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Mirela WOLF*

WIRUSY W WODZIE - ZAGROZENIA | METODY KONTROLI

W wodach powierzchniowych czy infiltracyjnych, ujmowanych na cele wodociagowe, zauwaza sie
obecnos$¢ zardwno szkodliwych zwigzkdéw chemicznych jak i drobnoustrojow. Proces uzdatniania
wody moze w istotnym stopniu obnizy¢ ilo§¢ wirusow w wodzie, jednakze nie jest w stanie ich cal-
kowicie usung¢ z bardzo duzych objetosci wody. Stad istnieje potrzeba prowadzenia szerokich badan
dotyczacych wirusow i opracowania norm jakosci wody, ktore uwzglednityby to zagadnienie. Obec-
no$¢ wirusow w wodzie przeznaczonej do spozycia powoduje najczesciej infekcje zwiazane z ukta-
dem pokarmowym (biegunka, wymioty), ale moze takze wywota¢ zapalenie spojowek, watroby czy
nawet mézgu. Uzdatnianie powinno catkowicie pozbawi¢ wode wirusow chorobotworczych z uwagi
na znaczne zagrozenie dla konsumentow. Do wykrywania wirusow w wodzie wykorzystywane sa
techniki oparte na hodowli komorkowej, mikroskopii elektronowej i immunomikroskopii, hemagluty-
nacji biernej — test SPACE oraz testach molekularnych ( PCR, Multiplex PCR, Real-time PCR).

1. WSTEP

Wirusy to struktury, zawierajace w swoim sktadzie jedynie takie sktadniki, ktére
sa niezbedne do zakazania komoérek gospodarza oraz do powielania materialu gene-
tycznego- replikacji. Wirusy najczesciej sa wprowadzane do srodowiska przez czto-
wieka w wyniku wycieku $ciekéw miejskich, szamb, $ciekow rolniczych, a takze pod-
czas wprowadzania $ciekow ze statkow. Ponad 100 typow wiruséw chorobotworczych
jest wydalane wraz z wydzielinami ludzi 1 zwierzat. Wirusy te, ktore najczgséciej okre-
sla si¢ jako wodorozcienczalne wirusy jelitowe, przenoszone sa najczgsciej droga
fekalno-oralna. Replikuja si¢ w przewodzie pokarmowym gospodarza, ktory jest im
do tego niezbedny. Po replikacji, dojelitowe wirusy sa wydzielane do $ciekow i na-

* Politechnika Wroctawska, Wydziat Inzynierii Srodowiska, Zaktad Biologii Sanitarnej i Ekotechniki,
Wyb. Wyspianskiego, 50-370 Wroctaw, mirela.wolf@pwr.edu.pl.



M. WOLF 481

stepnie moga zostac rozprzestrzenione w §rodowisku wodnym, gdyz wiekszo$¢ proce-
sOw oczyszczania sciekow nie jest w stanie ich catkowicie usunaé.

Wirusy, ktére sa w najwigkszym stopniu przekazywane droga wodna to: wirusy
polio, Coxsackie, enterowirusy, adenowirusy, reowirusy, rotawirusy, WZW typu
A oraz kalciwirusy. Wirusy jelitowe, odpowiedzialne za pojawienie si¢ patogenow
chorobotworczych przenoszonych droga wodna ze wzgledu na swoja strukture ko-
morkowa sg odporniejsze na procesy uzdatniania wody niz wody niz bakterie. Sg one
réwniez odporne na szeroki zakres pH (od 3 do 10).

Mozliwos¢ okre$lenia dominujacych zrodet zanieczyszczenia katowego srodowi-
ska wodnego ma coraz bardziej istotne znaczenie w zarzadzaniu jakoscig wody. Jed-
nak okre$lenie zrédla skazenia wirusowego nie jest mozliwe bez zmudnych i rozle-
glych testow. Obecno$¢ wirusow zarowno w wodach powierzchniowych, gruntowych
1 w wodzie do picia wymusza silng potrzebe prowadzenia szerokich badan dotycza-
cych wirusow i opracowania norm jakosci wody, ktore uwzglednityby to zagadnienie.
Bardzo wazne jest rowniez doskonalenie techniki badawczej, a zwlaszcza zastosowa-
nie nowych metod wykrywania wirusow opartych o badania molekularne. Nalezy
rowniez poszukiwaé skutecznych metod eliminacji wirusow, zwlaszcza z wody prze-
znaczonej do spozycia.

Tradycyjne metody detekcji wirusow (hodowle komodrkowe) sa ucigzliwe, praco-
chtonne i kosztowne i coraz czeSciej sa one zastepowane metodami sprawniejszymi,
czulszymi i doskonalszymi metodami biologii molekularnej. Celem artykutu byta
odpowiedz na pytanie czy wirusy przenoszone drogg wodng stanowig zagrozenie dla
zdrowia i zycia ludzi oraz czy istnieje konieczno$¢é wiaczenia do rutynowej kontroli
jakosci wody badan wirusologicznych.

2. MOZLIWOSC USUWANIA WIRUSOW W PROCESIE UZDATNIANIA
| DEZYNFEKCJI WODY

Ujmowanie wod powierzchniowych czy infiltracyjnych do celow wodociagowych
wigze si¢ z obecno$cig w niej zarowno szkodliwych zwigzkow chemicznych jak
i drobnoustrojéow. Przed wprowadzeniem do sieci wodociggowej nalezy ja poddac
procesowi uzdatniania. Podstawowym celem uzdatniania wody jest skuteczne elimi-
nowanie zanieczyszczen, patogendw, a takze zwigzkow ulegajacych biodegradacji
przed koncowym etapem jakim jest dezynfekcja, a takze jej utrzymanie na odpowied-
nim poziomie podczas dystrybucji do odbiorcy (zabezpieczenie przed wtornym zanie-
czyszczeniem) [1].

Zanieczyszczenie wody przeznaczonej do spozycia przez wirusy moze by¢ spowo-
dowane przedostaniem si¢ ich do wody wraz z wydzielinami ludzi zainfekowanych.
Niezwykle liczne i wazne dla zdrowia sa wirusy, ktore infekuja przewod pokarmowy.
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Najczesciej wirusy sa przekazywane z otoczenia do wody wraz z fekaliami. Badania
prowadzone w Niemczech w latach dziewigédziesigtych wykazaty, ze dopuszczalne
mikrobiologiczne wskazniki wodne takie jak E. coli czy enterokoki nie wykluczaja
skazenia wirusowego, ktore nie jest okreslane normami. Typowe procesy uzdatniania,
w tym chlorowanie, nie wykazuja catkowitej eliminacji wiruséw, moga jedynie spo-
wodowac ich inaktywacj¢. Dlatego istnieje mozliwo$¢, ze zakazne wirusy po oczysz-
czaniu $ciekOw pozostang i beda stanowity ewentualne zrodto zanieczyszczenia wod.
W konsekwencji tego wirusy jelitowe sa obecne w zanieczyszczonej wodzie po-
wierzchniowej i gruntowej, wykorzystywanej jako zasoby wody uzdatnianej do spo-
zycia [2, 3].

Tabela 1. Skuteczno$é procesow oczyszczania wody w usuwaniu domieszek i zanieczyszczen [5]

Rodzaj i skuteczno$¢ procesow, %
miana .
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§ ‘§ @ 5l > S
2% 2 |sT s 2 > 2 5| o <, g <
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Uzdatnianie wody moze w istotnym stopniu obnizy¢ ilo$¢ wirusow w wodzie, jed-
nakze proces ten nie jest w stanie ich calkowicie usung¢ z bardzo duzych objetosci
wody. Badania nad eliminacja wirusow z wody z wykorzystaniem srodkow dezynfek-
cyjnych zaczgto prowadzi¢ juz w latach szes¢dziesigtych. Lowtsewicz probowat usu-
ng¢ enterowirusy z wody wodociggowej przy uzyciu chloru, promieni UV, a takze
promieni o. Do procesu koncowego uzdatniania, jakim jest dezynfekcja, najczesciej
jest stosowany chlor wolny lub dwutlenek chloru. Jednakze dziatanie chloru na wiru-
sy jest ograniczone. Stosowane dawki chloru sg w stanie wyeliminowaé¢ z wody mi-
kroorganizmy takie jak np. E. coli, natomiast nie s3 w stanie usung¢ wirusow, moga
jedynie zmniejszy¢ ich ilo$¢, gdyz wirusy sa oporne na chlor. Ta zwigkszona opor-
no$¢ powoduje, ze aby zniszczy¢ catkowicie wirusy w wodzie, dawka chloru lub kwa-
su podchlorawego musiataby by¢ ponad 20 razy wigksza niz dawka zabijajaca bakte-
rie. Czesto stosowanym dezynfektantem- od konca lat 80-tych — jest dwutlenek chloru,
ktory inaktywuje wirusy ECHO i Coxackie, ale podczas jego stosowania powstaja
niebezpieczne dla ludzi chloryny i chlorany. W trakcie usuwania wiruséw z wody
najlepsze efekty uzyskuje si¢ stosujac ozon, ale nie spetnia on jednego z podstawo-
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wych celow dezynfekeji jakim jest zapewnienie stabilnosci biologicznej w sieci wo-
dociagowej, co wigze si¢ z konieczno$cia uzycia dodatkowych dezynfektantow [4].
Skuteczno$¢ usuwania wirusOw w procesie oczyszczania wody przedstawiono
w tabeli nr 1.

3. ZAGROZENIA DLA CZLOWIEKA SPOWODOWANE OBECNOSCIA
WIRUSOW W WODZIE

Woda spetnia istotng role w przenoszeniu wielu mikroorganizméw chorobotwor-
czych dla czlowieka. Rola ta jest zalezna od dostatecznie dlugiego czasu utrzymania
si¢ w wodzie wirulentnych czynnikéw chorobotwoérczych. Czas ich obecno$ci w wo-
dzie jest zalezny od wielu aspektow. W przypadku wiruséw nalezatoby wymieni¢ tu
przede wszystkim zmiang¢ termicznych warunkéw, panujacych w wodzie. Wszystkie
mikroorganizmy chorobotworcze to mezofile; ich optymalna temperatura wzrostu
i rozwoju miesci si¢ w granicach 30-40°C. Specyficzna budowa wirusoéw powoduje,
ze moga zachowywac swoje wlasciwosci infekcyjne w wodzie w temperaturze wy-
raznie nizszej. Istotnym czynnikiem jest rowniez stopien zanieczyszczenia wody,
a szczegolnie obecnos¢ w niej zwigzkow chemicznych [13].

Tabela 2. Rodzaje wiruséw wystepujacych w wodzie [15]

Rodzina Rodzaj Typowy gatunek Gospodarz
Vi posOUIY WIS | HepaitisEvirus | kregowce

Caliciviridae wirus Norwalk Norwalk virus kregowce
Calcivirusy HuCVv kregowce

Enterovirus Poliovirus kregowce

Hepatovirus Hepatitis virus A kregowce

Picornaviridae Parechovirus Human echovirus kregowce
Coxsackie A - kregowce

Coxsackie B - krggowce

Astroviridae Astrovirus Human astrovirus kregowce
Reoviridae Rotavirus Simian rotavirus SA11 krggowce
Adenoviridae Aviadenovirus - kregowce

Wirusy sg bardzo rozpowszechnione w przyrodzie. Moga znajdowac si¢ zardowno
w wodach stojacych, ptynacych, gruntowych, jak rowniez w powietrzu atmosferycz-
nym czy glebie. Na ich zywotnos¢ w srodowisku wptywa temperatura, nastonecznie-
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nie, wilgotno$¢, warto$¢ pH, jak réwniez pora roku [14]. Najcze$ciej spotykane wiru-
sy wodne zestawiono w tabeli nr 2 [15].

Wirusy i bakterie chorobotworcze dostaja si¢ do wod powierzchniowych wraz ze
$ciekami bytowo-gospodarczymi jak roéwniez wodami opadowymi. Nie moga si¢ one
namnaza¢ w wodzie; jedynie moga przezy¢ poza ustrojem chorego krotki okres czasu.
Okres ten umozliwia rozprzestrzenianie si¢ chordb infekcyjnych poprzez wode. Aby
nastgpito zakazenie zdrowego czlowieka wymagane jest wprowadzenie pewnej ilosci
wirusow, ktora okreslana jest minimalng dawka zakazng [16].

Wiedza o cechach i schorzeniach wirusowych jest niezbedna kazdemu, kto potrze-
buje zrozumie¢ ryzyko zetknigcia si¢ z nimi, zobaczy¢ zakres ich szkodliwosci oraz
dzialanie, jakie jest przedstawione w wytycznych WHO dotyczacej wody przeznaczo-
nej do spozycia [7]. Przebieg procesu zakazenia organizmu przez wirusy to w gtow-
nym stopniu wypadkowa suma procesow namnazania (adsorpcji, wnikania, ekspresji
genow, replikacji materialu genetycznego oraz powstawania potomnych czastek wiru-
sowych) wraz z przeciwdziatajacymi im czynnikami odpornosciowymi organizmu.
Wynik takich dziatan obserwuje si¢ przebiegiem procesu zakazenia, czasem trwania
oraz ostro$cig objawow jakie mu towarzysza. Infekcja wirusowa moze mie¢ krotko-
trwaly przebieg, jak i moze by¢ procesem, ktory trwa cale zycie (czesto zaczyna si¢
jeszcze przed urodzeniem). Zakazenie czesto tez przebiega w sposdb bezobjawowy,
dlatego jest bardzo cig¢zkie do zdiagnozowania [15].

Bardzo czgsto choroby o bardzo podobnych objawach sa powodowane przez wiru-
sy, ktore nalezag do zupelie réznych grup taksonomicznych. Podstawowe rodzaje
wirus6w wystepujacych w wodzie zostaty przedstawione w tabeli nr 3 wraz z wywo-
lywanymi przez nie choroby.

Tabela 3. Choroby przenoszone przez wirusy droga wodna [ 17-19, 24, 25]

Czynnik . .
chorobotwérczy Schorzenie Objawy
Hepatitis A zapalenie watroby typ A goraczka, zte samopoczucie, zottaczka
Wirus typu Norwalk zapalenia zotadkowo-jelitowe biegunka, wymioty, bole brzucha, goraczka
rotawirusy zapalenia zotadkowo-jelitowe biegunka, wymioty, odwodnienie organizmu,
wysoka goraczka
ECHO zapalenia zotadkowo-jelitowe biegunka, zapalenie spojowek,
Coxackie choroby serca i drog oddechowych, | zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych, migsnia
choroby uktadu krazenia sercowego i uktadu oddechowego
polio Choroba Heinego-Medina Wysqka go,ra‘CZka’ wymioty, ?Zwan(.)SC,karku
i plecow, porazenie migéni rak i ndg
. . . zazwyczaj samowyleczalne choroby
astrowirusy zapalenie zotadka i jelit soladkowo-jelitowe
. . zapalenie spojowek i gardta, gorgczka,
adenowirusy zapalenie zotadka niezyt gardia
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4. WYBRANE METODY WYKRYWANIA I 0ZNACZANIA WIRUSOW
W WODZIE

Badania rutynowe wody oraz $cickow na obecno$¢ wirusow jelitowych nie sa
prowadzone. Jednakze w wyjatkowych okolicznosciach takich jak ogniska choréb czy
specjalistyczne badania naukowe moze by¢ rozsadne i uzasadnione przeprowadzenie
testow na obecnos$¢ wirusow. Bardzo czesto niektore z tych metod zwigzane sg z duza
ilo$cig specjalistycznego sprzgtu do przetwarzania probek 1 oznaczenia wirusa, a jego
identyfikacja zwykle zwigzana jest z hodowla komoérkowa. Wykrywanie wirlusow
w wodzie, odbywajace si¢ poprzez odzysk zakaznego wirusa ma zazwyczaj trzy
gtowne kroki:

e  zebranie reprezentatywnej probki,

e  koncentracj¢ wirusOw w probce oraz ich identyfikacje,

e oszacowanie ilo$ci koncentratu.

Podczas wykrywania wiruséw w srodowisku wodnym mozna napotka¢ szereg pro-
blemoéw, do ktoérych naleza przede wszystkim mate rozmiary wirusa ( ich $rednica
miesci si¢ w przedziale od 20 do 100nm), niskie stgzenie i zmienno$¢ wiruso6w obec-
nych w wodzie, a takze ich zmienno$¢ genetyczna, obecnos¢ réznych innych rozpusz-
czonych jednostek w wodzie, ktore kolidujg z procedurami wykrywania wiruséw, oraz
ograniczenia zwigzane z szacowaniem i identyfikacja wirusa [3].

Wykrywanie wirusow w wodach opiera si¢ zazwyczaj na zatgzaniu probek, a na-
stepnie hodowanie w odpowiednich komorkach gospodarza, prowadzenie technik
immunologicznych czy stosowanie mikroskopii elektronowej. Niestety metody te sa
bardzo czasochtonne, niedoktadne, kosztowne i zachodzi w nich konieczno$¢ obecno-
sci wykwalifikowanego personelu, dlatego czesciej wykorzystywane sg techniki opar-
te na hodowlach komérkowych, do ktorych mozna zaliczy¢ przede wszystkim identy-
fikacje bez wszczepienia do wrazliwych systemow, mikroskopi¢ elektronowa
i immunomikroskopie, hemaglutynacje bierng — test SPACE oraz testy molekularne
(PCR, Multiplex PCR, Real-time PCR) [6, 23].

Podczas oznaczanie wirusow w drodze testow lysinkowych uzywana jest najczg-
$ciej jednowarstwowa hodowla komoérkowa, ktora jest zaszczepiana badanym mate-
rialem z wirusem i oczekuje na jego adsorpcje. Zawiesina wirusa w odpowiednim
rozcienczeniu powoduje powstanie okraglych, przejasnionych pol w warstwie komo-
rek, czyli lysinki, a takze powoduje zmiany morfologiczne, ktéore mozna zaobserwo-
wac pod mikroskopem $wietlnym — efekt taki uzyskuje si¢ zalewajac warstwe komor-
kowa agarem z barwnikiem przyzyciowym. Lysinki moga zosta¢ policzone w celu
ustalenia ilosci zakaznych wirusow w zawiesinie wyj$ciowej. Wada tej metody jest
selektywnos¢, gdyz wigkszosci wirusow nie potrafimy hodowac¢ (np. wirusy z rodziny
Caliciviridae) oraz brak mozliwosci wykrycia wirionu, ktéry zostal pozbawiony
otoczki przez przeciwciala. Jest to metoda, ktorag warto stosowaé, gdyz pozwala ona
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na wykrycie wiruséw, ktorych obecnos$ci w badanym miejscu si¢ nie spodziewano lub
takich, ktore nie byty dotychczas poznane [6, 20].

Klasyczne techniki identyfikacji, polegajace na hodowlach komoérkowych, nie sa
jedyne. Rownolegle z nimi, prowadzone sa metody, bazujace na reakcjach immunolo-
gicznych: immunomikroskopii, mikroskopii elektronowej i hemaglutynacji biernej.

4.1. MIKROSKOPIA ELEKTRONOWA | IMMUNOMIKROSKOPIA

Metody mikroskopii elektronowej i immunomikroskopii bazujg na wprowadzeniu
probki do analizy w kontakcie z surowica, zawierajaca przeciwciata skierowane prze-
ciw danemu typowi wirusa. Obecnos$¢ wirusa mozna stwierdzi¢ przez pojawienie si¢
kompleksu wirus-przeciwciato. Takie potaczenie mozna obserwowaé przy pomocy
mikroskopu elektronowego. Mikroskop elektronowy moze by¢ uzywany jako osobna
metoda identyfikujaca wirusy w wodzie. Ograniczeniem tej metody jest mozliwo$é
wykrywania tylko wirusow, ktéore maja charakterystyczna budowe np.
rotawirusow [8].

4.2. TEST SPACE

Test SPACE (hemaglutynacja bierna) oparty jest na segregacji stalej sprz¢zonych
erytrocytow i jest prowadzony w dwoch etapach. W pierwszej fazie immunologiczne;j,
przeciwciato skierowane jest przeciwko studzienkom mikroptytki. Probki, ktore majg
by¢ dalej analizowane sa kierowane do inkubatora. W tej fazie wirus, ktory jest obec-
ny w probie taczy si¢ z przeciwciatem, w efekcie czego powstaje kompleks antygen-
przeciwciato. Po usunigciu pozostatosci probki z kazdej studzienki ptytki, wirusy
zostang jako kompleksy przymocowane do przeciwcial. W drugim etapie — zwanym
takze faza ujawnienia — erytrocyty potaczone z przeciwcialami sg identyczne z tymi,
ktore sg dotaczone do studzienek. Przeciwciala tgczg si¢ z wirusami, tworzac nowe
kompleksy antygeny-przeciwciata, ktore sg uwidocznione przyczepnoscia erytrocytow
do $cianek studzienki. Metoda ta zostala wykorzystana po raz pierwszy w 1979 roku
przez Brandburne’a i moze by¢ stosowana do wykrycia rotawiruséw w studniach [8].

4.3. METODA IMMUNOLOGICZNO-ENZYMATYCZNA

W metodzie immunologiczno-enzymatycznej wykorzystywane jest znakowanie
1 obecno$¢ enzymu wskazujacego reakcje. Jest to jeden z najczesciej stosowanych
testow do badan naukowych i diagnostycznych. Nowoczesne podejscia, najczgsciej
stosowane, sg w wigkszo$ci miniaturyzacjg tej metody. Polega ona na wykorzystaniu
dwoch przeciwcial, z ktorych jedno jest przytaczone do podloza (jego zadaniem jest
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wychwycenie antygenu z probki), natomiast drugie jest dodane (jego funkcja jest
przyltaczenie si¢ do immobilizowanego na powierzchni-przez pierwsze przeciwciato-
antygenu i wygenerowanie sygnatlu). Do tego celu mozna uzy¢ przeciwciat z innych
gatunkow zwierzat lub stosujac czastki znakowane przy uzyciu biotyny. Podczas wy-
krywania mierzy si¢ aktywno$¢ enzymatyczng w poszczegodlnych dotkach 96-cio dot-
kowej plytki. Metoda ta jest tania, stosunkowo prosta w wykonaniu oraz dzieki moz-
liwosci automatyzacji nadaje si¢ do badan posiewowych stosowanych na wigksza
skalg [9].

4.4.PCR

PCR- technika oparta o amplifikacje DNA. Reakcja tancuchowa polimerazy, to
obecnie jedna z najczesciej wykorzystywanych metod podczas identyfikacji drobnou-
strojoéw wodnych oraz wirusow. W metodzie tej wykorzystywany jest enzym polime-
raza, ktory moze utworzy¢ wiele kopii docelowego DNA. Genom wirusa jest wykry-
wany przy pomocy krotkich odcinkéw syntetycznej nici, czyli tzw. starterow
oligonukleotydowych, ktére moga by¢ selektywne w stosunku do wiruséw. Metoda ta
znajduje swoje zastosowanie gtownie przy niewielkich ilosciach wirusa w matych
objetosciach wody, a do jej zalet mozna zaliczy¢ zmniejszenie czasu i kosztow prze-
twarzania. Charakteryzuje si¢ ona takze wigkszg czulo$cig niz tradycyjne metody,
opierajace si¢ na zakazeniu zywych komoérek. Metoda PCR jest glownie stosowana
w $srodowisku do wykrywania wirusow jelitowych z wod. Przy zastosowaniu tej me-
tody, podczas jednej reakcji, mozna wykry¢ kilka réznych wiruséw, poprzez zastoso-
wanie roznych par starterow. Podczas wykrywania wirusow bezposrednio z wody
stosuje si¢ najpierw ekstrakcje, a nastepnie amplifikacje z wody. Przy pomocy metody
PCR wykrywa si¢ gltéwnie takie wirusy jak: wirus zapalenia watroby typu A, polio,
kalciwirusy (wirus Norwalk), enterowirusy, adenowirusy, astrowirusy i rotawirusy.
Ponadto, uzywajac metody PCR mozna wykry¢ astrowirusy ze znacznie wigksza czu-
oscia niz podczas stosowania mikroskopii elektronowej, a takze identyfikowac rdzne
serotypy rotawirusoOw- niezwykle wazna informacja z punktu widzenia badan epide-
miologicznych przy infekcjach wirusowych [10, 21, 22].

4.5. MULTIPLEX PCR

W testach Multiplex PCR stosuje si¢ kilku zestawow starteréw, co umozliwia am-
plifikacje kilku matryc w czasie jednej reakcji PCR. Takie rozwigzanie prowadzi do
oszczednos$ci czasu i znacznego zmniejszenia kosztow, gdyz podczas pojedynczego
testu PCR moze by¢ wykryte kilka typow wiruséw. Opracowanie tego testu nie jest
proste, gdyz wymagana jest optymalizacja warunkow prowadzonej reakcji oraz
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mieszaniny PCR. Metoda ta moze stuzy¢ do wykrywania enterowirusow, rotawirusow
czy wirusOw zapalenia watroby [11, 22].

4.6. REAL-TIME PCR

Metoda Real-time PCR -zapewnia dane iloSciowe na obecno$¢ genomow wirusow
jelitowych, poprzez wykorzystanie barwnika fluorescencyjnego, takiego jak SYBR
Green- ktore taczy sie ze wzmocnieniem cDNA lub fluorochromem ( czasteczki zdol-
nej do fluorescencji) oznaczonych sond. Wykorzystane metody znakowania oznacza-
ja sie zroznicowanym poziomem fluorescencji podczas potaczenia z danym fragmen-
tem DNA, co powoduje, ze fluorescencja jest tym silniejsza im wigcej powstanie
kopii. Procedura jest mniej pracochtonna, gdyz nie jest wymagany etap potwierdze-
nia. Cata analiza moze by¢ wykonana w uktadzie zamknigtym, co moze zmniejszy¢
zdolno$¢ zanieczyszczania. Zamknigte testy Real-time PCR wykazaty skutecznosé
wykrywania porownywalng, a czasem nawet wigksza niz konwencjonalne PCR, jed-
nakze zasadniczym ograniczeniem tej metody jest bardzo drogi sprzet [12].

5. PODSUMOWANIE

Wirusy to niebezpieczne patogeny jelitowe, przedostajace sie bezposrednio lub po-
srednio do wody wraz z wydalinami zakazonych ludzi i mogg wywotywaé wiele scho-
rzen. Infekcje jakie powoduja sa najczesciej zwigzane z ukladem pokarmowym- bie-
gunka, wymioty- ale moga takze wywota¢ zapalenie spojowek, watroby czy nawet
mozgu. Ze wzgledu na ryzyko zwigzane z ich obecno$ciag w wodzie; powinno si¢ cat-
kowicie pozbawi¢ wode wiruséw chorobotworczych. Deficyt wod dobrej jakosci
w Polsce, wymusza ujmowanie zanieczyszczonych wod powierzchniowych, co wigze
si¢ z trudno$ciag w ich uzdatnianiu. Przed badaniami na obecnos¢ wiruséw kluczowa
rolg odgrywa zatezanie probek wody. Ze wzgledu na rozmiary wiruséw oraz ich ilo§é
W wodzie ta czynnos$¢ jest konieczna i pozwala uzyskaé lepsze wyniki.

Identyfikacja wirusow w wodzie wyrdznia techniki oparte na hodowli komérkowej
(oznaczanie wiruséw w drodze testow tysinkowych) oraz mikroskopie elektronowa,
immunomikroskopie, test SPACE, metode immunologiczno-enzymatyczng, a takze
metody molekularne jak np. PCR.

Techniki identyfikacji bez wszczepienia do wrazliwych systeméw bazujg w glow-
nym stopniu na reakcjach immunologicznych, w ktorych dochodzi do wytworzenia
kompleksu: wirus-przeciwciato. Alternatywa dla tych metod staty sie testy molekular-
ne, ktore wykazuja si¢ wiecksza czutoscig niz hodowle komorkowe, a podczas jednej
reakcji, poprzez zastosowanie réznych par starterow, mozna wykry¢ kilka réznych
wiruséw. Identyfikacja wirusdow w wodzie przeznaczonej do spozycia jest prowadzo-
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na fragmentarycznie gtéwnie ze wzgledu na przekonanie, ze koncowy etap uzdatnia-
nia — dezynfekcja — niszczy wszystkie wirusy obecne w wodzie, a takze z uwagi na
wysokie koszty badan zwigzanych z ich detekcja. Jednakze z uwagi na zagrozenia
chorobowe jakie wywotuja (ostre infekcje uktadu pokarmowego), konieczna jest ich
identyfikacja, a takze staly monitoring poprzez wprowadzenie okre$lenia ich obecno-
$ci jako badania koniecznego przed skierowaniem wody do sieci wodociagowe;.

6. WNIOSKI

Dane literaturowe pozwolily oceni¢ zagrozenia wywolane przedostaniem si¢ wiru-
sow do sieci wodociggowej w wyniku uzdatniania wody w niedostatecznym stopniu.

1.

2.

Deficyt wod dobrej jakosci w Polsce sprawia, ze bardzo czgsto na cele wodo-
ciggowe ujmowane sg zanieczyszczone wody powierzchniowe.

Wirusy wodne powoduja gtownie choroby uktadu pokarmowego, a takze infek-
cje drog oddechowych, zapalenie spojowek, watroby i chorob, ktére majg wy-
soki wskaznik $miertelnosci.

Ciag technologiczny uzdatniania wody zmniejsza ilo§¢ wiruséw, jednakze bar-
dzo czesto nie uzyskuje si¢ ich calkowitej eliminacji, gdyz absorbuja one na
pozostatych zanieczyszczeniach statych.

Najczesciej stosowanym dezynfektantem jest chlor wolny lub dwutlenek chlo-
ru, jednakze ich dzialanie na wirusy jest ograniczone, a ich catkowita likwida-
cja mozliwa wyltacznie przy zwiekszonych dawkach dezynfektantow, ktore nie
sa bezpieczne dla odbiorcy.

Zatezenie probek wody z wirusami pozwala na zastosowanie metod ich wykry-
cia, a takze na uzyskanie materiatlu do badan i diagnostyki chorob, ktore sa
przez nie wywotane.

Testy molekularne wykazujg wiekszg czutos¢ niz hodowle komorkowe,
a podczas jednej reakcji, mozna wykry¢ kilka réznych wirusdéw nawet z roz-
nych rodzin, jednakze metody te sg drogie.

Ocena jakosci sanitarnej wody opiera si¢ wylacznie na wskaznikach takich jak
oznaczenie E. coli, enterokokéw i E. coli typu katowego oraz catkowitej ocenie
jakosci mikrobiologicznej wody, jednak bakteryjne wskazniki nie zawsze od-
zwierciedlaja ryzyko chorobotworcze wynikajace z obecnosci wirusow, dlatego
konieczne sg badania na ich obecno$¢ w wodzie.

Praca wspotfinansowana w ramach badan statutowych S40-029.
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VIRUSES IN WATER — THE RISKS AND THE CONTROL METHODS

In surface and infiltration water, which is taken to drink, harmful chemical compound and microor-
ganisms could be observed. Water treatment process can significantly reduce the amount of viruses, but
cannot not remove them completely from very large volumes of water, therefore there is a need for exten-
sive research on the virus and the development of water quality standards which would take into account
of this issue. The presence of viruses in drinking water causes the most common infections associated
with GI (diarrhea, vomiting), but can also cause conjunctivitis, hepatitis or even inflammation of the
brain. Water treatment should be completely deprived of water pathogenic viruses due to the significant
risk to consumers. Nowadays, viruses in water are detected by techniques based on cell culture and elec-
tron microscopy immunomicroscopy, passive hemagglutination — SPACE test and molecular tests (PCR,
multiplex PCR, real-time PCR).



