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Absztrakt

Munkank soran a hazai gyakorlatban még nem alkalmazott fajspecifikus, enteralis
virusok  kimutatdsan  alapuld  mikrobidlis nyomjelzési modszert  hasznaltunk
felszini és szennyvizek allati eredetii fekalis terhelésének becslésére. Vizsgalatainkat egy
Eurdpai Unidés palyazat — Viroclime — keretein beliil végeztiik sertés adenovirus és
szarvasmarha polyomavirus jelenlétének kimutatasa és mennyiségi meghatarozasa alapjan.
2011 januarjatol kezdddden kéthetes gyakorisaggal a Tisza 4 pontjan vizsgaltunk felszini
vizmintakat, illetve a szennyviztisztitds hatékonysagat masodlagosan tisztitott és nyers
szennyvizek virustiterének elemzésével. A 10 literes felszini vizmintakat, illetve az 50 mL-es
szennyviz mintdkat direkt flokkulacidoval koncentraltuk. A nukleinsav kivonast kdvetden a két
virus jelenlétét un. valds idejii (real-time), mennyiségi meghatarozésra is alkalmas polimeraz
lancreakcioval hataroztuk meg. Vizsgélatainkkal igazoltuk allati virusok folyamatos jelenlétét
a felszini- és szennyvizekben. Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy ezek a virusok
nem tévolithatdak el kelloképpen a masodlagos szennyvizkezelés soran. A felszini vizmintak
virustiterei mind évszakos, mind térbeli valtozatossagot mutattak, valamint a sertés
adenovirus egy nagysagrenddel nagyobb koncentracidban volt kimutathatdé a vizsgalt

1d6szakban.



Bevezetés

Béar a nem megfeleld tisztasagu ivovizrél az emberek elsésorban a harmadik vilag
orszagaira asszocialnak, de a fejlett orszagokban, igy hazankban is szamos ivoviz eredetii
megbetegedést regisztralnak (Dura et al, 2010). Ezért a vizes kornyezetek mikrobialis
terhelésének meghatarozasa napjainkban is kiemelten fontos feladat az egészségiigyi
kockazatok becslésekor. A kezeletlen, illetve a nem megfeleloen kezelt allati vagy emberi
eredetli szennyvizzel kdérokozo mikrobédk keriilhetnek a viztérbe, amelyek megbetegedéseket
okozhatnak. Jollehet e patogének tobbsége a szennyvizkezelés soran eltavolithato, de jelentds
hanyaduk mégis a tisztitott szennyvizbe keriil, amelyet a felszini vizekbe vezetnek (Girones et
al, 2010). A szennyezés emberi vagy allati eredetének meghatarozasara un. mikrobialis
nyomjelzési modszereket alkalmaznak. Ezen eljarasokkal azonositani, néhany esetben mérni
lehet a fekalis szennyezés dominans forrdsait a kdrnyezetben, kiilonds tekintettel a vizi
rendszerekre. Tobbféle eljarast dolgoztak ki a széklet eredetli szennyezddés jelzésére é€s
nyomon kovetésére. Megkiilonboztetlink mikrobiologiai (genotipusos vagy fenotipusos) €s
kémiai modszereket (Scott et al, 2002). Ezen médszerek 6nmagukban nem adnak megfelel6
képet a vizmindségrol, ezért egyiittesen tobb paraméter vizsgalata indokolt (Girones et al,
2010). A mikrobialis szennyezettség mértékének becslése indikator baktériumok
csiraszaméanak meghatarozasaval torténik, annak ellenére, hogy ezen szervezetek
alkalmazhatdsagat szamos tényezd korlatozza: a korokozokhoz képest rovidebb ideig
maradnak fenn a kornyezetben; lehetnek nem kizardlagosan széklet eredetiick; tobbféle
kornyezetben szaporoddképesek; jorészt minden gerinces allatban eléfordulnak; szamuk
alacsonyan korreldl a korokozok szamaval. Az indikatorok ezért nem alkalmasak a
szennyezOdés forrdsdnak meghatdrozasara. Emellett érzékenyebbek a vizkezelési eljarasokra,
valamint a napfény - UV sugarzas - 4ltali inaktivaciéra, mint a patogén protozoonok és
virusok (Girones et al, 2010; Pina et al, 1998; Scott et al, 2002).

Hazankban még nem, de mas orszdgokban egyre elterjedtebben hasznalnak enteralis
virusokat mikrobialis nyomjelzésre. Ezek a virusok jol alkalmazhatoak vizes kornyezetek
fekalis szennyezésének indikatoraként, mivel az iirlilékben altaldnosan eléfordulnak, igy
minden szennyvizzel, illetve direkt uton 4llati vagy human fekalis szennyezéssel terhelt
természetes vizben kimutathatéak. A lipidburok hianyanak kdszonhetden ellendlloak a
detergensekkel szemben és stabilan fennmaradnak a kornyezetben; gazdaspecifikusak, és
allandoan jelen vannak a populdcidoban, folyamatosan megbetegedéseket okozva. Az emberi
enteralis és 4llati enteralis virusok tulajdonsagai, igy kornyezeti tulélésiik is megegyezik
(Thurston-Enriquez et al, 2003). A virusok parhuzamos vizsgalata gazdaspecificitasuk miatt
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alkalmas a fekalis szennyezés emberi vagy kiillonbozé faju allati eredetének egyértelmi
kimutatasara. Mennyiségi vizsgalatok esetén a kiillonbozd forrasbol szarmazd szennyezés
relativ jelentdsége is meghatarozhatd. Az ismert enteralis virusok nagy része a hagyomanyos
sejttenyésztéssel nem, vagy csak nehezen mutathaté ki, azonositasukhoz molekularis
technikdkra van sziikség. A molekularis médszerek altalaban polimeraz lancreakcion (PCR)
alapulnak, gyorsak, érzékenyek és az in. valds-ideji kvantitativ PCR-k (qPCR) mennyiségi
meghatarozasra is alkalmasak. Legnagyobb hatranyuk, hogy nem képesek a virulens és a
fertdzésképtelen  virusok elkiilonitésére, tovabba sziikség lenne a  kiilonbozo
laboratoriumokban hasznalt eljarasok egységesitésére a megbizhatosag €s az ismételhetdség
érdekében (Albinana-Gimenez et al, 2009; Girones et al, 2010). Ahhoz, hogy a virusokat
molekularis modszerekkel detektalni lehessen, a mintakat elozetesen koncentralni kell, mivel
a vizben alacsony koncentracioban vannak jelen. A viruskoncentralds hagyomanyosan
(Albinana-Gimenez et al, 2009). Egy Gjabban kidolgozott alternativ eljaras soran f616zott tejet
hasznalnak a virusok megkotésére (Calgua et al, 2008), amely a koltséghatékonyabb
kivitelezhetség ellenére is magas érzékenységu.

Szamos tanulmany alapjan a mikrobialis nyomjelzésre kiillondsen jol alkalmazhatoak
az adenovirusok és a polyomavirusok (Harwood et al, 2009, Hundesa et al, 2006). E két
viruscsoport kettds szala DNS oOrokitéanyaggal rendelkezik, igy kevésbé érzékenyek a
kornyezeti behatdsokkal, illetve a mintakban eléfordulo esteleges gatlo anyagokkal szemben
(Girones et al, 2010). Gazdaspecifikusak (bar tehenekkel tartosan érintkez6 emberekbdl is
kimutathatéak a szarvasmarha polyomavirus (BPyV) elleni ellenanyagok (Hundesa et al,
2006) és szélesen elterjedtek a sertés, illetve a marha populaciokban. Ellenben megbetegedést
nem okoznak, igy kitlinden alkalmazhatoéak mikrobialis nyomjelzésre (Hundesa et al, 2006).
Tovabba az irodalmi hivatkozasok alapjan az adeno- és polyomavirusok eléfordulasa
domindns a tobbi viruscsoporthoz képest az eddig tanulméanyozott foldrajzi régidokban, és
titeriik kisebb tartomanyban valtozik évszakos lebontdsban, mint példaul a mérsékelt 6vben
téli-kora tavaszi halmozddast mutatdé norovirusok titere (Bofill-Mas et al, 2000; Pina et al,
1998).

Vizsgélataink sordn célunk magyarorszagi gyakorlatban még nem alkalmazott,
szennyezés eredetének azonositdsara képes, virus kimutatdson alapuldé nyomjelzés modszer
beallitasa volt. Az allati enterdlis virusok masodlagosan tisztitott szennyvizben, valamint
folyovizben feltételezett jelenlétének kimutatasara ¢és mennyiségi meghatarozasara
torekedtiink. Tovabba fontos részét (és egyben eldfeltételét) képezte a munkdnknak a

vizsgalat soran alkalmazott kvantitativ polimeraz lancreakciok adaptalasa.
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Célkituzeések

A. Viruskoncentraldsi modszer beallitdsa felszini és szennyvizekre a Viroclime
projektben kidolgozott protokoll alapjan.

B. Szilika alapt nukleinsav kivonasi technika bevezetése és optimalizalésa.

C. Mennyiségi meghatarozasra is alkalmas virusspecifikus valés-ideji kvantitativ PCR,
valamint virus specifikus konvencionalis PCR-k bevezetése ¢és optimalizalasa
szarvasmarha polyomavirus (BPyV) és sertés adenovirus (PAdV) kimutatésara.

D. Szarvasmarha polyomavirus €s sertés adenovirus kimutatdsa magyarorszagi felszini és

szennyviz mintakbol.

Anyagok és modszerek

Virusok
A PCR vizsgalatok soran pozitiv kontrollként és az abszolit mennyiségi

meghatarozasra alkalmas kvantitativ un. qPCR-hez nélkiilozhetetlen mennyiségi standardként
a célvirusok megfelelé génszakaszat tartalmazé plazmidok (Escherichia coli IM109 sejtekbe
transzformalva) Prof. Dr. Rosina Girones-t6l (University of Barcelona, Barcelona)
szarmaztak. A mintafeldolgozas megbizhatosagat 35-6s szerocsoporti human adenovirus
tenyészettel ellendriztiilk; minden mintafeldolgozas alkalmaval a virussal elegyitett felszini
vizminta feldolgozasaval (ennek eredményeit a dolgozat nem tartalmazza). A

viruskoncentratumot Dr. Annika Allard-t6l (Umea University, Umea) kaptuk.

Mintaveétel

A felszini vizmintak a Tisza négy pontjar6l szarmaztak, a vizfelszin al6l 20 cm-rel:

1. Szolnokon a felszini vizmi vizkivételi pontjarol, még a Zagyva torkolata eldtt;

2. az els6 mintavételi ponttol délre, a tisztitott szennyviz folyovizbe vezetése utdn, a

folyd sodorvonaldnak kdzepérdl;

3. Vezsenyen, a kompatkel6rdl, 120 cm vizmélységrol;

4. Tiszakécskén a szabadstrandrol, szintén 120 cm vizmélységrol.
Tovabba mintakat vettiink a szolnoki szennyviztisztito nyers és a folyoba 6mlé masodlagosan
tisztitott szennyvizébdl (effluens) is. A mintavétel 2011. januartol kezdve kéthetes
gyakorisadggal tortént. A virusok kimutatdsdra 10 L felszini, és 50 mL szennyviz mintat
hasznaltunk fel. A mintakat a mintavételt kovetden 8 6ran beliil a laboratoriumba szallitottuk,

ahol azonnal megkezdddott a mintafeldolgozas.
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Viruskoncentralas
Az ¢l6 vizben a virusok alacsony koncentracioban fordulnak el6, igy a

viruskimutatashoz a mintakat elézetesen koncentralni Kkellett. Megfelel6 pH és
vezetOképesség mellett a virusrészecskék jol kotdédnek a f616z6tt tejhez (Calgua et al, 2008).
Ezt kihasznalva a felszini 10 literes vizmintakhoz folyamatos kevertetés mellett tengeri sot
adtunk, hogy vezetdképességik 1600 uS folotti értéket vegyen fel. Az 50 mL-es
szennyvizmintdk esetében a viruskimutatast esetlegesen gatld szerves anyagok levalasztasa
érdekében kétszeres térfogattt 0,25 N pH 9,5 glicin pufferrel 30 percen keresztiil jégen
razattuk a mintadkat. A gétlo anyagok eltavolitasa iilepitéssel (7000 rpm, 15 perc, 4°C) tortént.
A szennyvizmintak feliiliszojat és a felszini vizmintak pH-jat 3,5-re allitottuk 1 N HCI,
illetve 1 N NaOH adagolasaval. Ezutan 1:100 térfogat aranyban (felszini viz esetén 100 mL,
szennyviz esetén 1,5 mL) f6l6zott tej oldatot mértiink a mintdkhoz. Ezen koriilmények
hatasara a folozott tejbdl pelyhek képzddnek, valamint ezek a paraméterek eldsegitik a
virusrészecskék pelyhekhez valo kotodését is. A f6lozott tej oldat hozzdadasa utan a mintékat
8 oran at kevertettiik, hogy a virusok hozzakoétédjenek a f616zott tejhez. Majd ujabb 8 6ran at
allni hagytuk Oket, ezalatt a pelyhek gravitaciosan lelilepedtek. A szennyvizmintakat ezt
kovetéen kozvetleniil centrifugaltuk (9600xg, 45 perc, 4°C) és a feliiliszo ledntése utan a
letilepedett virusrészecskéket 1 mL 7,5 pH-ju fosztat pufferben feloldottuk. A felszini mintak
esetében a felliluszd leszivasa utdn fennmaradd fél liter iiledéket szintén centrifugélassal
iilepitettiik (8000xg, 30 perc, 4°C). A feliiluszot ledntve az iiledéket 7 mL 7,5 pH-ju foszfat
pufferben oldottuk fel, majd a koncentratum térfogatat 10 mL-re egészitettiik ki foszfat
pufferrel. A koncentralas ¢és viruskimutatas hatékonysaganak ¢és megbizhatdosaganak
érdekében pozitiv kontrollként human adenovirussal elegyitett felszini vizmintat, negativ
kontrollként (klérmentesités céljabol 0,01% végkoncentracioji natrium-tioszulfat oldattal
kezelt) csapviz mintat is feldolgoztunk a mintdkkal parhuzamosan azonos koriilmények

kozott.

Nukleinsav kivonds
A viruskoncentratumokbol QIAGEN QIAamp Viral RNA kittel vontuk ki a

nukleinsavakat, a gyartd utasitasa szerint. A tisztitds alapjat képezd szilikagél membran
szelektiven megkoti a 200 nukleotidndl hosszabb nukleinsavakat, igy tobbféle minta
parhuzamos feldolgozéasat tette lehetévé. A kivondshoz mintdnként 140 pL  virus
koncentratumra volt sziikség. Az elsé Iépésben a mintakat lizispufferrel lizaltuk, amely
kaotrop sokat és denaturdld adgenseket tartalmaz, igy az esetleg a mintaba keriilt DNazokat,

RN4zokat és mas enzimeket inaktivalja a virdlis DNS és RNS épsége érdekében. Az etanolos



kezelést és a két mosopufferrel torténd tisztitd I1Epést kovetden a szilikahoz kotddott
nukleinsavakat leoldottuk az elualé oldattal. Az igy nyert tisztitott nukleinsav

koncentratumbdl tortént a virusok mennyiségi meghatarozasa.

A virusgenom képiaszdm meghatdarozdsa valos-idejii gPCR-rel

Virusok mennyiségének meghatarozasara az egyik leggyorsabb, legegyszertibb,
legérzékenyebb és legmegbizhatobb modja a valos-idejii, TagMan® probakon alapuld gPCR.
A moddszer abban kiilonbozik a konvencionalis PCR-t6l, hogy a kimutatand6 virus egy
génszakaszara tervezett primereken kiviil egy mindkét végén fluoreszcensen jelolt un. proba
kotddik szintén specifikusan a primerek altal kozrefogott génszakaszra. A reakcid soran a
képz6dott PCR termékek mennyiségével aranyosan fluoreszcens jel szabadul fel. Egy minta
akkor szamit pozitivnak, amennyiben a fluoreszcens jel eléri az alkalmazott hattér
fluoreszcens festék altal kibocsatott jelet, vagyis a kiiszob értéket (Ct: treshold cycle). Minél
nagyobb kopiaszamban van jelen a vizsgalando génszakasz, annal tobb PCR termék
képzodik, igy annal alacsonyabb ciklusszamnal lesz mar a fluoreszcens jel detektalhato,
vagyis annal alacsonyabb lesz a Ct érték. A kapott Ct értékbdl egy ismert nukleinsav
koncentracidju, tizes alapti higitasi sorbol Osszeallitott standard gorbébdl levezetve az
ABI7300 RT késziilékhez megfeleld Applied Biosystems 7300 SD RQ program adja meg 10
értékeket korrigaltuk a kiindulasi térfogatra, igy végeredményiil az egy literben taldlhato

virusgenom kopiaszamot kaptuk.

Az abszolut kvantifikalashoz sziikséges ismert koncentracidju torzsoldatok eloallitasa

A virus specifikus valos-idejii gPCR-k bevezetését megeldzden olyan oldat eldallitasa
sziikséges, amelyben a vizsgalni kivant virus megfeleld génszakaszabdl meghatarozott
kopiaszam talalhatd. Ehhez a célgént tartalmaz6 plazmiddal mar transzformalt Escherichia
coli JM109 kompetens sejteket ampicillin tartalmiu LB taplevesben felszaporitottuk, majd
QIAGEN Plasmid Midi kit segitségével megtisztitottuk a bakteridlis alkotdelemektdl a
plazmidokat. A plazmidok megfeleld restrikcids endonukledzokkal torténd linearizaldsat
(BPyV esetében Ncol, PAdV esetében pedig Sacl), valamint a linearizalt plazmid Viogene
PCR Advanced Clean Up System kittel valo tisztitasat kovetden Nanodrop ND-1000
késziilékkel spektrofotometridsan meghataroztuk a DNS koncentraciojat. A kapott
koncentracid értékek és a célgént is tartalmazd plazmid bazishosszanak ismeretében
készitettiink virusonként olyan torzsoldatot, amelybd] 10 pL-ben 10° genom képiaszamban
(GC) van jelen a célszakasz. Ebbdl a torzsoldatbol minden egyes qPCR vizsgalat sordn egy

hattagt tizes alapu higitasi sort is vizsgalunk - minden higitasi tagbol két-két parhuzamosban
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- a mintakkal egy iddben, igy biztositva az abszolit mennyiségi meghatarozashoz sziikséges

kalibralasi gorbét.

Sertés adenovirus valos-idejii qPCR
A PAdV ¢PCR soran a hexon génre specifikus primereket (PAdVF: 5 — AAC GGC

CGC TAC TGC AAG - 3’; PAdVR: 5 — AGC AGC AGG CTC TTG AGG - 3’) és
fluoreszcensen jelolt TagMan® probat (5° - 6FAM-CAC ATC CAG GTG CCG C-BHQ1 —
3’) hasznaltunk (Hundesa et al, 2009). Minden minta esetében a tomény és a tizszeresen
higitott nukleinsav koncentratumb6l tortént a mennyiségi meghatirozds két-két
parhuzamosban. A reakcidelegy Osszetevoi: 0,9 mM forward és reverse primer, 0,225 mM
TagMan® proba, 1xTagMan® Environmental PCR Master Mix, 10 pL virus nukleinsav
koncentratum (a végtérfogat 25 ul). A reakcid kezdeti denaturacios ciklusa soran 10 percig
95°C-on tartja a késziilék a mintakat, majd 45 cikluson keresztiil kovetik egymaést a
denaturaciés (15s 95°C), az annelacios (20s 55°C), és az extenzids ciklusok (30s 60°C). A
mintak mellett a fent emlitett hattaga tizes higitasu standard higitasi sort (106-10l GC/10 uL),
valamint un. vak (reagens kontroll) mintat is vizsgaltunk, amely reakcioelegyet és hozzaadott
steril desztillalt vizet tartalmaz. A vak mintdval bizonyithat6, hogy a reakcidelegy 6nmagaban

nem ad fluoreszcens jelet.

Szarvasmarha polyomavirus valos-idejii qPCR
A BPyV jelenlétének igazoldsahoz és mennyis€égi meghatarozasahoz a f0 kapszid

fehérje (VP1) génre specifikus primereket (BPyVF: 5> — CTA GAT CCT ACC CTC AAG
GGA AT - 3’; BPyVR: 5’- TTA CTT GGA TCT GGA CAC CAA C - 3’) ¢és fluoreszcensen
jelolt TagMan® probat (5° - FAM-GAC AAA GAT GGT GTG TAT CCT GTT GA-BHQL1 -
3”) hasznaltunk a qPCR soran (Hundesa et al, 2010). Ebben az esetben is mintanként két
parhuzamosban tortént a tomény ¢és a tizszeresen higitott nukleinsav koncentratumbodl a
mennyiségi meghatdrozas. A reakcidelegy 0sszetevOinek aranya azonos a sertés adenovirus
gPCR reakcional leirtakkal: 0,9 mM forward és reverse primer, 0,225 mM TagMan® proba,
1xTagMan® Environmental PCR Master Mix, 10 pL virus nukleinsav koncentratum (a
végtérfogat 25 pL). A reakcié héprofilja: 10 perc 95°C kezdeti denaturacio, majd 45 ciklus
15s 95°C és 30s 60°C. Ez esetben is a mintak mellett az emlitett hattagh tizes higitasu
standard higitasi sort (10%-10" GC/10 pL), valamint a vak mintat is vizsgaltuk.



Konvencionadlis PCR-k
A kimutatasi hatarhoz kozeli értéket add mintakat megerdsités céljabol PAdV-, illetve

BPyV-specifikus nested (kettés) PCR moédszerrel is megvizsgaltuk (Hundesa et al, 2006).
Mindkét nested PCR esetében a qPCR soran kimutatott génszakaszokra tervezett primerekkel
tortént a megerdsités. A PCR megfeleld miikodésének ellendrzéséhez a standardoldat

készitéséhez hasznalt tisztitott plazmidokat hasznaltunk pozitiv kontrollként.

Sertés adenovirus nested PCR
Az els6 reakcioelegy dsszetétele: 1XPCR puffer, 1,5 mM MgCly, 0,025 mM dezoxi-

nukleotid-trifoszfat (ANTP), 25 pM a hexon génre specifikus forward (PALF: 5° — GAT GTC
ATG GAY AAC GTC AAC - 3°) és reverse primer (PARF: 5’ - CAC GGA GGA GTC RAA
CTG GAT G - 3°), 0,4 mg/mL szarvasmarha szérum albumin (BSA), valamint 2 U Taq DNS
polimeraz, és 5 uL nukleinsav koncentratum (végtérfogat 25 uL). Az elsé reakcid hoprofilja:
kezdeti denaturéaci6 4 perc 94°C; 30 ciklus 92°C 60s, 54°C 60s, 72°C 75 s; végiil 7 perc 72°C.
Az els6 reakcioban keletkezett PCR termék 612 bp hosszu. A madsodik reakcioelegy
Osszetétele: 1xPCR puffer, 1,5 mM MgCl,, 0,025 mM dezoxi-nukleotid-trifoszfat (ANTP), 25
pM forward (PALN: 5> — TAC TGC MAG TTY CAC ATC CAG GT - 3°) és reverse primer
(PARN: 5° - GGA ATG GAG ATG GGC AGG TT - 3), 0,4 mg/mL BSA, valamint 2 U Taq
DNS polimeraz, 0,5 pL az elsé PCR termékeibdl (végtérfogat 25 pul). A masodik reakcio
héprofilja: 1ciklus 4 perc 94°C; 30 ciklus 92°C 60s, 57°C 60s, 72 °C 75 s; és 7 perces
extenzios 1épés 72°C-on. A reakcié végén 344 bp hosszll végterméket kaptunk. A tdmény és a

tizszeresen higitott nukleinsav koncentratumbdl tortént a vizsgalat.

Szarvasmarha polyomavirus nested PCR
Ezen nested PCR reakcidelegyek oOsszetétele a primerek szekvencidit leszamitva

megegyezik a sertés adenovirusndl leirtakkal. Az elsd reakcioban hasznalt primerek: VP1F: 5’
— GGT ATT CGC CCT CTG CTG GTC AAG - 3, VPIR: 5 — GCT GGC AAT GGG GTA
TGG GTT CT - 3°) Az els6 reakcié héprofilja: kezdeti denaturacié 2 perc 94°C; 35 ciklus
94°C 60s, 58°C 75s, 72°C 75 s; majd 5 perc 72°C. Az elsé reakcioban keletkezett PCR termék
527 bp hosszi. A masodik reakcidelegyben hasznalt primerpar: VP2F: 5° — ATT TCA AAG
CCC CCT ATC ATC - 3’; VP2R: 5 — GCC TAC GCC ATT CTC ATC AAG - 3°. A
masodik reakcido héprofilja megegyezik az els6ével annyi kiilonbséggel, hogy itt 30
amplifikacios ciklust alkalmaztunk. A PCR reakcio végterméke 263 bp hosszu. Ez esetben is

a tdomény és a tizszeresen higitott nukleinsav koncentratumokat vizsgaltuk.
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Konvencionalis PCR termékek kimutatasa gélelektroforézissel
A nested PCR reakciok masodik PCR termékeinek kettds szali nukleinsavat jelolo

festékkel (1xGelRed) elegyitett 2%-0s agaréz gél zsebeibe toltésére 6x Loading Dye-t
alkalmaztunk. A gél zsebeibe toltést kovetden a termékeket, valamint a termékek mellett a
molekulasuly markert (GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder) 45 percen keresztil 150 V
fesziiltséggel 0,5x TBE pufferben megfuttattuk. A keletkezett PCR termékeket UV fényben
tettiik lathatova.
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Eredmények

Osszesen 101 felszini és 52 szennyvizminta koncentrélasa tértént meg, melybdl 72-72
mintabol végeztiik el a két virus mennyiségi meghatarozasat valos-idejii kvantitativ polimeraz
lancreakcioval, 48-48 mintaban ellendriztiik a kimutatasi hatarhoz kozel esé eredményeket. A
felszini és a szennyviz mintdkbol is mindkét virus jelenléte kimutathatdo volt. Az id6
elorehaladtaval megfigyelheté egy névekvo tendencia a kimutatott virust tartalmazo mintak
szamanak novekedésében. Ez feltehetben a modszer egyre finomabb beallitasanak,
optimalizalasdnak koszonhetd. Sertés adenovirus esetében 9, szarvasmarha polyomavirus
esetében 20 mintanak lett kimutatasi hatar kozeli Ct értéke, ezeket konvencionalis PCR
alkalmazasaval ellendriztiik. Ez utobbi vizsgéalat 1 mintaban erdsitette meg a PAdV-, és 9

mintaban a BPyV jelenlétét (1. abra).

M P68 P68'PPK B1'Bl1 B2' B2 B3' B3 B4' B4 B5' B5 B6' B6 B21'B21B65 BPK

- . me < 344 bp
-

1. abra: Sertés adenovirus, illetve szarvasmarha polyomavirus nested PCR termékei a gélelektroforézist
kovetden. P68 és P68: PAdV-ra vizsgalt mintik, B1” — B65’ BPyV-ra vizsgalt mintak, PPK és BPK: PAdV,
illetve BPyV pozitiv kontrollok, M: 100bp DNS marker. A feliilvonassal jelolt mintasorszamok a tizszeres

higitasq, a jeldletlenek a tomény nukleinsav koncentraciobol szarmaznak.

A kordbbi tanulmanyok soran is tapasztalt jelenség (Kern, 2008) is megfigyelhetd volt
a konvenciondlis PCR sordn, miszerint egyes esetekben a tizszeres higitdsu nukleinsav
koncentratumbol sikeriilt kimutatni a virust, viszont a toménybdl nem. Ennek oka a
vizmintdkban nagyobb mennyiségben taldlhaté PCR-t gatld anyagok jelenléte lehet, mint
példaul a humusz-, és egyéb szerves savaké, valamint bizonyos fémionoké (Abbaszadegan et
al, 1993). Ezek a vegyiiletek a viruskoncentralas soran feldisulhatnak, és a nukleinsav
tisztitas soran is a mintdkban maradhatnak. Ellenben a nukleinsav koncentratumok higitasaval

koncentracidjuk csokken, igy a PCR-t is csekélyebb mértékben zavarjak. Az egyes qPCR
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eredményeket Osszefoglaldo diagramokon a nested polimerdz lancreakcioval megerdsitett

eredmények lettek feltiintetve.

Sertés adenovirus gPCR eredmények
Sertés adenovirusra a felszini vizmintak tobbsége pozitivnak bizonyult (2. és 3. 4bra).

A viruskoncentraci6 magasabb volt a nyari hénapokban, legnagyobb koncentracioban a

Jiniusi mintavétel alkalmaval fordult el6 (2. dbra).

1,00E+06

1,00E+05

1,00E+04

1,00E+03

Ig GC/L

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00

2. abra:

B Vizmd

B Szennyvizhefolyo
utan

-l m Vezseny

Tiszakécske

] — = >

1 2 3 4 5 6 7 8

s

Az els6 ¢és a negyedik mintavétel soran a virus nem volt kimutathatd egyik felszini

vizmintabol sem, de e két mintavételi alkalom kozott februarban a vizmii mintavételi pont

kivételével, valamint marciusban Tiszakécskén detektalhaté volt (3. abra). A mintavételi

helyek szerint a vizmiinél 4, a szennyvizbefolyd utani ponton 5, Vezsenynél 5, Tiszakécskén

6 alkalommal mutattuk ki a virust. Az egyes mintavételi pontokon a PAdV koncentracié az

alabbiak szerint valtozott: vizmii: 5,01><103 - 2,51><105 GC/L; szennyvizbefolyd utan:
3,98x10" — 1,58x10° GC/L; Vezseny: 7,94x10" — 6,31x10° GC/L; Tiszakécske: 6,31x10" —
2,51x10° GC/L.
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A szennyvizmll mintdit vizsgalva a nyers szennyvizben sertés adenovirusra minden
minta pozitivnak bizonyult (4. abra). A nyolcadik mintavételi alkalom kivételével a tisztitott
szennyvizmintakbol is kimutathatd volt a virus. Az effluens virustitere egy esetben nagyjabol
azonos, a juliusi mintavétel soran mintegy 2 nagysagrenddel, a tobbi mintdban pedig
maximalisan egy nagysagrenddel alacsonyabb volt a szennyvizben talalhato
viruskoncentracional. A virusgenom kopiaszam nyers szennyvizben 1,00x10° — 3,16x10°

GC/L kozott, tisztitott szennyvizben 1,00x10% &s 1,00x108 GC/L érték kozott valtozott.

1,00E+09 -
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H — - =
1,00E+06 = a | wmEffluens
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1,00E+02 BN
1,00E+01 H BB
% r rl 2 - rl | | S =

1,00E+00

lg GC/L

Mintavételi hdnapok

4. abra: A PAdV koncentréaci6 valtozasai a nyers és a masodlagosan tisztitott szennyvizben a kiilonbdz6

mintavételi idopontokban.
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Szarvasmarha polyomavirus gPCR eredmények
A szarvasmarha polyomavirusra a felszini vizmintak tobbsége szintén pozitivhak

bizonyult. Minden mintavételi alkalommal volt olyan mintavételi hely ahol ki lehetett mutatni

a polyomavirust (5 és 6. abra). A virustiter ez esetben is jiniusban volt a legmagasabb. A

virust Tiszakécskén egészen majusig nem detektaltuk (5. abra).
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Mintavételi hdnapok
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5. abra: A szarvasmarha polyomavirus koncentracidjanak valtozasa a mintavételi idépontok fiiggvényében.

A mintavételi helyek szerint a BPyV-ra pozitiv mintdk szdma a kovetkezOképpen

alakult: a vizmiinél 6, a szennyvizbefolyas utdni mintavételi pontnal 7, Vezsenynél 7,

Tiszakécsén 4 esetben mutattuk ki a korokozot. A virusgenom kopiaszam az egyes

mintavételi pontokon az alabbiak szerint valtozott: vizmiinél 3,98><102 - 3,98x10* GCIL; a
szennyvizbefolyas utan 1,26x10% - 3,98x10* GC/L; Vezsenynél 5,11x10? — 3,98x10* GCIL,
Tiszakécskén 1,58x10° — 2,51x10* GC/L (6. abra).
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6. abra: BPyV koncentracidjanak véltozasa az egyes mintavételi helyszineken.
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A szennyviztisztitom{i mintdiban a masodik mintavételt leszadmitva minden mintavétel
alkalmaval sikeriilt kimutatni a virust (7. dbra). A masodlagosan tisztitott szennyvizb6l csak
az elsd, és a masodik mintavételi alkalommal nem volt a virus detektalhat6. A polyomavirus
esetében is a nyers szennyvizben mért viruskoncentracié minden alkalommal magasabb volt a
tisztitott szennyvizben mértnél. A virus titere nyers szennyvizben 1,26x10* - 1,58x10° GC/L
kozott, tisztitott szennyvizben 5,01x10% - 1,00x10” GC/L érték kozott varialt.
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7. abra: A BPyV koncentraci6 valtozasai a nyers ¢€s a tisztitott szennyvizben az egyes mintavételezések soran.
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Diszkusszio

Altalanossagban elmondhatd, hogy mindkét virus koncentracidja hasonléan véltozott
mind idében, mind mintavételi helyek szerint (8. és 9. abra). Az év eleji mintdkban azonban a
BPyV koncentracioja egyenletes, mig a PAdV mennyisége fluktualt. A virusok titere
februarban egy erételjesebb emelkedést mutat, ami még marciusban is tart, majd majustol
erbteljesen emelkedik, jiniusban eléri a cstcsot, €s juliustol ismét csokken. A BPyV viszont
ezt a kis emelkedést leszamitva folyamatosan van jelen a viztérben, bar marcius — aprilisban
csak egy-egy mintavételi ponton volt kimutathatdé. Az év eleji adatok szdérasaban szerepet
jatszhat a médszer nem megfeleld beallitasa, ezt tdmaszthatja ala, hogy a februari mintavételi
alkalommal a szennyvizmiib6l szarmazé BPyV mintdk is negativak lettek. E kivételtol
eltekintve azonban mindkét allati eredetli virus megjelenik a nyers szennyvizben, pedig a

szennyviziizem csak kommunalis szennyvizet fogad be és dolgoz fel.
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8. abra: A viruskoncentraciok atlagértékeinek valtozasa az egyes mintavételi idSpontokban.
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9. abra: A viruskoncentraciok atlagértékeinek valtozasa az egyes mintavételi helyszineken.

A szennyviztisztitas hatasa mindkét virus esetében kimutathaté, mivel minden
tisztitott szennyvizmintdban, ha csekély mértékben is, de alacsonyabb volt a
viruskoncentracid, mint a nyers szennyvizben (4-7. abra). A tisztitott szennyviz bevezetése és
a virusszdm mennyisége kozt ellenben az eddigi vizsgélatok alapjdn nem mutathatd ki
Osszefliggés, mivel a szennyvizbevezetd feletti (vizmii) €s a bevezetd alatti mintavételi pontok
virustiterei kozott nincs 0sszefliggés egyik virus esetében sem. Ennek valdszinii oka, hogy a
vizmi mintavételi pont és a szennyvizbevezetés utani mintavételi pont kozott nemcsak a
szennyvizbevezetd, hanem a Tisza egyik mellékfolydja, a Zagyva is torkollik, hozva a sajat
viruskészletét, ami gy tlinik idében szintén nem alland6. Ezt eldontendd tovabbi mintavételi
pontok bevezetésére lenne sziikség. Sertés adenovirus esetében az elsd és a negyedik
mintavételi alkalomnal nem voltak pozitivak a mintak, illetve a masodik mintavételkor a
vizmli mintavételi ponton sem. Viszont ezt a mintavételi pontot leszamitva a virus
mennyisége egyre nétt a mintavételi pontokon. A harmadik alkalommal csak Tiszakécskén
detektaltunk sertés adenovirust. Szarvasmarha polyomavirusra nagyobb volt a vizsgalt pozitiv
mintdk szdma, mint sertés adenovirus esetében (8. abra). Ez azzal magyardzhatd, hogy az
adenovirusok széklet eredetiiek, mig a polyomavirusok a vizelettel iiriilnek, amely folyadék
jellegébol adodoan egyszerlibben és gyakrabban bemosddhat a szennyvizbe (Hundesa et al,
2006). Altalanossagban viszont a BPyV mért titere egy nagysagrenddel kisebb, mint a PAdV

koncentraciéja (9. 4bra). Mindkét virus esetén Vezsenynél volt legmagasabb a

crer

18



Feltehetéen a kozelben iizemel(nek) olyan allattartd telep(ek), amely(ek) szennyviziiket
kozvetleniil a folyoba vezetik. A Tiszakécskénél mért PAdAV titer az elsé kettd felszini
vizmintavételi ponthoz képest magasabb, de a vezsenyi mintavételi ponthoz képest

alacsonyabb viruskoncentracidja e szennyez6dés higulasaval hozhat6 6sszefliggésbe.
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Osszefoglalas

A kezeletlen vagy nem megfeleléen tisztitott szennyvizzel szamos olyan mikroba
keriil természetes vizeinkbe, amely a viz felhasznalasa soran (fogyasztas, flird6z¢s, halaszat)
kiilonféle megbetegedéseket okozhat. A szennyezés(ek) eredetének meghatarozasa kiemelten
fontos vizeink természetes allapotahoz fenntartasahoz. Vizsgalataink célja egy, a
magyarorszagi gyakorlatban még nem alkalmazott, a szennyezés eredetének azonositasara
képes, virus kimutatason alapuld nyomjelzéses moddszer bedllitdsa volt. A modszer
alkalmazasa sordn olyan 4llati virusokat detektaltunk (sertés adeno-, €és szarvasmarha
polyomavirus), amelyek ismert megbetegedést nem okoznak, de tartéosan jelen vannak a
haszonallat populacioban és a vizelettel, illetve a széklettel folyamatosan iriilnek. 2011
januarjatél kezdve kéthetes gyakorisaggal végeztliink mintavételt tisztitott és nyers
szennyvizbdl, valamint négy felszini vizmintavételi pontrol.

Osszesen 101 felszini és 52 szennyvizminta koncentralasat végeztiik el, melybdl 72-72
mintabol tortént meg a két virus mennyiségi meghatarozasa valds-idejii kvantitativ polimeraz
lancreakcioval, 48-48 minta kimutatasi hatarhoz kozel esé eredményeit nested-PCR-rel
ellenériztiik. A dolgozat az ellen6rz6 vizsgalatokkal alatamasztott, minden honap elsé
mintavétel eredményeit tartalmazza januart6l — augusztusig.

Vizsgalatainkkal igazoltuk a koncentralasi és a nukleinsav kivonasi modszer
hatékonysagat, valamint allati virusok folyamatos jelenlétét felszini vizekben és a
kommunalis  szennyvizekben.  Eredményeink  alapjan  megallapithatdo, hogy e
virusmennyiségeknek csak egy része tavolithato el a jelenleg alkalmazott szennyviztisztitasi
eljarasokkal. A virustiter meghatarozasa alapjan altalanos tendenciakat figyelhettiink meg a
virusszam alakuldsarol az id6 fliggvényében és az egyes mintavételi helyszineken. A koztes
mintdk tisztitott nukleinsav koncentratumaibol a virus jelenlét és virustiter meghatirozasa,
valamint a mintavételezés folyamatosan zajlik. Tovabbi célunk ezen mintdk PAdV és BPyV
tartalmanak Osszevetése az eddigi mintdk eredményeivel, illetve a mintavételi spektrum

kiszélesitése.
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Fiiggelék

A mintafeldolgozds sordan alkalmazott oldatok

1 N HCL oldat

- 34,4 mL tomény HCI

- 400 mL ioncserélt viz

1M / 4% NaOH oldat

- 40 g NaOH

- 1000 mL ioncserélt viz

Folozott tej oldat

- 33,33 gtengeri sO

- 10 g f6lozott tej

- 1000 mL steril desztillalt viz

Glicin oldat

- 18,75 g glicin

- 1000 mL steril desztillalt viz

LB (Luria-Bertani) tapleves 100 ug/mL ampicillinnel
- 10 g tripton

- 5 g élesztokivonat

- 5gNacCl

- 1000 mL desztillalt viz

- A 100 mg ampicillint a 121°C-on 20 percig torténd autoklavozast kovetden a mar 40°C-

ra lehiilt oldathoz adjuk.
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