel marad felderitetlen. Utdbbi szintén
pozitiv eltérést okoz a szennyviz adatokban a klinikai esetszamokhoz képest.

Az egyes jarvanyhullamok adatainak Osszehasonlitasa soran lathatd, hogy a szennyviz
mintak azonos SARS-CoV-2 koncentracidihoz jelentdsen eltérd napi Uj esetszam ¢és korhazi
kezelésre szoruld fertdzottszam tarsulhat. A klinikai adatokat szamos tényezd befolyasolja: mig
a diagnosztikai kapacitdsok emelkedése ¢és a betegség sulyosabb lefolydsa a naponta
diagnosztizalt fert6zottek szamat noveli, addig a populacidé magas szintli immunizacidja, a fiatal
¢letkor miatti enyhébb tiinetek, de akar az enyhébb iddjaras is csokkentheti a diagnosztizalt
fertézottek szamat. A korhdzban kezeltek szama kevésbé fligg a vizsgalati kapacitasoktol,

azonban a fertézottek atlagos é€letkora, a keringd virusvariansok tulajdonséagai, valamint az
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atoltottsag ezt az értéket is jelentdsen képes modositani. A COVID-19 fert6zottszadm szennyviz
adatok alapjan torténd megallapitasara torténtek ugyan erdfeszitések (McMahan és mitsai.
2021), azonban itt a szennyviz adatokon kiviil tovabbi valtozokat is figyelembe vettek
(érzékenyek, fertézottek és gyogyultak aranya), valamint a vizsgélatokat 2020 néhany nyari
honapjara vonatkozdan végezték. Ebben az iddszakban még sem az 01j variansok, sem az oltasok
hat4sa nem jelentkezett.

Mig bizonyos teriileteken azt figyelték meg, hogy a szennyviz eredmények és az esetszdmok
kozti Osszefliggés ugyan szignifikdns maradt, a szennyviz eredmények eldrejelzé képessége
ugyanakkor csokkent vagy eltlint, mig mas orszagokban nem valtozott az elérejelzd képesség
(International Water Associacion, 2022). A hazai adatok alapjan az eldrejelzd képesség
trendszerlien nem valtozott a vizsgalt idészakban: a két vizsgalt 6szi hullam (masodik és
negyedik) lefutdsa nagy hasonldésagot mutat, mig a tavaszi (harmadik) ett6l némileg eltér, a
szennyviz eredményeket azonban minden hullam esetében 1-2 héttel kovetik a klinikai esetek.

A tovabbiakban megvizsgaltuk azt is, hogy az egyes varosok szennyvizében tapasztalt
SARS-CoV-2 koncentracié kiillonbségek egylitt jartak-e a fertdzottek szdmanak valtozasaval.
A statisztikai értékelést az egyes jarvanyhullamok felszalld szakaszaban €s tetézésekor egy-egy

hétre végeztiik el (11. tablazat).

log Entero. norm.

r’ késleltetés 3 hetes simitdssal
2020. 39. hét, 2. hullam felszallo +10hét 81(3)
2020. 45. hét, 2. hullim tetézés +10hét 8:3(1)
2021. 6. hét, 3. hullam felsz4llo Hoh 4 8??
2021. 10. hét, 3. hullam tetdzés +10hét gﬁi
2021. 40. hét, 4. hullam felszéllo Hoh % 882

11. tablazat: a szennyviz SARS-CoV-2 koncentrdcioja (Enterococcusra normalizalt, logaritmizalt, 3 pontra simitott adatok
varosonként) és a szennyviztelep ellatasi teriiletén jelentkezd uj esetek (100 000 fore vetitve), valamint a kévetkezd heti uj esetek
korrelacioja (Pearson-féle korrelacio). A pirossal kiemelt eredmények szignifikansak (p<0,05)

A keresztmetszeti vizsgalat soran az 1j esetek szama ¢€s a szennyvizben mért SARS-CoV-2
koncentraciok kozott nem taldltam szoros Osszefliggést. Szamottevd szignifikans korrelacio
minddssze a 3. hullam tetdpontjan figyelheté meg. A jelenségnek tobb magyarazata is lehet. A

kevésbé megbizhat6 eredményeket mutatd varosok (pl. Debrecen, Pécs) eredményei ronthatjak
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az Osszefliggést. Az egyes varosok szennyviz eredményei kozott gyakran kis eltérések
mutatkoznak azonos id6pontban, igy a mérési bizonytalansdg ebben az esetben jelentdsen
befolyasolhatja az eredményeket. A klinikai eredmények bizonytalansdga szintén szamot tevd
lehet, az egyes teriileteken jellemzd tesztelési gyakorlat jelentdsen eltérhet. Tovabbi
magyardzat lehet, hogy az orszagon beliil a fertdzottek szamaban teriiletenként nem
figyelhetéek meg nagyon jelentds eltérések, a kisebb eltérések pedig nem haladjak meg a
szennyvizvizsgalatok mérési bizonytalansagat.

A szennyviz eredmények eldrejelzd képességét az idobeli valtozdsok nyomon kovetése
mellett a térbeli eltérések vizsgalatara is hasznaljak (WHO 2022). Ezekben az esetekben
azonban a hazai rendszernél magasabb (heti 3) mintavételi gyakorisagot, valamint minden
mintavételi hely esetében automata atlag mintavételt alkalmaztak. Az eredmények alapjan a
fertézottebbnek bizonyulo teriiletek esetében emelték a klinikai tesztek szamat, igy lehetoveé

téve a fertdzottek azonositasat €s elkiilonitését (Johnson és mtsai. 2021).

6.5 SARS-CoV-2 mutacios vizsgalatok eredményei

A SARS-CoV-2 szennyvizben mért mennyiségén tul a jarvany fontos tényezoje az is, hogy
milyen virusvariansok fordulnak eld, illetve jelennek meg a vizsgalt lakossag korében.
Részletes vizsgalatokat az alfa varidns esetében végeztiink. Az alfa variansra jellemzd N50Y és
del H69/V70 mutéaciok kimutatdsat Osszesen 212 szennyviz minta esetében végeztiik el,
Budapest esetében 2020. december 1-jétdl (49. hét), mig a tobbi vizsgalt varos esetében 2021.
januar 15-ét6l (3. hét) egységesen 2021. marcius 15-¢ig (15. hét) vett mintak esetében. Azért
ezt az iddszakot valasztottuk, mert az els6 igazolt alfa varians kimutatasa hazankban 2021. 01.
13-4n tortént, de feltételezhetd volt, hogy a muticid mar kordbban is megjelenhetett.
Budapesten a magas lakossagszam és a jarvanyhelyzet ellenére is kimagaslé nemzetkozi
forgalom miatt feltételezhetd volt, hogy az 0j varians elébb jelenhetett meg a févarosban az
orszagos atlagnal. Marcius kozepére a klinikai adatok alapjan mar csaknem kizardlagosan ez a
varians fordult eld, igy ezt tlint célszeriinek zar6 datumnak valasztani. A vizsgalatok
elvégzésére utdlag, 2021 majusaban volt lehetdség, azonban igy is hasznos informaciot
szolgaltattak az 0j varias térbeli és iddbeli elterjedésérdl, valamint az igy nyert tapasztalatokat
a késobbi varidnsok nyomon kdvetése esetében is felhasznalhattuk.

A budapesti mintdk esetében december elején még a vad tipusra jellemzo valtozatok magas
lecsengésével Osszhangban (29. abra). Elszortan és alacsony koncentracidoban, de néhany

mintaban mar 2020 decemberében kimutathatdak voltak az alfa varidnsra jellemzé mutaciok is.
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Ezek a valtozatok azonban mas leszarmazasi vonalakban is jelen lehetnek, igy az eredmények

még nem bizonyitjak egyértelmiien az alfa varians jelenlétét ebben az idészakban.
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29. abra: A SARS-CoV-2 Alfa variansara jellemzé N501Y és del H69/V70 mutdciok, valamint ezek vad tipusu valtozatai
szennyviztisztito pontmintdi, dtlag)

2021. januar kozepétdl azonban az alfa varidnsra jellemz6é génvaltozatok koncentracioja
egyértelmii novekedésnek indult, mikézben a vad tipus aranya tovabbra is valtozatlanul
csokkent. A koncentraciok mellett a két tipus ardnyanak valtozasa (30. abra) kifejezetten

latvanyos.
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30. abra: A SARS-CoV-2 alfa variansara jellemzé N501Y és del H69/V70 mutaciok, valamint ezek vad tipusu valtozatai
atlagos aranyanak valtozasa 2020. december 1. és 202 1. marcius 15 kozott Budapesten vett mintdakban (északi, déli és kozponti
szennyviztisztité pontmintdi, dtlag)
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Hasonldan gyors valtozas volt megfigyelhetd az dsszes vizsgalt telepiilésen 2021 januarja és

marciusa kozott (12. tablazat), bar az 0j véltozat nem minden telepiilésen egyszerre jelent meg.
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12. tablazat: Az alfa variansra jellemzé mintdazatok (N501Y és del H69/V70) aranydnak valtozasa a 2021. januar 15. és
2021. marcius 15. kozétt vett mintakban. A szinskdla az ardany valtozasat emeli ki (zold — kizardlag a vad tipusra jellemzd
valtozatok voltak jelen a mintaban, piros — kizarélag az alfa variansra jellemzé valtozatok voltak jelen).

* 5 Budapest kornyéki telepiilés kézos mintaja (Tokol, Biatorbagy, Szigetszentmiklos, Budakeszi és Szazhalombatta)

Az eredmények alapjan Budapesten ¢s agglomeracios telepiilésein, Tatabanyan és
Kaposvaron terjedt el legkorabban ez a valtozat, mig pl. Szolnokon és Miskolcon csak hetekkel
késobb. Marcius kozepére szinte mindeniitt 90 % felett volt az alfa varians ardnya a
szennyvizben. Az 0j varians elterjedési mintazataban nem volt megfigyelhetd egyértelmiien
sem teriileti, sem lakossdgszammal aranyos 0sszefliggés az egyes varosok esetében.

Bar a vizsgalt telepiilések tobbségében az j tipus elterjedése gyors €s folyamatos volt,
néhany, a vartdl alacsonyabb vagy magasabb érték is megfigyelheté a tablazatban. A
tendenciaba nem illeszkedd, kiugré eredményeit okozhatta a szennyvizmintdk nem tokéletes
keveredése, ami ilyen komplex mintaknal a gondos mintaeldkészités ellenére is el6fordulhat
(ilyen eltérés figyelhetd meg pl. Gyor esetében a 4. héten vagy Debrecen esetében a 9. héten).
Kisebb orokitéanyag-koncentraciondl a véletlenen is mulhat, hogy a kimutatasi reakcioba
milyen mennyiségben keriilnek be az egyes variansok.

Az S gén két mutécios helyének vizsgalata még nem jelent egyértelmi bizonyitékot az alfa
varidns jelenlétére, hiszen az egyes mutaciok mas leszarmazasi vonalakban is ismertek, és a

vizsgalati koriilmények azt sem tadmasztottak ala, hogy a két varians azonos genomban fordult

78



el6. Az N501Y mutécid eléfordul tobbek kdzott a béta variansban is, az alfa varians pedig a két
vizsgalt mutdcion kiviil szamos tovabbi nem-szinonim mutaciét is hordoz (Rambaut és mtsai,
2020). A két vizsgalt valtozat koncentracioit Osszehasonlitva (31. abra) azonban erds
korrelaciot lattunk az N501Y és a del H69/V70 mutacidok eldforduldsa kozott (Pearson-
korrelacio, R=0,9153; p<0,05). Az eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a két mutacios hely

vizsgalataval valoban elsdsorban az alfa varians jelenlétét tudtuk megallapitani.
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mintakban.

A humén megbetegedéseket okozd virusvaridnsokkal kapcsolatban ebbdl az id6szakbol
orszagosan reprezentativnak tekinthetd adatsor nem 4ll rendelkezésre. Az NNK laboratoriuma
(COVID munkacsoport) azonban az orszag teriiletének jelentds részérdl kap 1éguti mintakat
SARS-CoV-2 PCR vizsgalatra, igy az 0sszehasonlitashoz ezeket az eredményeket hasznaltuk
fel. A munkacsoport altal azonositott pozitiv mintdkat PCR moédszerrel (VirSNiP Mutation
Assays - TIB Molbiol Syntheselabor GmbH, Németorszag) sziirték az alfa varians két jellemzd
mutacios pontjara, az N501Y és a delH69/V70 mutaciokra. Az eldszlrés alapjan feltételezhetd
alfa varianst tartalmaz6 mintdk egy részét teljes genom szekvenalassal is megerdsitették, az
eredmények 100%-ban igazoltdk az alfa varians jelenlétét az eldsziirt mintdkban. Az alfa
variansra jellemz6 mutaciok aranyat klinikai és szennyviz mintak esetében a 32. abra mutatja

be.
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32. abra: Két mutacio (N501Y és del H69/V70) jelenléte alapjan feltételezhetd SARS-CoV-2 alfa varians eldfordulasanak
valtozasa 2021. 4. és 11. hete kézott (januar kézepe — marcius masodik fele) a szennyviz mintakban és az NNK COVID
laboratorium daltal vizsgalt klinikai mintakban

A vizsgalt idészakban a klinikai mintakban is jelentésen nétt az alfa varidns eléfordulésa.
Mig 2021. januar kozepén csupan a mintak 10%-aban talaltdk meg a varidnsra jellemzd
mutéaciokat, 2021. marcius kdzepére az ardny mar elérte a 90%-ot. Az alfa variansra jellemzd
mutaciok aranya a szennyvizben és a klinikai mintak esetében szoros korrelacidét mutatott, a két
érték kozotti Osszefliggés statisztikailag is szignifikdnsnak bizonyult (Pearson-korrelacio,
R=0,921, p<0,05).

Mas tanulmanyok szintén szoros Osszefiiggést talaltak a klinikai adatok és a szennyvizben
kimutathat6 variansok aranya kozott, mind ddPCR (Heijnen és mtsai. 2021) mind Gjgeneracios
szekvenalas (Jahn és mtsai. 2021) mddszerével.

A SARS-CoV-2 alfa variansara jellemz6 mindkét vizsgalt muticido az S génen taldlhato,
ezért a varians kimutatas soran a szamszertsités ennek a génnek a kdpiaszama alapjan tortént,
szemben a jarvanykovetés soran hasznalt kvantitativ PCR-el, ahol az N1 gén kopiaszdma kertil

meghatarozasra. A kétféle mennyiségi eredmény 0sszehasonlitasat a 33. abra mutatja be.
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33. dbra: Az S gén alapjan ddPCR-el mért koncentrdcick (a kétféle varidns Gsszege, a két vizsgdlt mutdcios pontra kapott
eredmény dtlagaban) és az NI gén alapjan gPCR-el mért eredmények Gsszehasonlitdsa

A kétféle mérési modszerrel kapott eredmény ugyan mutat Osszefiiggést (Pearson-
korrelacio, R=0,7173, p<0,05), azonban szamos jelentds eltérést is lathatunk a moddszerek
Osszehasonlitdsa sordn. Jellemzd eltérés példaul, hogy a ddPCR-el kapott eredmények
atlagosan 62%-kal alacsonyabbak, mint a qPCR-rel kapott eredmények. Az eltérés okat nem
sikertlt tisztazni, azonban Heijnen és mtsai. (2021) nagyon hasonlo eredményt kaptak S gén
ddPCR-el mért és N2 gén qPCR-el mért eredményeivel kapcsolatban. Az eltérést
magyarazhatja az, hogy a két gén eltéré kopiaszdmban fordulhat eld, azonban azonos (N1)
primer szettel végzett vizsgalatok soran is hasonlo eredményeket kaptunk.

A ddPCR-el végzett vizsgalatok eldnye, hogy gyorsan ¢és viszonylag olcson, nagy
pontossaggal megallapithaté az egyes variansok el6forduldsanak ardnya. A modszer hatranya,
hogy az ujabb varidnsok esetében ujabb primer szetteket kell beszerezni, ami a pandémia alatt
elhuzodo folyamat lehet (az alfa varidnsra vonatkozo vizsgalatokat csak 2021 majusaban
sikertlt elvégezni, tobb honappal a varians elterjedése utan).

Hatranyként kell azonban megjegyezni, hogy az ujonnan felbukkand, esetleg korabban nem
ismert variansok azonositdsa a hasonlo, egy-egy jellemzé muticié azonositdsara szolgald
sziiréses modszerrel nem lehetséges. Az ujgeneracios szekvenalas modszerével azonban
prekoncepciok nélkiil vizsgalhato a virus teljes genomja. Tobb kutatdcsoportnak is sikeriilt mar
jo eredményeket elérni ezzel a mddszerrel (Agrawal és mtsai. 2021; Crits-Christoph és mtsai.
2021; Izquierdo-Lara és mtsai. 2021; Jahn és mtsai. 2021). Az NNK-ban 2021 oktoberéig még

nem sikeriilt megbizhatéan bedllitani a modszert, bar a vizsgalatok folyamatban vannak,
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kedvez6 részeredmények mar rendelkezésre allnak. Az Gjgeneracids szekvenalas modszerével
végzett vizsgalatok hatranya, hogy az egyes variansok elkiilonitése igy sem egyértelmii, mivel
arovid leolvasasi keretek miatt nem allapithaté meg, hogy az egyes mutaciok azonos genomban
talalhatoak-e. Hosszl leolvasasi keretek alkalmazasa a szennyvizben taldlhatd virus genomok
toredezettsége miatt nem bizonyult sikeresnek. A gyors és megbizhat6 azonositast feltehetden
tobb kiilonb6z6 modszer kombinacidja (ddPCR és szekvenalés) jelenthetné.

6.6 A szennyviz alapi COVID-19 eldrejelzé rendszer eredményeinek gyakorlati
hasznosulasa a jarvanykezelésben

A szennyviz alapu epidemioldgia felhasznalasi lehetdségei sokrétiiek, elengedhetetlen
azonban a szoros kozremiikodés a jarvanyligyi szakemberekkel, valamint az eredmények gyors
¢s hatékony kommunikacidja a dontéshozok, valamint a lakossag felé. Olyan teriiletek vagy
kozosségek  vizsgalata  esetén, ahol nincsenek jelen ismert fertdzottek, a
szennyvizvizsgalatokkal kiszlirhetd a betegség (ismételt) megjelenése. A poliovirus vizsgalatok
esetében a szennyviz alapu epidemiologiat ilyen célbol hasznaljak (Asghar és mtsai. 2014).

A COVID-19 kovetésére hasznalt szennyviz alapt epidemiologia leggyakoribb felhasznalasi
modja a megbetegedések tendencidjanak elemzése, lehetdség szerint eldrejelzése. Az
eredmények ilyen jellegli felhasznaldsi lehetéségét az eddig bemutatott Osszefiiggések is
alatdmasztjak. A szennyviz eredmények — eldrejelz6 képességiik révén — a klinikai esetszdmnal
gyorsabban jelzik a jarvanyligyi korlatozasok sziikségességét, illetve hatasait. A hatékony
dontéstamogatas érdekében az eredményeket hetente kétszer kozoltik az Orszagos
Tisztiféorvos, valamint rajta keresztiil a jarvany kezelésével megbizott Operativ Torzs felé,
ahol az eredményeket egyéb jarvanyligyi mutatok mellett figyelembe vették a
dontéshozatalhoz. A jelentésekben az orszagos atlag alakulasara fokuszaltunk, emellett kiilon
megemlitettiik a vizsgalatba bevont varosokat is, ahol jelentés ndvekedést vagy csokkenést
tapasztalunk az adatokban. Az orszagos adatok az orszdgos szintli intézkedések
meghozataldban, illetve a hatasuk kovetésében bizonyultak hasznosnak, mig a varosi szint
adatok az egészségligyl ellatorendszer regiondlis terhelésének tervezésében nyujtottak
segitséget.

Az eredmények hasznositdsanak masik fontos aspektusa a lakossag tajékoztatasa, ezaltal a

figyelem felhivésa a jarvanyiigyi ovintézkedések betartasara. Lakossagi kommunikacios anyag

hetente kertilt fel az NNK honlapjéra
(https://www.nnk.gov.hu/index.php/koronavirus/szennyvizvizsgalatok). Lakossagi
kommunikaciohoz az eredményeket koncentrécio kategoriakba soroltuk
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(alacsony/mérsékelt/emelkedett/magas), emellett jeleztik a  valtozas iranyat is
(csokken/stagnal/emelkedik/er6sen  emelkedik). Az eredményeket a SARS-CoV-2
koncentraciok Enterococcusra torténd normalizalasa utan jelentettiik.

A koncentracio-valtozasnal a mikrobiologiai vizsgéalatok atlagos hibahatarat vettiik
szamitasba, ezek alapjan szamottevo valtozasnak a nagysagrendnyi (legalabb tizszeres) eltérés
szamitott. Ez alapjan stagnalonak tekintettiik a tendencidt, ha nagysadgrendnyi valtozast nem
tapasztaltunk az adatokban, mig emelkeddnek, ha nagysagrendnyi ndvekedést mértiink. A
csokkend tendenciat 6vatosabban kommunikaltuk az eredményekben gyakran megfigyelhetd
ingadozas miatt: csak akkor jeleztiik, ha két egymas utani eredmény is a kordbbinal egy
nagysagrenddel alacsonyabb eredményt mutatott. Az erdsen emelkedd tendencia besorolast —
bar kordbban szdmoltunk vele — mindezidaig nem hasznaltuk, ami eddig minden esetben jo
dontésnek bizonyult. A két nagysagrendnyi vagy nagyobb valtozasokrol a késdbbiekben kivétel
nélkil kiderilt, hogy csupan atmeneti ingadozast jelentettek, amelyet a minta nem tokéletes
keveredése, esetleg mintavételi vagy feldolgozasi hiba okozhatott.

A koncentracié kategéridk megallapitdsa szintén még az elsé valds pozitiv mintdk
megtalalasa elétt, 2020 nyaran tortént, igy a varhatdo koncentracid tartomanyokat irodalmi
adatok alapjan becsiiltiik. Az egyik legelsd, szamszerli eredményeket is tartalmazo preprint
tanulmany (Wurtzer és mtsai. 2020) alapjan stlyosan jarvanyos iddszakban, Parizsban a
koncentracié megkdzelitette a 107 GC/L értéket. Ez alapjan a "magas" koncentracio-kategoriat
10® GC/L érték felett allapitottuk meg. Az "alacsony" koncentracio-tartomanynal az elméleti
als6 méréshatart (1710 GC/L) vettiik alapul. Emellett mikrobioldgiai szempontbdl nem akartuk
megkiilonboztetni a negativ eredményt a gyengén pozitiv, kimutatdsi hatar kortili értékektol,
emiatt a kovetkezd ("mérsékelt") koncentracio-kategoria az elméleti alsd kimutatési hatarnal
kb. egy nagysagrenddel magasabban (10* GC/L) kezdddik.

A koncentracio-kategoriak megallapitasanal tehat az alabbi értékeket vettiik figyelembe:

e Alacsony koncentracio: negativ eredmény vagy <10* GC/L
e Mérsékelt koncentracié: 10 — 10° GC/L

e Emelkedett koncentracio: 10° — 10° GC/L

e Magas koncentracio: >10° GC/L

Az igy megallapitott koncentracio-kategéridk a monitoring rendszer elsé masfél évében
megfelelonek bizonyultak, mindezidaig nem valt sziikségessé a rendszer feliilvizsgalata vagy a

skala bovitése.
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A szennyvizek SARS-CoV-2 vizsgalatat végz0 kutatdocsoportok mas orszagokban is
igyekeznek a lakossag szamadra is kozzétenni az eredményeket valamilyen formédban. Az egyes
orszagok kiilonb6zé gyakorlatot folytatnak erre: Ausztridban a hazaihoz hasonl6 kategoridkat

tesznek kozzé (https://corona.hydro-it.com/dashboard/), Hollandiaban ezzel szemben a

szamszeri mérési eredményeket jelenitik meg (https:/www.kwrwater.nl/en/actueel/sewage-

monitoring-as-an-early-warning-system-for-corona/). El6bbi médszer eldnye az egyszeriibb,

atlathatobb eredménykozlés, mig utdbbi¢ a nagyobb pontossag, ugyanakkor a szamszerii adatok
abrazolédsa esetén a véletlenszerti ingadozasok értelmezése és kisziirése a lakossag szdmara
nehezen kommunikalhat6. Hollandia esetében tobb szaz szennyviztelep napi monitorozasaval
késziilnek az adatok, igy a rendszer kevésbé érzékeny a kiugr6d adatokra, azok kdnnyebben
simithatdak.

A szennyviz SARS-CoV-2 vizsgélatokbol késziild lakossagi kommunikacios anyag nagy
figyelmet kap, a legolvasottabb hirportdlok hetente atveszik a hirt, valamint rendszeresen
megjelenik egyéb orszdgos médiumokban (televizid, radid) is.

A vilagban az eredmények tovabbi felhasznalasai is eldfordulnak. Részletesebb, kisebb
telepiilésrészekre kiterjedd vizsgalatok esetén lokalis intézkedéseknek is alapja lehet a
szennyviz alapu epidemiologia eredménye, igy a célzottabb korlatozasok bevezetésével a
gazdasagi karok is csokkenthetéek. Emellett a vizsgélattal marginalizalt csoportok, vagy egyéb
okokbol kevésbé tesztelt lakossag korében eléforduld megbetegedésrdl is valds képet
alkothatunk (WHO 2022).

A vizsgélat nagyobb, varos méretli populaciok mellett egészen kis kozosségek vizsgalatara
is alkalmas lehet, mint egy koérhdz, kollégium, vagy akar egy repiilé utazokozossége. Ilyen
esetben a mintavétel megfeleld szervezése (pl. automata mintavevo alkalmazasa) még nagyobb
jelentéségli. Nagyobb kozOsségi csomoOponton (pl. vasttallomas, repiilotér) keletkezd
szennyviz vizsgalata az ideiglenesen atutazok fertdzottségének felmérésében is segithet (WHO
2022). Utobbi elsésorban ujabb virusvaridnsok behurcolasa, valamint az igy induld ujabb
jarvanyhullamok indulésa esetén lehet kiemelt jelentdségli. Emiatt az NNK-ban is vizsgéljuk a

nagyobb kozlekedési csomdpontokban keletkezd szennyviz vizsgalatdnak lehetdségét.

84



7. Kovetkeztetések

Munkam soran attekintettem, hogy a kiilonboz6 vizes kozegekbdl torténd viruskimutatas

hogyan nyujthat segitséget a jarvanytannak. Kitértem egyrészt arra, hogy a kdzvetlen emberi

felhaszndlasra szant vizek (ivoviz, természetes vagy medencés filirdok) vizsgalataval

hozzajarulhatunk egy jarvany eredetének felderitéséhez, amely elengedhetetlen a tovabbi

fertézések elkertiilése érdekében. A szennyviz vizsgélataval emellett a szennyviztelep altal

ellatott lakossag egészségi allapota is monitorozhatd, amely mind a dontéshozok, mind a

lakossag részére kiemelkedden fontos informacidt jelent egy olyan nehéz idészakban, amelyet

a COVID-19 vilagjarvany okozott.

Dolgozatom {6 megallapitasai a kovetkezok:

A vizzel terjedd korokozé virusok (calicivirusok, hepatitis A) kimutatasa a vizsgalt
esetekben nem tudta egyértelmiien kizarni vagy megerdsiteni a viz, mint kozvetitd
kozeg szerepét, de az eredmények igy is hozzdjarultak a jarvany eredetének
felderitéséhez. Az vizsgalt hepatitis A halmozodas esetében a viz, mint kdzvetitd
kozeg szerepe megkérddjelezhetd az eredmények alapjan, mig a hdrom calicivirus-
jarvanybol egy esetben nagyon valoszinii, egy esetben pedig szintén elképzelhetd a
vizeredet. A harmadik esetben sem zarhat6 ki teljesen a viz, mint kozvetité kozeg
szerepe.

A vizzel terjed6 kérokozo virusok kimutatasa kdrnyezeti kozegbdl fontos modszer a
jarvany eredetének tisztdzasaban, ezért a vizsgalatok tovabbi fejlesztése sziikséges,
elsésorban a kvantitativ meghatarozas iranyaba.

A szennyvizbdl torténd SARS-CoV-2 kimutatasi modszer fejlesztése soran sikertilt
folyamatosan hozzaférhetd ¢és nagy mintaszamon is alkalmazhatd modszert
kidolgozni. A valasztott ultrasziiréses modszer megfeleld visszanyeréssel (96%) és
érzékenységgel (elvi alsé méréshatar: 1710 GC/L) rendelkezik, amely lehetdvé teszti
az eredmények jarvanyiigyi hasznositasat.

A szennyviz SARS-CoV-2 eredmények ¢és a klinikai esetszamok 0sszevetése soran
igazolddott, hogy a modszer jol alkalmazhato a hazai esetszamok eldrejelzésére, és
hozzajarul az egészségligyi ellatorendszer kapacitasainak jobb tervezhetdségéhez. A
dolgozatban elemzett id6szakban, 2020 juliusa és 2021 oktobere kdzott 1738 minta
vizsgalata tortént meg. Emellett a negyedik hullam pontosabb értékelése érdekében
tovabbi masfél honapnyi adatsort felhasznéaltam (orszagos atlag alakulésa 6sszesen

209 minta alapjan).
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o Megfeleld normalizalasi és simitasi modszert alkalmazva az adatok a legtobb
vizsgalt nagyvarosban erds dsszefliggést mutatnak az 0j és aktiv COVID-19
esetszamokkal (Pearson-korrelacio, r>=0,75 — 0,42; 0,5 alatti érték minddssze
harom varosban figyelheté meg. Az 6sszefliggés minden esetben szignifikans
(p <0,05)).

o Az egyes varosokat, valamint az orszdgos atlagot tekintve a szennyviz
eredmények az 0j esetek szdmaval egy, mig a koérhdzi esetszamokkal két
hetes eltolassal mutatjak a legerésebb 0sszefiiggést.

o A pandémia hazai masodik, harmadik ¢és negyedik hulldmat tekintve
trendszer(i eltol6das nem figyelhetd meg az eldrejelzd képességben.

o A szennyviz eredmények 6nmagukban sem az 1j fert6zottek, sem a korhazi
kezelésre szorulok pontos szamanak meghatarozasara nem elégségesek,
mivel ezeket a mutatdkat a jarvany egyéb tényezoi (pl. a megbetegedettek
atlagéletkora, a jellemz6é virusvariansok ¢és a lakossdg immunitdsa) is
jelentdsen modositjak.

A szennyviz vizsgalata a keringd virusvariansok azonositasanak is hatékony eszkoze
lehet. Az alkalmazott ddPCR modszer alkalmas a legfontosabb variansok gyors
sziirésére és az aranyanak szamszeri megallapitasara. Az eredmények az alfa varians
elterjedésének idoszakaban szoros korrelaciot mutattak a varidnsok klinikai
mintakban megfigyelt aranyaval (Pearson-korrelacio, R=0,921, p <0,05). A mddszer
hatranya azonban, hogy az ijabb variansok kimutatdsdhoz specialis fogyoanyagok
kellenek; ezek beszerzése pedig i1ddigényes. A varidnsok azonositdsanak
legmegbizhatobb moddszere a teljes genom szekvenalds, ez azonban komplex
kornyezeti mintdk esetében tovabbi modszerfejlesztést igényel.

A szennyviz SARS-CoV-2 eredmények hatékony kommunikacidja a dontéshozok és

a lakossag felé eldsegiti a dontéshozatalt és a jarvanyligyi védekezést.
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8. Osszefoglalas

Jelen dolgozatban a kiilonb6z6 vizes kozegekbdl — ivovizbdl, természetes €s medencés
fiirdévizbdl, valamint szennyvizbdl — torténd viruskimutatds lehetdségeit, valamint az
eredmények jarvanyligyi hasznositasat vizsgaltuk. Az emberek altal kozvetleniil felhasznalt
vizek esetében a vizsgalatok segitséget nyujthatnak egy esetleges jarvany eredetének
felderitésében, mig a szennyviz vizsgalataval magara a jarvanyra vonatkozd adatokat
nyerhetiink (szennyviz alapt epidemioldgia).

Enteralis eredetii jarvanyok kivizsgaldsakor harom calicivirus és egy hepatitis A jarvany
esetében nyujtottunk segitséget az esetleges viz eredet felderitésében a jarvanyiigyi hatésagnak.
Az eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a hepatitis A halmozodas esetében nem a viz volt
a terjesztd kdzeg, mig a hdrom calicivirus jarvanybol két esetben valdszintileg igen.

A szennyviz, mint k6z0sségi minta vizsgéalatait a COVID-19 jarvannyal kapcsolatban
végeztiik. Kiilfoldi adatok alapjan hamar nyilvanvalova valt, hogy a szennyviz vizsgalata jol
hasznalhato a COVID-19 esetszamok elOrejelzésére, mivel a fertdzottek mar a tlinetek
megjelenése eldtt is lritik a virust. A vizsgdlatok a megfeleld modszer kivalasztasaval
kezdddtek, igy a visszanyerés ¢és az ateresztOképesség, valamint a hozzaférhetdség
figyelembevételével egy egyedi lapmembranos, ultraszliréses viruskoncentralasi modszert
fejlesztettiink ki, amelyet RNS kivonas, ¢s RT-qPCR kovet.

A szennyviz adatok és a COVID-19 esetszamok kozti Osszefiiggés vizsgalatdt hdrom
jarvanyhullamon keresztiil, kdzel masfél évnyi, heti rendszerességli adatsoron elemeztiik. A
vizsgalt harom jarvanyhullam alatt az eldrejelz0 képesség trendszerlien nem valtozott, az eltérd
koriilmények (tesztek szama, tlinetmentesek aranya, atoltottsag) ellenére sem: az 0j esetek
szamat egy, a korhazban 4poltak szdmat két héttel jelzi elére. Az egyes megyeszékhelyek
eredményeinek megbizhatosaga eltér6. Az eldrejelzd képesség nem fligg szorosan a
lakossagszamtol, automata mintavétel alkalmazaséaval javithato, ugyanakkor pontmintavétellel
is j6 eredmények érhetdek el.

A szennyviz vizsgalataval a keringd virusvariansokrol is reprezentativ képet alkothatunk.
Részletes vizsgalatokat az alfa varians elterjedésekor végeztiink, ahol a szennyviz eredmények
szoros Osszefliggést mutattak a klinikai adatokkal.

A vizsgalatok eredményei kozvetlen felhasznélasra keriiltek mind a helyi jarvanyok
eredetének felderitésében, mind a COVID-19 jarvany kezelésével kapcsolatban. Utdbbi esetben

a jarvany kezelésével megbizott operativ tdrzs a heti rendszerességgel kiildott adatainkat egyéb
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mutatok mellett felhasznalta a dontéshozatalban, mig a lakossagi tajékoztatonk a figyelem

felkeltésén keresztiil segitette a védekezést.
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9. Summary

The possibility of virus detection from several water matrices — drinking water, pool water,
recreational water and wastewater — and the epidemiological application of the results was
investigated in this study. The investigation of waters for direct human use helps in source
identification of outbreaks, while wastewater surveillance provides data on epidemic trends
(wastewater-based epidemiology).

In the investigation of enteric outbeaks, we assisted the epidemiological authority in three
calicivirus and one hepatitis A epidemics in identifying potential water origin. Based on the
results, water was unlikely to be the transmission medium in case of hepatitis A cluster, while
in two of the three investigated calicivirus outbreaks, water origin is plausible.

Wastewater as a community sample was investigated in the context of the COVID-19
pandemic. Based on literature data, the efficiency of wastewater surveillance in predicting
COVID-19 cases was recognized early on, because infected people start shedding the virus even
before symptoms appear. Investigations started by selecting the appropriate method.
Considering the recovery, throughput and availability, an in-house virus concentration method
was developed combining flat sheet membrane ultrafiltration, followed by RNS extraction and
RT-qPCR.

The correlation between wastewater data and COVID-19 cases was examined on three
epidemic waves, on weekly data series of almost one and a half years. In the three epidemic
waves, predictive power showed no shift, despite the changing circumstances (i. e. number of
tests, the rate of asymptomatic cases, vaccination). The reliability of the results of the county
seats varied. The reliability of prediction shows no close correlation with the population size, it
can be improved by automatic composite sampling, however, good results can be also availed
by grab sampling.

By wastewater surveillance, representative picture can be obtained also on the circulating
virus variants. Detailed study was carried out for alpha variant emergence. In this case,
wastewater results showed close correlation with clinical data.

The results of these study were directly used both in detecting the source of local epidemics
and in dealing with the COVID-19 epidemic. In the latter case, the operational board entrusted
with pandemic management used the weekly data in decision making together with other

indicators, while communication to the public helped defense through raising awareness.

89



10. Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom témavezetdmnek, dr. Vargha Martanak, amiért timogatta a doktori
tanulmanyaim elkezdését és folytatasat. Szakmai tdmogatésa és lelkesedése nélkiil nem csak
ezen dolgozat, de az abban feldolgozott eredmények sem késziilhettek volna el.

Koszonom dr. Khayer Bernadettnek, hogy a doktori tanulmanyaim nehezebb
id6szakaiban is folyamatosan tdmogatott, és nem hagyta, hogy doktori fokozat szerzése nélkiil
megusszam. Kdszonettel tartozom dr. Oravecz Orsolydnak is, akinek szintén fontos szerepe
volt abban, hogy dolgozatom a jelenlegi formajaban beadasra keriiljon.

Ko6szon6m munkatarsaimnak, elsésorban Schuler Eszternek, Kovacs Luca Bellanak,
Ladanyi Barbaranak és Lénart Gyorgyné, Mariannak a laboratériumi munkéban nyujtott
pétolhatatlan segitséget, valamint Erdélyi Norbertnek és Mailnasi Tibornak, hogy a
statisztika Utvesztdiben segitettek eligazodni. K6sz6ndm a szakmai segitséget az NNK Nemzeti
Biztonsagi Laboratérium munkatarsainak, elsésorban Magyar Noranak, Palyi
Bernadettnek, Déri Danielnek és dr. Kis Zoltannak.

Koszonettel tartozom a Nemzeti Népegészségiigyi Kozpontnak, és elsdsorban a
Kozegészségligyi Laboratériumi Fdosztaly vezetdjének, dr. Pandics Tamasnak, hogy
tamogatta a doktori tanulmanyaimat.

A szennyviz alapu epidemiologiai vizsgalatok csak széles korli 6sszefogassal késziilhettek
el. Koszonettel tartozom a Magyar Vizikézmii Szovetségnek és a Szennyviztelepek
iizemeltetdinek a mintavételek lebonyolitdsédért, a megyei kormanyhivatalom
Népegészségiigyi FOosztalyainak a mintaszallitasért, valamint a SUEZ WTS-nek, elsésorban
dr. Vizvardi Kristéfnak a specialis ultrasziiré membranok elkészitéséért. Utobbi a dolgozatom
elkésziiltét is tamogatta, segitségiik nélkiill azonban a hazai szennyviz alapi COVID-19
elorejelzd rendszer azonban ilyen koran ¢€s ebben a formaban nehezen tudott volna
megvalosulni.

Nem utols6 sorban koszondm a Csaladomnak, akik az idaig vezetd uton is mindig,

mindenben tdmogattak és biztattak.

90



11. Irodalomjegyzek

Agrawal, Shelesh, Laura Orschler, és Susanne Lackner. 2021. ,,Long-Term Monitoring of
SARS-CoV-2 RNA in Wastewater of the Frankfurt Metropolitan Area in Southern
Germany”. Scientific Reports 11 (1): 5372. https://doi.org/10.1038/s41598-021-84914-
2.

Agrawal, Shelesh, Laura Orschler, Selina Schubert, Kira Zachmann, Leo Heijnen, Simona
Tavazzi, Bernd Manfred Gawlik, Miranda de Graaf, Gertjan Medema, és Susanne
Lackner. 2021. ,,A Pan-European Study of SARS-CoV-2 Variants in Wastewater under
the EU Sewage Sentinel System”. Preprint. Epidemiology.
https://doi.org/10.1101/2021.06.11.21258756.

Ahmed, Warish, Paul M. Bertsch, Aaron Bivins, Kyle Bibby, Kata Farkas, Amy Gathercole,
Eiji Haramoto, és mtsai. 2020. ,,Comparison of Virus Concentration Methods for the
RT-QPCR-Based Recovery of Murine Hepatitis Virus, a Surrogate for SARS-CoV-2
from Untreated Wastewater”. Science of The Total Environment 739 (oktober): 139960.
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.139960.

Allard, Annika, Bo Albinsson, és Goran Wadell. 2001. ,,Rapid Typing of Human Adenoviruses
by a General PCR Combined with Restriction Endonuclease Analysis”. Journal of
Clinical Microbiology 39 (2): 498-505. https://doi.org/10.1128/JCM.39.2.498-
505.2001.

Almon, Shirley. 1965. ,The Distributed Lag Between Capital Appropriations and
Expenditures”. Econometrica 33 (1): 178. https://doi.org/10.2307/1911894.

Angel, Yoel, Avishay Spitzer, Oryan Henig, Esther Saiag, Eli Sprecher, Hagit Padova, ¢s Ronen
Ben-Ami. 2021. ,,Association Between Vaccination With BNT162b2 and Incidence of
Symptomatic and Asymptomatic SARS-CoV-2 Infections Among Health Care
Workers”. JAMA 325 (24): 2457. https://doi.org/10.1001/jama.2021.7152.

Asghar, H., O. M. Diop, G. Weldegebriel, F. Malik, S. Shetty, L. El Bassioni, A. O. Akande,
és mtsai. 2014. ,,Environmental Surveillance for Polioviruses in the Global Polio
Eradication Initiative”. Journal of Infectious Diseases 210 (suppl 1): S294-303.
https://doi.org/10.1093/infdis/jiu384.

Balboa, Sabela, Miguel Mauricio-Iglesias, Santiago Rodriguez, Lucia Martinez-Lamas,
Francisco J. Vasallo, Benito Regueiro, ¢és Juan M. Lema. 2021. ,,The Fate of SARS-
COV-2 in WWTPS Points out the Sludge Line as a Suitable Spot for Detection of
COVID-19”. Science of The Total Environment 772 (junius): 145268.
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2021.145268.

Benedict, Katharine M., Hannah Reses, Marissa Vigar, David M. Roth, Virginia A. Roberts,
Mia Mattioli, Laura A. Cooley, €s mtsai. 2017. ,,Surveillance for Waterborne Disease
Outbreaks Associated with Drinking Water — United States, 2013-2014". MMWR.
Morbidity and  Mortality Weekly Report 66 (44): 1216-21.
https://doi.org/10.15585/mmwr.mm6644a3.

Bertels, Xander, Phaedra Demeyer, Siel Van den Bogaert, Tim Boogaerts, Alexander L.N. van
Nuijs, Peter Delputte, és Lies Lahousse. 2022. ,,Factors Influencing SARS-CoV-2 RNA
Concentrations in Wastewater up to the Sampling Stage: A Systematic Review”.
Science of The Total Environment 820 (majus): 153290.
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2022.153290.

Bisseux, Maxime, Jonathan Colombet, Audrey Mirand, Anne-Marie Roque-Afonso, Florence
Abravanel, Jacques Izopet, Christine Archimbaud, és mtsai. 2018. ,,Monitoring Human
Enteric Viruses in Wastewater and Relevance to Infections Encountered in the Clinical

91



Setting: A One-Year Experiment in Central France, 2014 to 2015”. Eurosurveillance 23
(7). https://doi.org/10.2807/1560-7917.ES.2018.23.7.17-00237.

Boehm, Alexandria B., Katherine E. Graham, ¢s Wiley C. Jennings. 2018. ,,Can We Swim Yet?
Systematic Review, Meta-Analysis, and Risk Assessment of Aging Sewage in Surface
Waters”.  Environmental  Science &  Technology 52  (17):  9634-45.
https://doi.org/10.1021/acs.est.8b01948.

Briissow, Harald, és Lutz Briissow. 2021. ,,Clinical Evidence That the Pandemic from 1889 to
1891 Commonly Called the Russian Flu Might Have Been an Earlier Coronavirus
Pandemic”. Microbial Biotechnology 14 (5): 1860-70. https://doi.org/10.1111/1751-
7915.13889.

Calgua, B., A. Mengewein, A. Grunert, S. Bofill-Mas, P. Clemente-Casares, A. Hundesa, A.P.
Wyn-Jones, J.M. Lopez-Pila, és R. Girones. 2008. ,,Development and Application of a
One-Step Low Cost Procedure to Concentrate Viruses from Seawater Samples”.
Journal of Virological Methods 153 (2): 79-83.
https://doi.org/10.1016/j.jviromet.2008.08.003.

Cavanagh, Dave. 2005. ,,Coronaviridae: a review of coronaviruses and toroviruses”. In
Coronaviruses with Special Emphasis on First Insights Concerning SARS, szerkesztette
Axel Schmidt, Olaf Weber, és Manfred H. Wolff, 1-54. Basel: Birkhduser Basel.
https://doi.org/10.1007/3-7643-7339-3 1.

Chenar, Shima Shamkhali, és Zhiqiang Deng. 2018. ,,Development of Genetic Programming-
Based Model for Predicting Oyster Norovirus Outbreak Risks”. Water Research 128
(januar): 20-37. https://doi.org/10.1016/j.watres.2017.10.032.

,COVIDPoops19 Dashboard”. 2022. 2022. https://www.covid19wbec.org/covidpoops19.

Crits-Christoph, Alexander, Rose S. Kantor, Matthew R. Olm, Oscar N. Whitney, Basem Al-
Shayeb, Yue Clare Lou, Avi Flamholz, é¢s mtsai. 2021. ,,Genome Sequencing of Sewage
Detects Regionally Prevalent SARS-CoV-2 Variants”. Szerkesztette Melinda M.
Pettigrew. MBio 12 (1): €02703-20. https://doi.org/10.1128/mBi0.02703-20.

D’Aoust, Patrick M., Tyson E. Graber, Elisabeth Mercier, Danika Montpetit, [lya Alexandrov,
Nafisa Neault, Aiman Tariq Baig, és mtsai. 2021. ,,Catching a Resurgence: Increase in
SARS-CoV-2 Viral RNA Identified in Wastewater 48 h before COVID-19 Clinical
Tests and 96 h before Hospitalizations”. Science of The Total Environment 770 (majus):
145319. https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2021.145319.

Daughton, C. G. 2001. ,Emerging Pollutants, and Communicating the Science of
Environmental Chemistry and Mass Spectrometry: Pharmaceuticals in the
Environment”. Journal of the American Society for Mass Spectrometry 12 (10): 1067—
76. https://doi.org/10.1016/S1044-0305(01)00287-2.

Davies, Nicholas G., Sam Abbott, Rosanna C. Barnard, Christopher 1. Jarvis, Adam J.
Kucharski, James D. Munday, Carl A. B. Pearson, és mtsai. 2021. , Estimated
Transmissibility and Impact of SARS-CoV-2 Lineage B.1.1.7 in England”. Science 372
(6538): eabg3055. https://doi.org/10.1126/science.abg3055.

Davies, Nicholas G., CMMID COVID-19 Working Group, Christopher I. Jarvis, W. John
Edmunds, Nicholas P. Jewell, Karla Diaz-Ordaz, és Ruth H. Keogh. 2021. ,,Increased
Mortality in Community-Tested Cases of SARS-CoV-2 Lineage B.1.1.7”. Nature 593
(7858): 270-74. https://doi.org/10.1038/s41586-021-03426-1.

Dura, Gyula, Tamas Pandics, Mihaly Kadar, Katalin Krisztalovics, Zoltanné Kiss, Judit
Bodnar, Agnes Asztalos, és Erzsébet Papp. 2010. ,Environmental Health Aspects of
Drinking Water-Borne Outbreak Due to Karst Flooding: Case Study”. Journal of Water
and Health 8 (3): 513-20. https://doi.org/10.2166/wh.2010.099.

Eftim, Sorina E., Tao Hong, Jeffrey Soller, Alexandria Boehm, Isaac Warren, Audrey Ichida,
¢és Sharon P. Nappier. 2017. ,,Occurrence of Norovirus in Raw Sewage — A Systematic

92



Literature Review and Meta-Analysis”. Water Research 111 (marcius): 366—74.
https://doi.org/10.1016/j.watres.2017.01.017.

Ekundayo, Temitope C., Bright E. Igere, Yinka D. Oluwafemi, Chidozie D. Iwu, és Oladipo O.
Olaniyi. 2021. ,,Human Norovirus Contamination in Water Sources: A Systematic
Review and Meta-Analysis”. Environmental Pollution 291 (december): 118164.
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2021.118164.

Eurdpai Bizottsag. 2021. A BIZOTTSAG (EU) 2021/472 AJANLASA (2021. mdrcius 17.) a
SARS-CoV-2 és variansai unios szennyvizekben torténd szisztematikus megfigyelésének
kialakitasara vonatkozo kozos megkozelitésrol.

European Centre for Disease Prevention and Control: Variants of interest and concern in the
EU/EEA https://www.ecdc.europa.eu/en/covid-19/situation-updates/variants-
dashboard

ECDC 2012: Toolkit for investigation and response to Food and Waterborne Disease Outbreaks
with an EU dimension https://www.ecdc.europa.eu/en/publications-data/toolkit-
investigation-and-response-food-and-waterborne-disease-outbreaks-eu

Farkas, Kata, Evelien M. Adriaenssens, David 1. Walker, James E. McDonald, Shelagh K.
Malham, ¢s Davey L. Jones. 2019. ,,Critical Evaluation of CrAssphage as a Molecular
Marker for Human-Derived Wastewater Contamination in the Aquatic Environment”.
Food and Environmental Virology 11 (2): 113—19. https://doi.org/10.1007/s12560-019-
09369-1.

Farkas, Kata, David M. Cooper, James E. McDonald, Shelagh K. Malham, Alexis de
Rougemont, és Davey L. Jones. 2018. ,,Seasonal and Spatial Dynamics of Enteric
Viruses in Wastewater and in Riverine and Estuarine Receiving Waters”. Science of The
Total Environment 634 (szeptember): 1174-83.
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2018.04.038.

Farkas, Kata, Luke S. Hillary, Jamie Thorpe, David I. Walker, James A. Lowther, James E.
McDonald, Shelagh K. Malham, és Davey L. Jones. 2021. ,,Concentration and
Quantification of SARS-CoV-2 RNA in Wastewater Using Polyethylene Glycol-Based
Concentration and QRT-PCR”. Methods and Protocols 4 (1) 17.
https://doi.org/10.3390/mps4010017.

Graham, D. Y., X. Jiang, T. Tanaka, A. R. Opekun, H. P. Madore, és M. K. Estes. 1994.
,Norwalk Virus Infection of Volunteers: New Insights Based on Improved Assays”.
Journal of Infectious Diseases 170 (1): 34—43. https://doi.org/10.1093/infdis/170.1.34.

Guix, Susana, Cristina Fuentes, Rosa M. Pinto, Albert Blanco, Aurora Sabria, Eduard Anfruns-
Estrada, Virginia Rodriguez Garrido, €s mtsai. 2019. ,,Infectivity of Norovirus GI and
GII from Bottled Mineral Water during a Waterborne Outbreak, Spain”. Emerging
Infectious Diseases 26 (1): 134-37. https://doi.org/10.3201/e1d2601.190778.

Guo, Meng, Wanyin Tao, Richard A. Flavell, ¢s Shu Zhu. 2021. ,,Potential Intestinal Infection
and Faecal-Oral Transmission of SARS-CoV-2". Nature Reviews Gastroenterology &
Hepatology 18 (4): 269-83. https://doi.org/10.1038/s41575-021-00416-6.

Hall, Victoria Jane, Sarah Foulkes, Ayoub Saei, Nick Andrews, Blanche Oguti, Andre Charlett,
Edgar Wellington, és mtsai. 2021. ,,COVID-19 Vaccine Coverage in Health-Care
Workers in England and Effectiveness of BNT162b2 MRNA Vaccine against Infection
(SIREN): A Prospective, Multicentre, Cohort Study”. The Lancet 397 (10286): 1725—
35. https://doi.org/10.1016/S0140-6736(21)00790-X.

Heijnen, Leo, Goffe Elsinga, Miranda de Graaf, Richard Molenkamp, Marion P.G. Koopmans,
¢s Gertjan Medema. 2021. ,,Droplet Digital RT-PCR to Detect SARS-CoV-2 Variants
of Concern in Wastewater”. Preprint. Infectious Diseases (except HIV/AIDS).
https://doi.org/10.1101/2021.03.25.21254324.

93



Heijnen, Leo, és Gertjan Medema. 2011. ,,Surveillance of Influenza A and the Pandemic
Influenza A (HIN1) 2009 in Sewage and Surface Water in the Netherlands”. Journal of
Water and Health 9 (3): 434—42. https://doi.org/10.2166/wh.2011.019.

Izquierdo-Lara, Ray, Goffe Elsinga, Leo Heijnen, Bas B. Oude Munnink, Claudia M.E.
Schapendonk, David Nieuwenhuijse, Matthijs Kon, ¢s mtsai. 2021. ,,Monitoring SARS-
CoV-2 Circulation and Diversity through Community Wastewater Sequencing, the
Netherlands and Belgium”. Emerging Infectious Diseases 27 (5): 1405-15.
https://doi.org/10.3201/eid2705.204410.

IWA 2022. ,Early detection of Omicron variant with wastewater surveillance” online
konferencia  https://iwa-network.org/learn/early-detection-of-omicron-variant-with-
wastewater-surveillance/.

Jahn, Katharina, David Dreifuss, Ivan Topolsky, Anina Kull, Pravin Ganesanandamoorthy,
Xavier Fernandez-Cassi, Carola Binziger, ¢s mtsai. 2021. ,,Detection and Surveillance
of SARS-CoV-2 Genomic Variants in Wastewater”. Preprint. Infectious Diseases
(except HIV/AIDS). https://doi.org/10.1101/2021.01.08.21249379.

Johnson, R, C J F Muller, S Ghoor, J Louw, E Archer, S Surujlal-Naicker, N Berkowitz, ¢s
mtsai. 2021. ,,Qualitative and quantitative detection of SARS-CoV-2 RNA in untreated
wastewater in Western Cape Province, South Africa”. South African Medical Journal
111 (3): 198. https://doi.org/10.7196/SAMJ.2021.v111i3.15154.

Kern, Anita, Mihaly Kadar, Katalin Szomor, Gyorgy Berencsi, Beatrix Kapusinszky, és Marta
Vargha. 2013. ,,.Detection of Enteric Viruses in Hungarian Surface Waters: First Steps
towards Environmental Surveillance”. Journal of Water and Health 11 (4): 772-82.
https://doi.org/10.2166/wh.2013.242.

Kitajima, Masaaki, Warish Ahmed, Kyle Bibby, Annalaura Carducci, Charles P. Gerba, Kerry
A. Hamilton, Eiji Haramoto, ¢s Joan B. Rose. 2020. ,,SARS-CoV-2 in Wastewater:
State of the Knowledge and Research Needs”. Science of The Total Environment 739
(oktober): 139076. https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.139076.

Kitajima, Masaaki, Hannah P. Sassi, és Jason R. Torrey. 2018. ,,Pepper Mild Mottle Virus as a
Water Quality Indicator”. Npj Clean Water 1 (1): 19. https://doi.org/10.1038/s41545-
018-0019-5.

Koroglu, Mehmet, Kathryn H. Jacobsen, Tayfur Demiray, Ahmet Ozbek, Unal Erkorkmaz, és
Mustafa Altindis. 2017. ,,Socioeconomic Indicators Are Strong Predictors of Hepatitis
A Seroprevalence Rates in the Middle East and North Africa”. Journal of Infection and
Public Health 10 (5): 513—17. https://doi.org/10.1016/j.jiph.2016.09.020.

Krivonakova, Nad’a, Andrea goltysové, Michal Tamas, Zdenko Takac, Jan Krahulec, Andre;j
Ficek, Miroslav Gal, és mtsai. 2021. ,,Mathematical Modeling Based on RT-QPCR
Analysis of SARS-CoV-2 in Wastewater as a Tool for Epidemiology”. Scientific
Reports 11 (1): 19456. https://doi.org/10.1038/s41598-021-98653-x.

KSH 2019: https://nyilvantarto.hu/letoltes/statisztikak/kozerdeku lakossag 2019.xIsx

Kulinkina, Alexandra V., Enkhtsetseg Shinee, Bernado Rafael Guzman Herrador, Karin
Nygard, és Oliver Schmoll. 2016. The Situation of Water-Related Infectious Diseases
in the Pan-European Region. Kopenhagen: WHO Regional Office for Europe.

La Rosa, G, P. Mancini, G. Bonanno Ferraro, C. Veneri, M. Iaconelli, L. Lucentini, L.
Bonadonna, ¢s mtsai. 2021. ,,Rapid Screening for SARS-CoV-2 Variants of Concern in
Clinical and Environmental Samples Using Nested RT-PCR Assays Targeting Key
Mutations of the Spike Protein”. Water Research 197 (jinius): 117104.
https://doi.org/10.1016/j.watres.2021.117104.

Langeveld, Jeroen, Remy Schilperoort, Leo Heijnen, Goffe Elsinga, Claudia E.M.
Schapendonk, Ewout Fanoy, Evelien I.T. de Schepper, Marion P. G. Koopmans,
Miranda de Graaf, és Gertjan Medema. 2021. ,Normalisation of SARS-CoV-2

94



Concentrations in Wastewater: The Use of Flow, Conductivity and CrAssphage”.
Preprint. Epidemiology. https://doi.org/10.1101/2021.11.30.21266889.

LaTurner, Zachary W., David M. Zong, Prashant Kalvapalle, Kiara Reyes Gamas, Austen
Terwilliger, Tessa Crosby, Priyanka Ali, és mtsai. 2021. ,,Evaluating Recovery, Cost,
and Throughput of Different Concentration Methods for SARS-CoV-2 Wastewater-
Based Epidemiology”. Water Research 197 (junius): 117043.
https://doi.org/10.1016/j.watres.2021.117043.

Lee, Wei Lin, Maxim Imakaev, Federica Armas, Kyle A. McElroy, Xiaoqiong Gu, Claire
Duvallet, Franciscus Chandra, és mtsai. 2021. ,,Quantitative SARS-CoV-2 Alpha
Variant B.1.1.7 Tracking in Wastewater by Allele-Specific RT-QPCR”. Environmental
Science & Technology Letters, julius, acs.estlett.1c00375.
https://doi.org/10.1021/acs.estlett.1c00375.

Lemon, Stanley M., Jordis J. Ott, Pierre Van Damme, és Daniel Shouval. 2018. ,, Type A Viral
Hepatitis: A Summary and Update on the Molecular Virology, Epidemiology,
Pathogenesis and Prevention”. Journal of Hepatology 68 (1): 167-84.
https://doi.org/10.1016/j.jhep.2017.08.034.

Li, Xuan, Shuxin Zhang, Jiahua Shi, Stephen P. Luby, ¢és Guangming Jiang. 2021.
,Uncertainties in Estimating SARS-CoV-2 Prevalence by Wastewater-Based
Epidemiology”.  Chemical  Engineering  Journal 415  (julius):  129039.
https://doi.org/10.1016/j.cej.2021.129039.

Maunula, L., S. Kalso, C.-H. Von Bonsdorff, és A. Ponki. 2004. ,,Wading Pool Water
Contaminated with Both Noroviruses and Astroviruses as the Source of a Gastroenteritis
Outbreak™. Epidemiology and Infection 132 (4): 737-43.
https://doi.org/10.1017/S0950268804002249.

McMahan, Christopher S, Stella Self, Lior Rennert, Corey Kalbaugh, David Kriebel, Duane
Graves, Cameron Colby, ¢s mtsai. 2021. ,,COVID-19 Wastewater Epidemiology: A
Model to Estimate Infected Populations™. The Lancet Planetary Health 5 (12): e874—
81. https://doi.org/10.1016/S2542-5196(21)00230-8.

Medema, Gertjan, Frederic Been, Leo Heijnen, és Susan Petterson. 2020. ,,Implementation of
Environmental Surveillance for SARS-CoV-2 Virus to Support Public Health
Decisions: Opportunities and Challenges”. Current Opinion in Environmental Science
& Health 17 (oktober): 49-71. https://doi.org/10.1016/j.coesh.2020.09.006.

Medema, Gertjan, Leo Heijnen, Goffe Elsinga, Ronald Italiaander, és Anke Brouwer. 2020.
,Presence of SARS-Coronavirus-2 RNA in Sewage and Correlation with Reported
COVID-19 Prevalence in the Early Stage of the Epidemic in The Netherlands”.
Environmental  Science & Technology  Letters 7 (7): 511-16.
https://doi.org/10.1021/acs.estlett.0c00357.

Miura, Fuminari, Masaaki Kitajima, és Ryosuke Omori. 2021. ,,Duration of SARS-CoV-2 Viral
Shedding in Faeces as a Parameter for Wastewater-Based Epidemiology: Re-Analysis
of Patient Data Using a Shedding Dynamics Model”. Science of The Total Environment
769 (majus): 144549. https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.144549.

Mlcochova, Petra, Steven A. Kemp, Mahesh Shanker Dhar, Guido Papa, Bo Meng, Isabella A.
T. M. Ferreira, Rawlings Datir, és mtsai. 2021. ,,SARS-CoV-2 B.1.617.2 Delta Variant

Replication and Immune Evasion”. Nature, szeptember.
https://doi.org/10.1038/s41586-021-03944-y.

NNK 2021: Magyarorszag ivovizmindsége, 2020.
https://www.nnk.gov.hu/attachments/article/726/Ivovizminoseg_2020.pdf

NNK 2020: Magyarorszag ivovizmindsége, 2018.

https://www.nnk.gov.hu/attachments/article/726/Iv%C3%B3v%C3%ADzmin%C5%9
15%C3%A9g2018 2020 3.pdf

95



Naqvi, Ahmad Abu Turab, Kisa Fatima, Taj Mohammad, Urooj Fatima, Indrakant K. Singh,
Archana Singh, Shaikh Muhammad Atif, Gururao Hariprasad, Gulam Mustafa Hasan,
¢s Md. Imtaiyaz Hassan. 2020. ,Insights into SARS-CoV-2 Genome, Structure,
Evolution, Pathogenesis and Therapies: Structural Genomics Approach”. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA) - Molecular Basis of Disease 1866 (10): 165878.
https://doi.org/10.1016/j.bbadis.2020.165878.

Ortiz-Prado, Esteban, Katherine Simbana-Rivera, Lenin Goémez- Barreno, Mario Rubio-Neira,
Linda P. Guaman, Nikolaos C Kyriakidis, Claire Muslin, és mtsai. 2020. ,,Clinical,
Molecular, and Epidemiological Characterization of the SARS-CoV-2 Virus and the
Coronavirus Disease 2019 (COVID-19), a Comprehensive Literature Review”.
Diagnostic ~ Microbiology  and  Infectious  Disease 98  (1):  115094.
https://doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2020.115094.

Paranthaman, Karthik, Ellen Pringle, Alison Burgess, Neil Macdonald, és James Sedgwick.
2018. ,,An Unusual Outbreak of Norovirus Associated with a Halloween-Themed
Swimming Pool Party in England, 2016”. Eurosurveillance 23 (44).
https://doi.org/10.2807/1560-7917.ES.2018.23.44.1700773.

Patel, Manish M., Aron J. Hall, Jan Vinjé, és Umesh D. Parashar. 2009. , Noroviruses: A
Comprehensive  Review”. Journal of Clinical Virology 44 (1): 1-8.
https://doi.org/10.1016/;.jcv.2008.10.009.

Paula, Vanessa Salete de, Livia Melo Villar, és Ana Maria Coimbra Gaspar. 2003. ,,Comparison
of Four Extraction Methods to Detect Hepatitis A Virus RNA in Serum and Stool
Samples”.  Brazilian Journal of Infectious Diseases 7 (2): 135-41.
https://doi.org/10.1590/S1413-86702003000200007.

Peccia, Jordan, Alessandro Zulli, Doug E. Brackney, Nathan D. Grubaugh, Edward H. Kaplan,
Arnau Casanovas-Massana, Albert I. Ko, és mtsai. 2020. ,,Measurement of SARS-CoV-
2 RNA in Wastewater Tracks Community Infection Dynamics”. Nature Biotechnology
38 (10): 1164—67. https://doi.org/10.1038/s41587-020-0684-z.

Pecson, Brian M., Emily Darby, Charles N. Haas, Yamrot M. Amha, Mitchel Bartolo, Richard
Danielson, Yeggie Dearborn, és mtsai. 2021. ,,Reproducibility and Sensitivity of 36
Methods to Quantify the SARS-CoV-2 Genetic Signal in Raw Wastewater: Findings
from an Interlaboratory Methods Evaluation in the U.S.” Environmental Science: Water
Research & Technology 7 (3): 504-20. https://doi.org/10.1039/DOEW00946F.

Philo, Sarah E., Erika K. Keim, Rachael Swanstrom, Angelo Q.W. Ong, Elisabeth A. Burnor,
Alexandra L. Kossik, Joanna C. Harrison, és mtsai. 2021. ,,A Comparison of SARS-
CoV-2 Wastewater Concentration Methods for Environmental Surveillance”. Science
of The Total Environment 760 (marcius): 144215.
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.144215.

Puhach, Olha, Kenneth Adea, Nicolas Hulo, Pascale Sattonnet, Camille Genecand, Anne Iten,
Frédérique Jacquérioz Bausch, és mtsai. 2022. ,,Infectious Viral Load in Unvaccinated
and Vaccinated Patients Infected with SARS-CoV-2 WT, Delta and Omicron”. Preprint.
Infectious Diseases (except HIV/AIDS). https://doi.org/10.1101/2022.01.10.22269010.

Rabaan, Ali A., Shamsah H. Al-Ahmed, Ranjit Sah, Mohammed A. Alqumber, Shafiul Haque,
Shailesh Kumar Patel, Mamta Pathak, ¢s mtsai. 2021. , MERS-CoV: Epidemiology,
Molecular Dynamics, Therapeutics, and Future Challenges”. Annals of Clinical
Microbiology and Antimicrobials 20 (1): 8. https://doi.org/10.1186/s12941-020-00414-
7.

Rambaut A., Loman N., Pybus O., Barclay W., Barrett J, Carabelli A., Connor T., Peacock T.,
Robertson D. L. & Volz E. 2020: reliminary genomic characterisation of an emergent
SARS-CoV-2 lineage in the UK defined by a novel set of spike mutations.
https://virological.org/t/preliminary-genomic-characterisation-of-an-emergent-sars-

96



cov-2-lineage-in-the-uk-defined-by-a-novel-set-of-spike-mutations/563 (accessed on
30 July 2021)Rockx, Barry, Matty de Wit, Harry Vennema, Jan Vinjé, Erwin de Bruin,
Yvonne van Duynhoven, és Marion Koopmans. 2002. ,Natural History of Human
Calicivirus Infection: A Prospective Cohort Study”. Clinical Infectious Diseases 35 (3):
246-53. https://doi.org/10.1086/341408.

Salvo, Matias, Ana Moller, Elena Alvareda, Pablo Gamazo, Rodney Colina, és Matias Victoria.
2021. ,Evaluation of Low-Cost Viral Concentration Methods in Wastewaters:
Implications for SARS-CoV-2 Pandemic Surveillances”. Journal of Virological
Methods 297 (november): 114249. https://doi.org/10.1016/j.jviromet.2021.114249.

Sampathkumar, Priya, Zelalem Temesgen, Thomas F. Smith, és Rodney L. Thompson. 2003.
»SARS: Epidemiology, Clinical Presentation, Management, and Infection Control
Measures”. Mayo Clinic Proceedings 78 (7): 882—90. https://doi.org/10.4065/78.7.882.

Schets, Franciska, Harold van den Berg, Harry Vennema, Manon Pelgrim, Cees Collé, Saskia
Rutjes, és Willemijn Lodder. 2018. ,,Norovirus Outbreak Associated with Swimming in
a Recreational Lake Not Influenced by External Human Fecal Sources in The
Netherlands, August 2012”. International Journal of Environmental Research and
Public Health 15 (11): 2550. https://doi.org/10.3390/ijerph15112550.

Shapiro, Michael, Beny London, Daniel Nigri, Alon Shoss, Eyal Zilber, és Itay Fogel. 2016.
,Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus: Review of the Current Situation in
the World”. Disaster and Military Medicine 2 (1): 9. https://doi.org/10.1186/s40696-
016-0019-2.

Shin, Eui-Cheol, és Sook-Hyang Jeong. 2018. , Natural History, Clinical Manifestations, and
Pathogenesis of Hepatitis A”. Cold Spring Harbor Perspectives in Medicine 8 (9):
a031708. https://doi.org/10.1101/cshperspect.a031708.

Sims, Natalie, és Barbara Kasprzyk-Hordern. 2020. ,,Future Perspectives of Wastewater-Based
Epidemiology: Monitoring Infectious Disease Spread and Resistance to the Community
Level”. Environment International 139 (janius): 105689.
https://doi.org/10.1016/j.envint.2020.105689.

Vennema, Harry, Erwin de Bruin, és Marion Koopmans. 2002. ,,Rational optimization of
generic primers used for Norwalk-like virus detection by reverse transcriptase
polymerase chain reaction.” J Clin Virol. 25 (2): 233-35.

Vinjé, Jan, Mary K. Estes, Pedro Esteves, Kim Y. Green, Kazuhiko Katayama, Nick J.
Knowles, Yvan L’Homme, ¢és mtsai. 2019. ,ICTV Virus Taxonomy Profile:
Caliciviridae”.  Journal of  General Virology 100  (11):  1469-70.
https://doi.org/10.1099/;gv.0.001332.

Voko, Zoltan, Zoltan Kiss, Gyorgy Surjan, Orsolya Surjan, Zs6fia Barcza, Bernadett Palyi,
Eszter Formanek-Balku, és mtsai. 2021. ,,Nationwide Effectiveness of Five SARS-
CoV-2 Vaccines in Hungary—the HUN-VE Study”. Clinical Microbiology and
Infection, november, S1198743X2100639X.
https://doi.org/10.1016/j.cmi.2021.11.011.

Walsh, Kieran A., Karen Jordan, Barbara Clyne, Daniela Rohde, Linda Drummond, Paula
Byrne, Susan Ahern, és mtsai. 2020. ,,SARS-CoV-2 Detection, Viral Load and
Infectivity over the Course of an Infection™. Journal of Infection 81 (3): 357-71.
https://doi.org/10.1016/j.jinf.2020.06.067.

Wang, Pengfei, Ryan G. Casner, Manoj S. Nair, Maple Wang, Jian Yu, Gabriele Cerutti, Lihong
Liu, és mtsai. 2021. ,Increased Resistance of SARS-CoV-2 Variant P.1 to Antibody
Neutralization”. Cell Host & Microbe 29 (5): 747-751.¢e4.
https://doi.org/10.1016/j.chom.2021.04.007.

97



Wang, Pengfei, Manoj S. Nair, Lihong Liu, Sho Iketani, Yang Luo, Yicheng Guo, Maple Wang,
¢és mtsai. 2021. ,,Antibody Resistance of SARS-CoV-2 Variants B.1.351 and B.1.1.7”.
Nature 593 (7857): 130-35. https://doi.org/10.1038/s41586-021-03398-2.

Weiss, Susan R., és Julian L. Leibowitz. 2011. ,,Coronavirus Pathogenesis”. In Advances in
Virus Research, 81:85-164. Elsevier. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-385885-
6.00009-2.

Westhaus, Sandra, Frank-Andreas Weber, Sabrina Schiwy, Volker Linnemann, Markus
Brinkmann, Marek Widera, Carola Greve, és mtsai. 2021. ,,Detection of SARS-CoV-2
in Raw and Treated Wastewater in Germany — Suitability for COVID-19 Surveillance
and Potential Transmission Risks”. Science of The Total Environment 751 (janudr):
141750. https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.141750.

WHO (2020) WHO Director-General's opening remarks at the media briefing on COVID-19 -
11 March 2020
Available  from:  https://www.who.int/dg/speeches/detail/who-director-general-s-
opening-remarks-at-the-media-briefing-on-covid-19---11-march-2020, accessed on
13.11.2020

WHO (2021a) Weekly epidemiological update on COVID-19 - 5 October 2021
https://www.who.int/publications/m/item/weekly-epidemiological-update-on-covid-
19---5-october-2021

WHO (2021b): Tracking SARS-CoV-2 variants. https://www.who.int/en/activities/tracking-
SARS-CoV-2-variants/

WHO (2022): Environmental surveillance for SARS-COV-2 to complement public health
surveillance Interim Guidance 2022. 04. 14. https://www.who.int/publications-detail-
redirect/ WHO-HEP-ECH-WSH-2022.1

WHO. 2022. , Environmental surveillance for SARS-COV-2 to complement public health
surveillance”.

World Health Organization és United Nations Children’s Fund (UNICEF). 2021. Progress on
Household Drinking Water, Sanitation and Hygiene 2000-2020: Five Years into the
SDGs. Geneva: World Health Organization.
https://apps.who.int/iris’/handle/10665/345081.

Wu, Fuqing, Amy Xiao, Jianbo Zhang, Katya Moniz, Noriko Endo, Federica Armas, Mary
Bushman, és mtsai. 2021. ,,Wastewater Surveillance of SARS-CoV-2 across 40 U.S.
States from February to June 2020”. Water Research 202 (szeptember): 117400.
https://doi.org/10.1016/j.watres.2021.117400.

Waurtzer, S, V Marechal, Jm Mouchel, Y Maday, R Teyssou, E Richard, JI Almayrac, és L
Moulin. 2020. ,,Evaluation of Lockdown Effect on SARS-CoV-2 Dynamics through
Viral Genome Quantification in Waste Water, Greater Paris, France, 5 March to 23
April  2020”.  Eurosurveillance 25  (50).  https://doi.org/10.2807/1560-
7917.ES.2020.25.50.2000776.

Yaniv, Karin, Eden Ozer, Yair Lewis, és Ariel Kushmaro. 2021. ,,RT-QPCR Assays for SARS-
CoV-2 Variants of Concern in Wastewater Reveals Compromised Vaccination-Induced
Immunity”. Water Research 207 (december): 117808.
https://doi.org/10.1016/j.watres.2021.117808.

Yezli, Saber, és Jonathan A. Otter. 2011. ,,Minimum Infective Dose of the Major Human
Respiratory and Enteric Viruses Transmitted Through Food and the Environment”.
Food and Environmental Virology 3 (1): 1-30. https://doi.org/10.1007/s12560-011-
9056-7.

Zheng, Shufa, Jian Fan, Fei Yu, Baihuan Feng, Bin Lou, Qianda Zou, Guoliang Xie, és mtsai.
2020. ,,Viral Load Dynamics and Disease Severity in Patients Infected with SARS-

98



CoV-2 in Zhejiang Province, China, January-March 2020: Retrospective Cohort
Study”. BMJ, aprilis, m1443. https://doi.org/10.1136/bmj.m1443.

Zhu, Na, Dingyu Zhang, Wenling Wang, Xingwang Li, Bo Yang, Jingdong Song, Xiang Zhao,
¢és mtsai. 2020. ,,A Novel Coronavirus from Patients with Pneumonia in China, 2019”.
New England Journal of Medicine 382 (8): 727-33.
https://doi.org/10.1056/NEJMo0a2001017.

99



12.Flggelék

50 _ ”l
a) = N g -~
@] 20 — - |
— Q o 8 = Q b o g
&) S 2 - QO o =
A £ = % ! O ) = O
9) Q 8 8 g < 8 g 3 E ©
r s g £ = £ 3 5 5 2z &g g %
o & ¢ <4 5 5 2 &8 3 5 g 2
O O E o £ £ ¥ = 3 o 8 B
R= %) 5 6] 83 2 Q = 7]
= > £ 2 0 m B
@) IS > = > =
&) ) O = >
%) O O
&}
0j esetek 7 napos
atlaga/100.000 f6
0j eset +1 hét
Békéscsaba  — -
aktiv
eset/100.000 {6
aktiv eset +1 hét
0j esetek 7 napos
atlaga/100.000 f6
0j eset +1 hét
Budapest D ) - m
aktiv
eset/100.000 {6 m
aktiv eset +1 hét m
0j esetek 7 napos
atlaga/100.000 f6 0,32' 0,00
,  Ujeset+] hét 0,30 0,16 0,00 0,31 0,00
Budapest E ai(tiv _
eset/100.000 £6 0,23 0,15 0,00 0,31 0,00
aktiv eset +1 hét 0,30 0,16 0,00
0j esetek 7 napos
atlaga/100.000 f6 0,23 0,00
0j eset +1 hét 0,22 0,00
Budapest KP -
aktiv 0.16 0,00
eset/100.000 £6 ’ ’
aktiv eset +1 hét 0,25 0,00
0j esetek 7 napos
tlaga/100.000 £ 0,01 0,05 0,02 0,21 0,18 0,02 0,13
0j eset +1 hét 0,01 0,06 0,02 0,23 0,26 0,23 0,02 0,15 0,04
Debrecen aKiiv
eset/100.000 £6 0,00 0,04 0,02 0,17 0,19 0,17 0,01 0,13 0,07
aktiv eset +1 hét 0,25 0,21 0,02 0,15
0j esetek 7 napos
atlaga/100.000 f6
E 0j eset +1 hét
ger aktiv
eset/100.000 {6

aktiv eset +1 hét

uj esetek 7 napos
Gyér atlaga/100.000 6

0j eset +1 hét

100



GC/L, LOD

GC/L Entero norm LOD

virusterhelés GC

GC/L, LOD log

GC/L Entero norm LOD log

virusterhelés GC log

GC/L,LOD 1

GC/L Entero norm LOD 1

virusterhelés GC 1

GC/L,LOD log 1

GC/L Entero norm LOD log 1

virusterhelés GC log_1

aktiv
eset/100.000 6

0,39

0,19

0,42

0,42

0,39

0,54

0,31

0,50

0,55

0,51

aktiv eset +1 hét

0,54

0,14

0,52

0,53

0,60

0,71

0,25

0,63

0,65

0,64

Kaposvar

uj esetek 7 napos
atlaga/100.000 6

0,58

0,09

0,54

0,53

0,87

0,90

0,16

0,65

0,71

0,63

uj eset +1 hét

0,49

0,07

0,50

0,50

0,89

0,78

0,12

0,60

0,64

0,60

aktiv
eset/100.000 6

0,59

0,10

0,55

0,53

0,81

0,90

0,17

0,64

0,73

0,62

aktiv eset +1 hét

0,55

0,07

0,53

0,53

0,91

0,87

0,13

0,64

0,70

0,63

Kecskemét

uj esetek 7 napos
atlaga/100.000 6

0,05

0,10

0,40

0,38

0,11

0,09

0,21

0,52

0,56

0,50

uj eset +1 hét

0,05

0,08

0,41

0,39

0,17

0,16

0,18

0,56

0,62

0,53

aktiv
eset/100.000 6

0,02

0,13

0,34

0,33

0,07

0,05

0,24

0,49

0,49

0,46

aktiv eset +1 hét

0,06

0,09

0,42

0,40

0,14

0,13

0,20

0,56

0,60

0,54

Miskolc

uj esetek 7 napos
atlaga/100.000 6

0,19

0,04

0,27

0,26

0,33

0,33

0,08

0,43

0,46

0,42

uj eset +1 hét

0,24

0,04

0,35

0,35

0,38

0,42

0,07

0,52

0,58

0,52

aktiv
eset/100.000 6

0,20

0,04

0,25

0,24

0,35

0,32

0,08

0,39

0,39

0,37

aktiv eset +1 hét

0,23

0,04

0,32

0,32

0,41

0,42

0,07

0,50

0,53

0,49

Nyiregyhaza

uj esetek 7 napos
atlaga/100.000 6

0,37

0,05

0,42

0,41

0,25

0,42

0,09

0,53

0,60

0,52

uj eset +1 hét

0,31

0,05

0,46

0,46

0,32

0,53

0,12

0,57

0,65

0,58

aktiv
eset/100.000 6

0,30

0,05

0,40

0,37

0,20

0,38

0,10

0,51

0,57

0,49

aktiv eset +1 hét

0,31

0,05

0,45

0,44

0,29

0,49

0,11

0,58

0,65

0,57

Pécs

uj esetek 7 napos
atlaga/100.000 6

0,02

0,03

0,10

0,10

0,03

0,08

0,09

0,24

0,40

0,25

uj eset +1 hét

0,02

0,03

0,17

0,16

0,01

0,04

0,07

0,27

0,42

0,27

aktiv
eset/100.000 £6

0,04

0,03

0,09

0,09

0,04

0,09

0,09

0,20

0,35

0,20

aktiv eset +1 hét

0,02

0,04

0,13

0,13

0,03

0,07

0,08

0,26

0,42

0,26

Salgétarjan

uj esetek 7 napos
atlaga/100.000 6

0,21

0,47

0,57

0,58

0,54

0,60

0,61

0,75

0,76

0,75

uj eset +1 hét

0,28

0,24

0,59

0,61

0,42

0,46

0,60

0,73

0,74

0,75

aktiv
eset/100.000 f6

0,24

0,38

0,54

0,55

0,56

0,57

0,61

0,71

0,69

0,70

aktiv eset +1 hét

0,26

0,39

0,59

0,61

0,53

0,57

0,63

0,78

0,78

0,78

Szeged

uj esetek 7 napos
atlaga/100.000 6

0,37

0,05

0,55

0,54

0,65

0,63

0,09

0,70

0,70

0,68

uj eset +1 hét

0,33

0,03

0,55
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0,54

0,71

0,67

0,05

0,71

0,72

0,70



GC/L,LOD
GC/L Entero norm LOD
virusterhelés GC
GC/L, LOD log
GC/L Entero norm LOD log
virusterhelés GC log
GC/L,LOD_1
GC/L Entero norm LOD 1
virusterhelés GC 1
GC/L, LOD log_1
GC/L Entero norm LOD log 1
virusterhelés GC log_1

aktiv
eset/100.000 £6

=
—
[\9)

aktiv eset +1 hét

=
S
~

Székesfehérvar

4j esetek 7 napos
atlaga/100.000 6

=
S
W

0j eset +1 hét

=
S
\S)

aktiv
eset/100.000 £6

aktiv eset +1 hét

4j esetek 7 napos

atlaga/100.000 £6 i
0j eset +1 hét 0,05 0,11
Szekszard a;( v -
eset/100.000 £6 0,18 0,03
aktiveset +1 hét 030 0,04
4j esetek 7 napos
atlaga/100.000 £6 e ' b2l
0j eset +1 hét 0,19 0,08 0,20 0,16 0,27
Szolnok KtV
eset/100.000 £5 0,16 0,07 0,20 0,24 0,27
aktiveset +1 hét 0,23 0,12 0,20
4j esetek 7 napos
atlaga/100.000 £6 Bl
0j eset +1 hét 0,07 0,14
Szombathely ) -
aktiv 0.10
eset/100.000 £6 ’
aktiv eset +1 hét
4j esetek 7 napos
atlaga/100.000 £6 . m
0j eset +1 hét 0,03 0,07
Tatabanya a;( pre -
eset/100.000 f5 02 016 0,05 0,10
aktiv eset +1 hét 0,27 0,04 0,08
4j esetek 7 napos
atlaga/100.000 6
v , 0j eset +1 hét
eszprém  — o
eset/100.000 6

aktiv eset +1 hét
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4j esetek 7 napos

atlaga/100.000 o
Uj eset +1 hét 0,25
Zalaegerszeg ) - -
aktiv 029 0,20
eset/100.000 6 ’ ’
aktiv eset +1 hét
_: 3 pontos mozgd atmag (n-1...n+1) szignifikans (p<0,05) nem szignifikans (p>0,05)

F1. tablazat: A szennyviz SARS-CoV-2 képiaszama és a COVID-19 esetszamok kozotti dsszefiiggés varosonként bontdasban,
a 2020. julius eleje és 2021. oktober vége kozti idészakban
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varos=Békéscsaba
Almon Polyn. Distr.Lags; Regression Coefficients (Smoothing Transformations)
Indep: GC/L Entero norm LOD log_1: 3 pt.mov.aver Dep: Uj esetek 7 nap (-3 - +3)
Lag: 2 Polyn. order: 1 R=,7140 R-square= ,5099 N: 64

Regressn Standard t( 61) p
Lag Coeff. Error
0,309457101783 3,300370331899 0,093764356925 0,925603648512
0,998489038185 0,124447766730 8,023358429181 0,000000000040
1,687520974586 3,317541392704 0,508666140021 0,612821143337

N [~ O

F2. tablazat: az Almon-féle polinomialis eloszlasu késleltetés modell eredményei Békéscsaba esetében a 2020. julius eleje
és 2021. oktober vége kozti idoszakban a szennyviz SARS-CoV-2 kopiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a
szennyviztelep ellatasi teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama kozotti osszefiiggeés vizsgalata esetében

varos=Békéscsaba
Plot of selected variables (series)
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F1. dbra: a szennyviz SARS-CoV-2 képiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a szennyviztelep ellatasi teriiletén
regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama a 2020. julius eleje és 202 1. oktober vége kozti idészakban Békéscsaba esetében
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varos=Budapest D

Almon Polyn. Distr.Lags; Regression Coefficients (Smoothing Transformations)
Indep: GC/L Entero norm LOD log_1: 3 pt.mov.aver Dep: (] esetek 7 nap (-3 - +3)
Lag: 2 Polyn. order: 1 R=,6952 R-square= ,4833 N: 66

Regressn Standard t( 63) p
Lag Coeff. Error
0 -0,00000000216 0,000000078129 -0,027700398109 0,977988667438
1 5,99556729536 0,780857988176 7,678178857291 0,000000000130
2 11,99113459289 1,561715966978 7,678178904767 0,000000000130

F3. tablazat: az Almon-féle polinomidlis eloszlasu késleltetés modell eredményei Budapest déli szennyviztisztito esetében
a 2020. julius eleje és 2021. oktober vége kozti idészakban a szennyviz SARS-CoV-2 kopiaszama (Enterococcusra normalizalt,
simitott) és a szennyviztelep ellatasi teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama kozotti dsszefiiggés vizsgalata

eseteben
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Plot of selected variables (series)
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GC/L Entero norm LOD log_1:3 pt.mov.aver.

F2. abra: a szennyviz SARS-CoV-2 kopiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a szennyviztelep ellatasi teriiletén
regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama a 2020. julius eleje és 2021. oktober vége kozti idészakban Budapest déli
Szennyviztisztito esetében
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varos=Budapest E

Almon Polyn. Distr.Lags; Regression Coefficients (Smoothing Transformations)
Indep: GC/L Entero norm LOD log_1: 3 pt.mov.aver Dep: Uj esetek 7 nap (-3 - +3)
Lag: 2 Polyn. order: 1 R=,6972 R-square= ,4861 N: 66

Regressn Standard t( 63) p
Lag Coeff. Error
0 -0,00000001865 0,000000154293 -0,120865884781 0,904181927944
1 11,65627936468 1,513477154543 7,701655310549 0,000000000119
2 23,31255874801 3,026954289490 7,701655366569 0,000000000119

F4. tablazat: az Almon-féle polinomialis eloszlasu késleltetés modell eredményei Budapest északi szennyviztisztito esetében
a 2020. julius eleje és 2021. oktober vége kozti idészakban a szennyviz SARS-CoV-2 kdpiaszama (Enterococcusra normalizalt,
simitott) és a szennyviztelep ellatasi teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama kozétti dsszefiiggés vizsgalata

esetében

Uj esetek 7 nap (-3 - +3):

varos=Budapest E
Plot of selected variables (series)
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F3. dbra: a szennyviz SARS-Co V-2 képiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a szennyviztelep ellatasi teriiletén
regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama a 2020. julius eleje és 2021. oktober vége kozti idészakban Budapest északi
szennyviztisztito esetében
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varos=Budapest KP

Almon Polyn. Distr.Lags; Regression Coefficients (Smoothing Transformations)
Indep: GC/L Entero norm LOD log_1: 3 pt.mov.aver Dep: Uj esetek 7 nap (-3 - +3)
Lag: 2 Polyn. order: 1 R=,7388 R-square= ,5458 N: 66

Regressn Standard t( 63) p
Lag Coeff. Error

-0,00000003158 0,000000171771 -0,183866258284 0,854708902418
14,62650966317 1,688721682538 8,661290853553 0,000000000003
29,25301935792 3,377443341723 8,661290922794 0,000000000003

N |[= |O

F5. tablazat: az Almon-féle polinomialis eloszlasu késleltetés modell eredményei Budapest kézponti szennyviztisztito
esetében a 2020. julius eleje és 2021. oktober vége kozti idészakban a szennyviz SARS-CoV-2 kopiaszama (Enterococcusra
normalizalt, simitott) és a szennyviztelep ellatasi teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama kozotti Osszefiiggés

vizsgalata esetében

varos=Budapest KP
Plot of selected variables (series)
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F4. dbra: a szennyviz SARS-CoV-2 képiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a szennyviztelep ellatasi teriiletén
regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama a 2020. julius eleje és 2021. oktober vége kozti iddszakban Budapest kozponti

Szennyviztisztito esetében
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varos=Debrecen

Almon Polyn. Distr.Lags; Regression Coefficients (Smoothing Transformations)
Indep: GC/L Entero norm LOD log_1: 3 pt.mov.aver Dep: Uj esetek 7 nap (-3 - +3)

Lag: 2 Polyn. order: 1 R=,7095 R-square= ,5035 N: 66

Regressn Standard t( 63) p
Lag Coeff. Error
0 -0,000000014565 0,000000047038 -0,309647696809 0,757850774516
1 4,123845903282 0,519710984626 7,934883089400 0,000000000046
2 8,247691821128 1,039421962931 7,934883151660 0,000000000046

F6. tablazat: az Almon-féle polinomialis eloszldsu késleltetés modell eredményei Debrecen esetében a 2020. julius eleje és
2021. oktober vége kozti idoszakban a szemnyviz SARS-CoV-2 képiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a

szennyviztelep ellatasi teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama kozotti Osszefiiggeés vizsgalata esetében

Uj esetek 7 nap (-3 - +3):

250

200

150

100

)]
o

varos=Debrecen

Plot of selected variables (series)

2 7 12

17

22 21 32 37
— Uj esetek 7 nap (-3 - +3) (L) —— GC/L Entero norm LOD log_1 (R)

42

47

52

57

62

67

5,2
5,0
4,8
46
4.4
4,2
4,0
3,8
3,6
3,4
3,2

3,0

GC/L Entero norm LOD log_1:3 pt.mov.aver.

F5. dbra: a szennyviz SARS-Co V-2 képiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a szennyviztelep ellatasi teriiletén

regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama a 2020. julius eleje és 2021. oktober vége kozti idészakban Debrecen esetében
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varos=Eger

Almon Polyn. Distr.Lags; Regression Coefficients (Smoothing Transformations)
Indep: GC/L Entero norm LOD log_1: 3 pt.mov.aver Dep: Uj esetek 7 nap (-3 - +3)

Lag: 2 Polyn. order: 1 R=,7244 R-square= ,5247 N: 65

Regressn Standard t( 62)
Lag Coeff. Error
0 -0,000000005835 0,000000013125 -0,444589053863 0,658164899090
1 1,195086168376 0,145716747529 8,201433182130 0,000000000018
2 2,390172342587 0,291433493366 8,201433249776 0,000000000018

F7. tablazat: az Almon-féle polinomialis eloszlasu késleltetés modell eredményei Eger esetében a 2020. julius eleje és 2021.
oktober vége kozti iddszakban a szennyviz SARS-CoV-2 képiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a szennyviztelep

ellatasi teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama kozotti dsszefiiggés vizsgalata esetében
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Plot of selected variables (series)
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F6. dbra: a szennyviz SARS-Co V-2 képiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a szennyviztelep ellatasi teriiletén
regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama a 2020. julius eleje és 2021. oktober vége kozti idoszakban Eger esetében

109

5,0

4,8

4,6

4.4

4,2

4,0

3,8

3,6

3,4

3,2

3,0

GC/L Entero norm LOD log_1:3 pt.mov.aver.



varos=Gyor

Almon Polyn. Distr.Lags; Regression Coefficients (Smoothing Transformations)
Indep: GC/L Entero norm LOD log_1: 3 pt.mov.aver Dep: Uj esetek 7 nap (-3 - +3)
Lag: 2 Polyn. order: 1 R=,7238 R-square=,5239 N: 65

Regressn Standard t( 62) p
Lag Coeff. Error
0 -7,13032082504 12,14190558648 -0,587248910334 0,559169143861
1 3,22137698337 0,38694700471 8,325111563428 0,000000000011
2 13,57307479178 12,21306454646 1,111357001360 0,270705910231

F8. tablazat: az Almon-féle polinomialis eloszlasi késleltetés modell eredményei Gyor esetében a 2020. julius eleje és
2021. oktober vége kozti idoszakban a szemnyviz SARS-CoV-2 képiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a

szennyviztelep ellatasi teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama kozotti Osszefiiggeés vizsgalata esetében
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F7.dabra: a szennyviz SARS-Co V-2 képiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a szennyviztelep ellatasi teriiletén
regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama a 2020. julius eleje és 2021. oktober vége kozti idészakban Gyor esetében
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varos=Kaposvar

Almon Polyn. Distr.Lags; Regression Coefficients (Smoothing Transformations)

Indep: GC/L Entero norm LOD log_1: 3 pt.mov.aver Dep: Uj esetek 7 nap (-3 - +3)

Lag: 2 Polyn. order: 1 R=,6594 R-square= ,4348 N: 64

Regressn Standard t( 61)
Lag Coeff. Error
0 0,000000017417 0,000000029578 0,588844351504 0,558140018652
1 2,090544536787 0,302963277313 6,900323218476 0,000000003437
2 4,181089056158 0,605926550901 6,900323232151 0,000000003437

F9. tablazat: az Almon-féle polinomialis eloszlasu késleltetés modell eredményei Kaposvar esetében a 2020. julius eleje és
2021. oktober vége kozti iddszakban a szemnyviz SARS-CoV-2 képiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a

szennyviztelep ellatasi teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama kozotti dsszefiigges vizsgalata esetében
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varos=Kaposvar
Plot of selected variables (series)
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F8. abra: a szennyviz SARS-CoV-2 kopiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a szennyviztelep ellatasi teriiletén

regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama a 2020. julius eleje és 2021. oktober vége kozti iddszakban Kaposvar esetében
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varos=Kecskemét

Almon Polyn. Distr.Lags; Regression Coefficients (Smoothing Transformations)
Indep: GC/L Entero norm LOD log_1: 3 pt.mov.aver Dep: Uj esetek 7 nap (-3 - +3)
Lag: 2 Polyn. order: 1 R=,6781 R-square= ,4598 N: 64

Regressn Standard t( 61)
Lag Coeff. Error
0 -0,000000011617 0,000000032073 -0,362219150863 0,718440158214
1 2,387812435650 0,334391410412 7,140770849072 0,000000001327
2 4,775624882917 0,668782816509 7,140770912513 0,000000001327

F10. tablazat: az Almon-féle polinomialis eloszlasu késleltetés modell eredményei Kecskemét esetében a 2020. julius eleje
és 2021. oktober vége kozti idoszakban a szennyviz SARS-CoV-2 kopiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a

szennyviztelep ellatasi teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama kozotti osszefiiggeés vizsgalata esetében

varos=Kecskemét
Plot of selected variables (series)
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F9. dbra: a szennyviz SARS-Co V-2 képiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a szennyviztelep ellatasi teriiletén
regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama a 2020. julius eleje és 2021. oktober vége kozti idészakban Kecskemét esetében

112



varos=Miskolc

Almon Polyn. Distr.Lags; Regression Coefficients (Smoothing Transformations)
Indep: GC/L Entero norm LOD log_1: 3 pt.mov.aver Dep: Uj esetek 7 nap (-3 - +3)
Lag: 2 Polyn. order: 1 R=,7576 R-square=,5740 N: 66

Regressn Standard t( 63) p
Lag Coeff. Error
0 -13,5175764737 8,510726696537 -1,58829873825 0,117225354860
1 2,8970301098 0,315266929786 9,18913414676 0,000000000000
2 19,3116366934 8,551488454570 2,25827781865 0,027400491443

F11. tablazat: az Almon-féle polinomialis eloszldsu késleltetés modell eredményei Miskolc esetében a 2020. julius eleje és
2021. oktober vége kozti idoszakban a szemnyviz SARS-CoV-2 képiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a

szennyviztelep ellatasi teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama kozotti Osszefiiggeés vizsgalata esetében
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Plot of selected variables (series)
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F10. abra: a szennyviz SARS-CoV-2 képiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a szennyviztelep ellatdsi
teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama a 2020. julius eleje és 2021. oktober vége kozti idészakban Miskolc
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varos=Nyiregyhaza

Almon Polyn. Distr.Lags; Regression Coefficients (Smoothing Transformations)
Indep: GC/L Entero norm LOD log_1: 3 pt.mov.aver Dep: (] esetek 7 nap (-3 - +3)

Lag: 2 Polyn. order: 1 R=,7105 R-square=,5048 N: 65

Regressn Standard t( 62) p
Lag Coeff. Error
0 0,000000008268 0,000000030080 0,274872998802 0,784327718994
1 2,436096664408 0,305039448685 7,986169247662 0,000000000042
2 4,872193320548 0,610078893847 7,986169280211 0,000000000042

F12. tablazat: az Almon-féle polinomialis eloszlasu késleltetés modell eredményei Nyiregyhaza esetében a 2020. julius
eleje és 2021. oktober vége kozti idészakban a szennyviz SARS-CoV-2 kopiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a

szennyviztelep ellatasi teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama kozotti dsszefiigges vizsgalata esetében
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Plot of selected variables (series)
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Fll1. abra: a szennyviz SARS-CoV-2 kopiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a szennyviztelep ellatasi
teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama a 2020. julius eleje és 202 1. oktober vége kozti iddszakban Nyiregyhdza

esetéeben
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varos=Pécs

Almon Polyn. Distr.Lags; Regression Coefficients (Smoothing Transformations)

Indep: GC/L Entero norm LOD log_1: 3 pt.mov.aver Dep: Uj esetek 7 nap (-3 - +3)

Lag: 2 Polyn. order: 1 R=,7202 R-square=,5188 N: 64

Regressn Standard t( 61)
Lag Coeff. Error
0 0,127246582033 10,31247223167 0,012339095725 0,990195343609
1 2,998465756168 0,36729939795 8,163546613233 0,000000000023
2 5,869684930304 10,37629034674 0,565682410010 0,573684709704

F13. tablazat: az Almon-féle polinomialis eloszlasu késleltetés modell eredményei Pécs esetében a 2020. julius eleje és
2021. oktober vége kozti idoszakban a szemnyviz SARS-CoV-2 képiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a

szennyviztelep ellatasi teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama kozotti Osszefiiggeés vizsgalata esetében
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varos=Pécs
Plot of selected variables (series)
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F12. abra: a szennyviz SARS-CoV-2 képiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a szennyviztelep ellatdsi
teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama a 2020. julius eleje és 2021. oktober vége kozti idészakban Pécs

eseteben
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varos=Salgoétarjan

Almon Polyn. Distr.Lags; Regression Coefficients (Smoothing Transformations)
Indep: GC/L Entero norm LOD log_1: 3 pt.mov.aver Dep: Uj esetek 7 nap (-3 - +3)
Lag: 2 Polyn. order: 1 R=,7550 R-square=,5701 N: 65

Regressn Standard t( 62) p
Lag Coeff. Error
1,908719539059 3,089882274899 0,617732123507 0,539014365751
0,984159352143 0,108156612774 9,099391400151 0,000000000001
0,059599165226 3,103080832900 0,019206449472 0,984738089334

N |—= O

F14. tablazat: az Almon-féle polinomialis eloszlasu késleltetés modell eredményei Salgotarjan esetében a 2020. julius eleje
és 2021. oktober vége kozti idoszakban a szennyviz SARS-CoV-2 kopiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a
szennyviztelep ellatasi teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama kozotti dsszefiigges vizsgalata esetében

varos=Salgoétarjan
Plot of selected variables (series)
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F13. abra: a szennyviz SARS-CoV-2 kopiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a szennyviztelep ellatasi
teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama a 2020. julius eleje és 2021. oktober vége kozti idoszakban Salgotarjan
esetében
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varos=Szeged

Almon Polyn. Distr.Lags; Regression Coefficients (Smoothing Transformations)
Indep: GC/L Entero norm LOD log_1: 3 pt.mov.aver Dep: Uj esetek 7 nap (-3 - +3)
Lag: 2 Polyn. order: 1 R=,7200 R-square= ,5183 N: 65

Regressn Standard t( 62) p
Lag Coeff. Error
0 -0,000000024342 0,000000041136 -0,591747131826 0,556171595837
1 3,682699673164 0,458880387071 8,025402211384 0,000000000036
2 7,365399370669 0,917760767848 8,025402292949 0,000000000036
F15. tablazat: az Almon-féle polinomidlis eloszlasu késleltetés modell eredményei Szeged esetében a 2020. julius eleje és

2021. oktober vége kozti iddszakban a szemnyviz SARS-CoV-2 képiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a
szennyviztelep ellatasi teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama kozotti dsszefiigges vizsgalata esetében

Uj esetek 7 nap (-3 - +3):

varos=Szeged
Plot of selected variables (series)
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Fl4. abra: a szennyviz SARS-CoV-2 kopiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a szennyviztelep ellatasi
teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama a 2020. julius eleje és 2021. oktober vége kozti idoszakban Szeged

eseteben
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varos=Székesfehérvar

Almon Polyn. Distr.Lags; Regression Coefficients (Smoothing Transformations)
Indep: GC/L Entero norm LOD log_1: 3 pt.mov.aver Dep: Uj esetek 7 nap (-3 - +3)
Lag: 2 Polyn. order: 1 R=,7089 R-square=,5025 N: 64

Regressn Standard t( 61) p
Lag Coeff. Error
2,149553201203 7,120199884938 0,301895064175 0,763758947264
2,247397504085 0,284822123200 7,890529987051 0,000000000068
2,345241806967 7,164092231590 0,327360638467 0,744515945690

N [—= O

F16. tablazat: az Almon-féle polinomialis eloszlasu késleltetés modell eredményei Székesfehérvar esetében a 2020. julius
eleje és 2021. oktober vége kozti idoszakban a szennyviz SARS-CoV-2 kopiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a
szennyviztelep ellatasi teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama kozotti Osszefiiggeés vizsgalata esetében

varos=Székesfehérvar
Plot of selected variables (series)
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Fl15. abra: a szennyviz SARS-CoV-2 kopiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a szennyviztelep ellatasi
teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama a 2020. julius eleje és 2021. oktober vége kozti idoszakban
Székesfehérvar esetében
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varos=Szekszard

Almon Polyn. Distr.Lags; Regression Coefficients (Smoothing Transformations)

Indep: GC/L Entero norm LOD log_1: 3 pt.mov.aver Dep: Uj esetek 7 nap (-3 - +3)

Lag: 2 Polyn. order: 1 R=,7123 R-square= ,5074 N: 64

Regressn Standard t( 61)
Lag Coeff. Error
0 0,000000001002 0,000000008152 0,122898748603 0,902591303523
1 0,685045730843 0,086086247093 7,957667501762 0,000000000052
2 1,370091460684 0,172172493307 7,957667536611 0,000000000052

F17. tablazat: az Almon-féle polinomialis eloszlasu késleltetés modell eredményei Szekszard esetében a 2020. julius eleje
és 2021. oktober vége kozti idoszakban a szennyviz SARS-CoV-2 kopiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a

szennyviztelep ellatasi teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama kozotti Osszefiiggeés vizsgalata esetében

Uj esetek 7 nap (-3 - +3):
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varos=Szekszard
Plot of selected variables (series)
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Fl16. abra: a szennyviz SARS-CoV-2 képiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a szennyviztelep ellatdsi
teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama a 2020. julius eleje és 2021. oktober vége kozti idoszakban Szekszard

eseteben
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varos=Szolnok

Almon Polyn. Distr.Lags; Regression Coefficients (Smoothing Transformations)
Indep: GC/L Entero norm LOD log_1: 3 pt.mov.aver Dep: Uj esetek 7 nap (-3 - +3)
Lag: 2 Polyn. order: 1 R=,7248 R-square= ,5254 N: 66

Regressn Standard t( 63) p
Lag Coeff. Error
0 8,56751003169 4,968459942757 1,72437941141 0,089543145321
1 1,75639470897 0,215759638122 8,14051564164 0,000000000020
2 -5,05472061375 5,008782830184 -1,00917144646 0,316752773133
F18. tablazat: az Almon-féle polinomidlis eloszlasu késleltetés modell eredményei Szolnok esetében a 2020. julius eleje és

2021. oktober vége kozti iddszakban a szemnyviz SARS-CoV-2 képiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a
szennyviztelep ellatasi teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama kozotti dsszefiigges vizsgalata esetében

varos=Szolnok
Plot of selected variables (series)
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F17. abra: a szennyviz SARS-CoV-2 képiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a szennyviztelep ellatdsi
teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama a 2020. julius eleje és 2021. oktober vége kozti idészakban Szolnok
esetében
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varos=Szombathely
Almon Polyn. Distr.Lags; Regression Coefficients (Smoothing Transformations)
Indep: GC/L Entero norm LOD log_1: 3 pt.mov.aver Dep: Uj esetek 7 nap (-3 - +3)
Lag: 2 Polyn. order: 1 R=,7039 R-square= ,4955 N: 66

Regressn Standard t( 63) p
Lag Coeff. Error
2,432819193524 8,864913079940 0,274432379831 0,784650259424
2,518407564289 0,317816198475 7,924100710952 0,000000000048
2,603995935054 8,885740779334 0,293053331143 0,770444511963

N |[—= O

F19. tablazat: az Almon-féle polinomialis eloszlasu késleltetés modell eredményei Szombathely esetében a 2020. julius
eleje és 2021. oktober vége kozti idoszakban a szennyviz SARS-CoV-2 kopiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a
szennyviztelep ellatasi teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama kozotti dsszefiiggeés vizsgalata esetében

varos=Szombathely
Plot of selected variables (series)
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F18. abra: a szennyviz SARS-CoV-2 képiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a szennyviztelep ellatdsi
teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama a 2020. julius eleje és 2021. oktober vége kozti iddszakban Szombathely
esetében
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varos=Tatabanya

Almon Polyn. Distr.Lags; Regression Coefficients (Smoothing Transformations)
Indep: GC/L Entero norm LOD log_1: 3 pt.mov.aver Dep: Uj esetek 7 nap (-3 - +3)
Lag: 2 Polyn. order: 1 R=,6607 R-square= ,4365 N: 65

Regressn Standard t( 62) p
Lag Coeff. Error
0,000000006944 0,000000022391 0,310121563231 0,757508568098
1,668741244779 0,239762062600 6,959988693298 0,000000002522
3,337482482614 0,479524122294 6,959988721004 0,000000002522

N |~ O

F20. tablazat: az Almon-féle polinomialis eloszlasu késleltetés modell eredményei Tatabdanya esetében a 2020. julius eleje
és 2021. oktober vége kozti idoszakban a szennyviz SARS-CoV-2 kopiaszama (Enterococcusra normalizadlt, simitott) és a
szennyviztelep ellatasi teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama kozotti osszefiiggeés vizsgalata esetében

varos=Tatabanya
Plot of selected variables (series)
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F19. abra: a szennyviz SARS-CoV-2 képiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a szennyviztelep ellatdsi
teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama a 2020. julius eleje és 2021. oktober vége kozti idészakban Tatabdanya
esetében
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varos=Veszprém
Almon Polyn. Distr.Lags; Regression Coefficients (Smoothing Transformations)
Indep: GC/L Entero norm LOD log_1: 3 pt.mov.aver Dep: Uj esetek 7 nap (-3 - +3)
Lag: 2 Polyn. order: 1 R=,6920 R-square= ,4788 N: 65

Regressn Standard t( 62) p
Lag Coeff. Error
2,343523095619 6,534215898461 0,358654065314 0,721072316045
1,381805276992 0,183143983247 7,544912218762 0,000000000244
0,420087458365 6,574353960664 0,063897907061 0,949257089663

N [—= O

F21. tablazat: az Almon-féle polinomialis eloszlasi késleltetés modell eredményei Veszprém esetében a 2020. julius eleje
és 2021. oktober vége kozti idoszakban a szennyviz SARS-CoV-2 kopiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a
szennyviztelep ellatasi teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama kozotti Osszefiiggeés vizsgalata esetében

varos=Veszprém
Plot of selected variables (series)
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F20. abra: a szennyviz SARS-CoV-2 kopiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a szennyviztelep ellatasi
teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama a 2020. julius eleje és 2021. oktober vége kozti idészakban Veszprém
esetében
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varos=Zalaegerszeg

Almon Polyn. Distr.Lags; Regression Coefficients (Smoothing Transformations)
Indep: GC/L Entero norm LOD log_1: 3 pt.mov.aver Dep: Uj esetek 7 nap (-3 - +3)

Lag: 2 Polyn. order: 1 R=,7408 R-square= ,5487 N: 65

Regressn Standard t( 62) p
Lag Coeff. Error
0 -0,000000010354 0,000000014604 -0,708982489184 0,480992883438
1 1,392119796711 0,162430310212 8,570566631876 0,000000000004
2 2,784239603776 0,324860618632 8,570566711030 0,000000000004

F22. tablazat: az Almon-féle polinomidlis eloszlasu késleltetés modell eredményei Zalaegerszeg esetében a 2020. julius
eleje és 2021. oktober vége kozti idoszakban a szennyviz SARS-CoV-2 kopiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a

szennyviztelep ellatasi teriiletén regsiztralt COVID 19 megbetegedések szama kozotti osszefiiggeés vizsgalata esetében
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varos=Zalaegerszeg
Plot of selected variables (series)
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F21. abra: a szennyviz SARS-CoV-2 kopiaszama (Enterococcusra normalizalt, simitott) és a szennyviztelep ellatasi
teriiletén regisztralt COVID 19 megbetegedések szama a 2020. julius eleje és 2021. oktober vége kozti idoszakban Zalaegerszeg

eseteben
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hulldam=2
Almon Polyn. Distr.Lags; Regression Coefficients (orszagos adatok)

Indep: szennyviz lakossagaranyos sulyozott atlag (log, simitott) Dep: Uj esetek 7 napos atlaga (csutdrtok)
Lag: 2 Polyn. order: 1 R=,8371 R-square=,7007 N: 24

Regressn Standard t( 21) p
Lag Coeff. Error
0 -705,844098204 654,7933970481 -1,07796459370 0,293276823562
1 166,806612204 23,2742239972 7,16701069063 0,000000457982
2 1039,457322611 660,9186968026 1,57274612996 0,130723713261

F23. tablazat: az Almon-féle polinomidalis eloszlasu késleltetés modell eredményei az Enterococcusra normalizalt, simitott
szennyviz eredmények és az uj megbetegedések szama kozott a masodik jarvanyhullamban a 2020. julius eleje és 2021. oktober
vége kozti idészakban

hullam=2

Almon Polyn. Distr.Lags; Regression Coefficients (orszagos adatok)

Indep: szennyviz lakossagaranyos sulyozott atlag (log, simitott) Dep: kérhazi dpolasra szoruldk heti atlaga

Lag: 4 Polyn. order: 1 R=,8813 R-square=,7766 N: 22

Regressn Standard t( 17) p

Lag Coeff. Error
0 -1001,15693103 524,1260699089 -1,91014526562 0,073133636391
1 -406,35473963 260,6246521598 -1,55915695719 0,137380411888
2 188,44745176 22,6754202877 8,31064868358 0,000000216447
3 783,24964316 269,2118743176 2,90941714642 0,009765657378
4 1378,05183455 532,7361308177 2,58674370826 0,019198954126

F24. tablazat: az Almon-féle polinomialis eloszlasu késleltetés modell eredményei az Enterococcusra normalizalt, simitott
szennyviz eredmények és a korhazi kezelésre szorulok szama kozott a masodik jarvanyhullamban

hullam=3
Almon Polyn. Distr.Lags; Regression Coefficients (orszagos adatok)
Indep: szennyviz lakossagaranyos sulyozott atlag (log, simitott) Dep: Uj esetek 7 napos atlaga (csitortok)

Lag: 2 Polyn. order: 1 R=,7954 R-square=,6327 N: 22

Regressn Standard t( 19) p
Lag Coeff. Error
0 2316,69686248 1988,149402914 1,165252902568 0,258337893563
1 248,47548309 42,606925750 5,831809704917 0,000012854536
2 -1819,74589631 1963,571172138 -0,926753214822 0,365677994832

F25. tablazat: az Almon-féle polinomialis eloszlasu késleltetés modell eredményei az Enterococcusra normalizalt, simitott
szennyviz eredmények és az uj megbetegedések szama kozott a harmadik jarvanyhullamban

hullam=3

Almon Polyn. Distr.Lags; Regression Coefficients (orszagos adatok)

Indep: szennyviz lakossagaranyos sulyozott atlag (log, simitott) Dep: kérhazi apolasra szoruldk heti atlaga

Lag: 4 Polyn. order: 1 R=,8817 R-square=,7774 N: 20

Regressn Standard t( 15) p

Lag Coeff. Error
0 3391,46069039 1192,700442666 2,84351423800 0,012327147032
1 1836,36613839 604,012348959 3,04027912932 0,008265715519
2 281,27158639 35,556234376 7,91061233913 0,000000988620
3 -1273,82296562 576,050631680 -2,21130382567 0,042958060395
4 -2828,91751762 1164,706474208 -2,42886734148 0,028186371862

F26. tablazat: az Almon-féle polinomidlis eloszlasi késleltetés modell eredményei az Enterococcusra normalizalt,
simitott szennyviz eredmények és a korhazi kezelésre szorulok szama kozétt a harmadik jarvanyhullamban
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hullam=4

Almon Polyn. Distr.Lags; Regression Coefficients (orszagos adatok)

Indep: szennyviz lakossagaranyos sulyozott atlag (log, simitott) Dep: Uj esetek 7 napos atlaga (csutortok)

Lag: 2 Polyn. order: 1 R=,7967 R-square= ,6348 N: 14

Regressn Standard t( 11) p
Lag Coeff. Error
0 2767,98422687 1090,937294774 2,53725327765 0,027614649420
1 -2,66114967 24,250693529 -0,10973499235 0,914595918184
2 -2773,30652621 1132,197451815 -2,44949016778 0,032274961449

F27. tablazat: az Almon-féle polinomialis eloszlasu késleltetés modell eredményei az Enterococcusra normalizalt,
simitott szennyviz eredmények és az uj megbetegedések szama kozott a negyedik jarvanyhullamban

hullam=4

Almon Polyn. Distr.Lags; Regression Coefficients (orszagos adatok)

Indep: szennyviz lakossagaranyos sulyozott atlag (log, simitott) Dep: kérhazi apolasra szoruldk heti atlaga

Lag: 4 Polyn. order: 1 R=,8384 R-square=,7029 N: 12

Regressn Standard t( 7) p

Lag Coeff. Error
0 1401,16318868 643,2119751495 2,17838479819 0,065797428606
1 696,13151261 312,9979915956 2,22407661167 0,061506126230
2 -8,90016346 18,4681442466 -0,48191975032 0,644565331548
3 -713,93183954 347,6228326835 -2,05375416231 0,079090918566
4 -1418,96351561 677,8417419249 -2,09335517105 0,074599545882

F28. tablazat: az Almon-féle polinomidlis eloszlasi késleltetés modell eredményei az Enterococcusra normalizalt,
simitott szennyviz eredmények és a korhazi kezelésre szorulok szama kézott a negyedik jarvanyhullamban
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