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Souhrn

V prubéhu epidemie koronaviru SARS-CoV-2 byl odzkouSen epidemiologicky piistup k odpadnim vodam
(WBE=waste water based epidemiology) ke sledovani Grovné a vyvoje epidemie. Béhem vice nez dvouletého
monitoringu surovych odpadnich vod z vybranych COV v CR bylo nashromazdéno mnozstvi dat a informaci,
které pii korelaci s poCty pozitivné testovanych osob potvrdily vyuzitelnost zvoleného pfistupu pro ochranu
vetejné¢ho zdravi. Ziskana data a zkuSenosti byly zpracovany do metodického postupu, ktery je pfipraven pro
vyuziti v pfipadé dalsi epidemické situace.
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Summary

During the SARS-CoV-2 coronavirus epidemic, an epidemiological approach to wastewater (WBE=wastewater
based epidemiology) was tested to monitor the level and development of the epidemic. During more than two years
of monitoring of raw wastewater from selected WWTPs in the Czech Republic, a large amount of data and
information was collected, which with the correlation with numbers of positively tested persons, confirmed the
usability of the chosen approach for the protection of public health. The obtained data and experience were
processed into a methodical procedure, which is ready for use in the event of another epidemic situation.
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Uvod

Epidemiologicky pfistup k odpadnim voddm (WBE — wastewater based epidemiology) je
interdisciplinarni aktivita vyuzivajici kvantitativniho méteni lidskych biomarker v odpadnich vodach
(OV) za ucelem predikce potencialniho Sifeni infekci, a to detekci vyskytu markert infekénich agens
v odpadnich vodach. Ptistup 1ze v epidemiologii pouZit pro sledovani viru, bakterii, paraziti a dalsich
markert infek¢énich onemocnéni. Neni omezen jen na onemocnéni traviciho a vylucovaciho traktu. Do
odpadnich vod se dostavaji i genomové fragmenty specifické pro plivodce mnoha jinych infekénich
onemocnéni, napf. virti chiipky, RSV (respiraéni syncytialni virus), viru hepatitidy A (HAV), aj. WBE
pfistup je vhodnym doplitkovym epidemiologickym nastrojem pro identifikaci blizici se epidemie a pro
sledovani jejiho vyvoje, coz miize byt vyznamnym piinosem pro omezeni ekonomickych dasledki
§iteni epidemie, tj. stavu, kdy je v CR hlageno 1 600-1 800 nemocnych na 100 tisic obyvatel.

Cilem studie bylo pomoci rozsdhlého monitoringu &istiren odpadnich vod (COV) v priib&hu epidemie
koronaviru SARS-CoV-2 v letech 2020 az 2022 prokazat korelaci mezi mnoZstvim detekovaného
genetického materialu rizikového biologického agens nebo biomarkeru v odpadnich vodach a hlasenymi
klinickymi pfipady onemocnéni nebo rozsifenim onemocnéni ve sledované populaci, coz je konecnym
cilem WBE pfistupu. Informativné byl vyzkum doplnén sledovanim zmén koncentraci neopterinu v OV
jako markeru zanétlivych onemocnéni. WBE pfistup se v dobé pandemie SARS-CoV-2 velmi rozsifil
Vcelém svété a v mnoha zemich se stal systematickou podporou epidemiologického sledovani.
Informace o zavedeni a vyuzivani WBE pfistupu jsou dostupné na webovych strankach jednotlivych
statnich nebo vyzkumnych instituci, mnoho odkazii je sdruZeno na strance https://wastewater-
observatory.jrc.ec.europa.eu/#/dashboards. Vysledky naseho monitoringu jsou dostupné na:
http://covmon.vuv.cz; https://www.vuv.cz/virus-covid19-v-odpadnich-vodach/o-tematu-23/.

Metodika

Od dubna 2020 do konce roku 2022 byly provadény aktivity vedouci k ovéfeni moznosti vyuziti
odpadnich vod jako pomocného protiepidemickeho néstroje. Monitoring vyskytu SARS-CoV-2 v OV
byl provadén v ramci internich granti VUV financovanych z institucionalnich prostfedki MZP a


mailto:hana.mlejnkova@vuv.cz
e-mail:%20vasickova@iapg.cz
mailto:milena.busova@lf1.cuni.cz
https://wastewater-observatory.jrc.ec.europa.eu/%23/dashboards
https://wastewater-observatory.jrc.ec.europa.eu/%23/dashboards
http://covmon.vuv.cz/
https://www.vuv.cz/virus-covid19-v-odpadnich-vodach/o-tematu-23/

z projektu COVMON (V104000017 Vyuziti monitoringu odpadnich vod jako nastroje v¢asného
varovani pred vznikem epidemiologické situace, 4. VS BV IlI). V prub&hu tohoto obdobi bylo ziskano
mnozstvi zasadnich informaci ¢erpajicich z obdobnych studii a mnoho empiricky ziskanych udaji, ze
kterych byly vyvozeny zavéry s cilem navrzeni nejvhodnéjSiho ptistupu k monitoringu odpadnich vod
pro podminky CR.

Prakticky byly testovany jednotlivé kroky postupu, které by mohly mit vliv na kvalitu vysledki

monitoringu. Otestovany byly nasledujici kroky:

e postupy vzorkovani (testovani rozdilti ve sloZeni odpadnich vod v priab&éhu 24hodinového cyklu;
porovnani rozdili mezi prostymi a slévanymi vzorky; porovnani rozdild mezi slévanymi
24hodinovymi a 18hodinovymi vzorky; porovnani homogenity vzorkl; testovani vlivu zvysené
¢etnosti odbéru vzorki — 2x tydng),

e postupy stabilizace a uchovani vzorka (porovnani riznych zptisobt stabilizace vzorkd; porovnani
uchovani vzork pii -70+4/-20+£2/5+3 °C),

o vybér vhodnych COV (porovnani COV riznych kategorii, charakteru stokovych siti a podil
komunalnich a pramyslovych odpadnich vod),

¢ vlastni stanoveni SARS-CoV-2 pomoci RT-qPCR (vyvoj a optimalizace metody pro odpadni vody)

e PCR stanoveni pfitomnosti RNA virti chiipky A a B a hepatitidy A (HAV) (vyvoj a optimalizace
metod pro odpadni vody),

e stanoveni neopterinu jako biomarkeru buné¢né imunitni reakce téla na virové a bakterialni infekce
(vyvoj a optimalizace metody, porovnani namétenych dat s epidemiologickymi udaji a s mnozstvim
RNA SARS-CoV-2),

e stanoveni viru SARS-CoV-2 a neopterinu v klinickych vzorcich (studie na skupiné pediatrickych
pacient),

e Kkorelace mnozstvi RNA SARS-CoV-2 v odpadnich vodach s klinickymi daty (porovnani mezi
rozdilnymi etapami monitoringu; vyhodnoceni pro jednotlivé COV; statistické hodnoceni korelaci
mezi vSemi sledovanymi faktory).

Vysledky

Podrobné vysledky a rozsahlé datové a grafické ptilohy jsou uvedeny v souhrnné vyzkumné zpravé
projektu V104000017 Vyuziti monitoringu odpadnich vod jako nastroje v&asného varovani pied
vznikem epidemiologické situace, umisténé na:
https://heis.vuv.cz/data/webmap/datovesady/projekty/covmon/docvystupy/Vsouhrn_COVMON-
V104000017_2022_final.pdf [1].

Zde uvadime struény vytah vysledkt pro jednotlivé studované oblasti.

Vzorkovani:

e Existuji velké rozdily ve fekalnim zne&isténi odpadnich vod na natoku na COV v prabéhu dne (cca
70 % denniho zne¢isténi vstupuje do COV mezi 10. a 23. hodinou). V této dobé byly zjistény i nejvyssi
koncentrace RNA SARS-CoV-2 [2, 3].

e Statistické vyhodnoceni pomoci korela¢nich koeficientd potvrdilo pro monitoring RNA SARS-CoV-
2 jako vhodnéjsi slévané vzorky. Pro mensi COV Ize spolehlivé pouzit i prosté vzorky. Odbér prostych
vzorkil by mél byt sméfovan do doby vysokého fekalniho zatizeni odpadnich vod.

o Cetnost 2 odbért tydné ukazuje presndjsi stav aktualni epidemické situace a je vhodna pro sledovani
trendu aktivné probihajici epidemie, zpfesnéni a potvrzeni nastalé vyznamnéj$i zmény a eliminaci
vykyvi v obsahu virové RNA. Pro dlouhodobé preventivni sledovani je dostacujici Cetnost odbéra 1x
tydné.

Stabilizace a uchovani vzorkt

e Jako optimalni byl vyhodnocen postup okamzitého zpracovani vzorku do 24 hodin po odbéru,
stabilizace PEG + NaCl co nejdiive po odbéru. V piipadé nutnosti je mozné vzorek skladovat v lednici
pti 5£3 °C po ptidédni PEG + NaCl po dobu jednoho tydne. Pii nutnosti del$iho uchovéni vzorku pied
analyzou je nezbytné rychlé zamrazZeni na -70+4 °C.

e Pti skladovani vzorku pii -20+2 °C dochazi k vyznamnym poklestim koncentraci virové RNA vird
Vv prubéhu Casu (po 1 mésici klesla koncentrace o 90 %, po 3 mésicich 0 95 % a po 6 mésicich az o
97 %).
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e Vyznamnou ¢&asti piipravy vzorku je jeho homogenizace. Nedostatetnd homogenita mize byt
vyznamnym piispévkem chyby stanoveni. Tento fakt je nezbytné brat pfi analyzach odpadni vody v
uvahu, i presto, Ze vysledek naSich pokusi nezjistil zdsadni rozdily v alikvotnich podilech vzorku.

Vybér COV

* Do souboru sledovanych COV byly vybrany ¢&istirny réiznych kategorii na uzemi celé¢ CR s riznymi
charakteristikami (mnozstvi odpadnich vod, podil primyslovych odpadnich vod, délka kanaliza¢ni sité
a pocet napojenych obyvatel), aby bylo mozné udélat porovnani a vybrat COV nejvhodnéjsi pro ucely
epidemiologického monitoringu. Pro téely projektu bylo vybrano 66 COV, na kterych bylo provadéno
od dubna 2020 do 2022 vzorkovani odpadnich vod.

e Ve vzorcich byly pro informaci o charakteru OV sledovany fyzikalné-chemické a mikrobiologické
ukazatele.

e Nebyla prokazana korelace mezi mnozstvim RNA SARS-CoV-2 a fyzikalné-chemickymi a
mikrobiologickymi ukazateli, ani korelace s mnozstvim odpadnich vod, podilem primyslovych
odpadnich vod, délkou kanalizaéni sité ¢ poétem na COV napojenych obyvatel.

o Detekce virové RNA byla uspésnd na COV viech velikostnich kategorii i pfi nizké prevalenci
nakaZenych osob ve spadové oblasti.

o Statistické analyzy neprokazaly, Ze by nékteré z uvedenych velikostnich kategorii COV byly pro
ucel monitoringu vhodnéjsi nez jiné.

e Rozsihla sit COV a velky rozsah kanalizaénich siti v CR nabizi velmi vhodné prostiedi pro
provadéni WBE monitoringu.

Stanoveni RNA SARS-CoV-2

e Byl vyvinut, odzkousen a publikovan ,,Metodicky postup analyzy odpadnich vod na piitomnost
specifickych oblasti genomu viru SARS-CoV-2metoda stanoveni RNA SARS-CoV-2 v odpadnich
vodach* (https://www.vri.cz/wp-content/uploads/2022/02/141 MetPostup Final Vasickova.pdf),
véetné izolace RNA ze vzorku odpadni vody. Principem postupu je zakoncentrovani a stabilizace vzorku
ptimou flokulaci s ptidavkem PEG a NacCl, izolace RNA pomoci QlAamp Viral RNA Mini Kitu a
kvantitativni detekce RNA viru SARS-CoV-2 pomoci RT-qPCR cilena na gen N a nestrukturalni protein
nspl2.

e Metoda je vysoce citliva, limit detekce celého postupu je 2,5 virové ¢astice (GE) v 1 ml odpadni
vody.

e Pozitivni ndlez virové RNA byl zjistén jiZ pro jednotky az desitky osob zachycenych klinickym PCR
testovanim.

e Metoda byla modifikovana i pro stanoveni RNA SARS-CoV-2 v moc¢i. Vysledky provedené klinické
studie prokazaly vyluc¢ovani RNA SARS-CoV-2 moci u témét 30 % ptiznakovych jedinct.

PCR stanoveni pfitomnosti RNA vira chiipky A a B

e Byly vytvofeny a validovany postupy detekce specifickych oblasti genomu virti chiipky A a B a viru
hepatitidy A metodou RT-qPCR v odpadnich vodach. V analyzovanych vzorcich (118) z velkych mést,
kde byl v dob¢ epidemie piedpokladan alespon minimalni vyskyt chiipky, nebyly detekovany specifické
oblasti genomu virt chfipky A a B, coz bylo zptisobeno tplnym potlacenim vyskytu chiipky na Gzemi
CR v obdobi epidemie.

e Aktualné jsou v odpadnich vodach ve svété metodou PCR tspésné sledovany i dalsi respiraéni viry
(respira¢ni syncytialni virus, rhinovirus A a B, aj.) [5].

PCR stanoveni pfitomnosti RNA hepatitidy A (HAV)

» Detekce specifickych oblasti genomu HAV byla do projektu zatazena jako alternativni biomarker a
soucasné puvodce velmi nebezpeéného onemocnéni. Stanoveni byla doplnéna detekci RNA vira NoV
GI a NoV GII. Prestoze byla RNA HAV stanovovana ve vzorcich vybranych dle informaci o vyskytu
VHA v populaci CR ve sledovaném obdobi, nebyla v zadném ze 121 vzorki prokdzana ptitomnost RNA
HAV. Pfi¢inou byl pravdépodobné velmi nizky vyskyt HAV v CR ve sledovaném obdobi (cca 400
ptipadl) a vybér lokalit, cileny na jiny ucel.

e Z ptedchozich studii autori jsou vSak zndmy epidemiologické souvislosti, pfi nichz byla prokézana
RNA HAV v odpadnich vodach.

Stanoveni neopterinu
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¢ Byl vyvinut a odzkouSen postup stanoveni neopterinu v odpadnich vodach jako biomarkeru bunééné
imunitni reakce téla na virové a bakterialni infekce na principu kapalinové chromatografie ve spojeni s
hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS). Byla dosazena mez stanovitelnosti metody 0,05 pg/l odpadni
vody.

e Na COV, kde byl provadén dlouhodoby monitoring (UCOV Praha, COV Brno, COV Kladno
(Vrapice), bylo zjisténo, Zze v odpadnich vodach dochazi nejdiive ke zvySovani koncentrace neopterinu,
které je nasledovano zvySovanim koncentrace RNA SARS-CoV-2 (obr. 1).

e Provedena studie stanoveni neopterinu v moci prokazala vy$$i koncentraci neopterinu u
ptiznakovych jedinct s covid-19.

e Neopterin jako prediktor zanétlivych onemocnéni se ukazal byt vhodnym nastrojem pro monitoring
téchto onemocnéni prostfednictvim odpadnich vod.

€oV Kladno Vrapice
porovnani koncentrace neopterinu a SARS-CoV-2 GE/mi

eopterinu ug/l

SARS-CoV-2 GE/ ml
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Obr. 1: Porovnani koncentrace neopterinu a RNA SARS-CoV-2 na COV Kladno

Korelace mnozstvi RNA SARS-CoV-2 v odpadnich vodach s klinickymi daty

e Vysledky stanoveni RNA SARS-CoV-2 v odpadnich vodach byly korelovany s pocty pozitivné
testovanych (od -10. dne do +3. dne od data prvnich klinickych pfiznakt) a hospitalizovanych osob
Vv pribéhu celé epidemie covid-19.

¢ Vyhodnoceni bylo ovlivnéno prubéhem protiepidemickych opatfeni, kdy se velmi Casto meénily
moznosti a povinnosti testovani, které vyznamné ovlivitovaly pfirozené epidemiologické udaje o
poctech pozitivné testovanych osob. Hodnoceni vysledki bylo ovlivnéno i nepiesnou lokalizaci
evidovanych pozitivné testovanych osob.

e Vysledek korelaéni analyzy vSech ziskanych dat ukadzal na korelaci mezi poctem pozitivné
testovanych osob napojenych na sledované COV a mnozstvim detekované RNA SARS-CoV-2
v odpadnich vodach. Podobna korelace byla pozorovana mezi mnozstvim detekované RNA SARS-
CoV-2 a podilem pozitivné testovanych osob napojenych na jednotlivé COV.

Korelace mnozstvi RNA SARS-CoV-2 v odpadnich vodach s klinickymi daty pro jednotlivé varianty

o Vysledek korelaéni analyzy mezi podtem pozitivné testovanych osob v oblasti COV a mnoZstvim
detekované RNA SARS-CoV-2 v odpadnich vodéch pro jednotlivé varianty prokazal vysokou korelaci
pro variantu delta, neprokazal korelaci pro variantu alfa a omikron (coz bylo zptuisobeno poctem a
skladbou analyzovanych dat a odli§nym piistupem K testovani v prab&hu epidemie).

e Analyzovana data ukéazala pozitivni korelace mezi mnozstvim RNA SARS-CoV-2 a pocty
hospitalizovanych osob v pfipad¢ varianty delta. Vysledky pro variantu alfa a omikron byly vice
ovlivnény poctem a skladbou analyzovanych dat a zavaznosti klinickych ptiznaki infekce.

e Charakter hodnocenych dat (tj. prokdzané korelace udajt 10 dni pfed datem prvnich klinickych
piiznaku s udaji o mnozstvi RNA SARS-CoV-2 ve dnech odbéru vzorki) potvrzuje predpoklad, ze WBE
piistup umoznuje predikci vyvoje epidemie




Metodicky postup vyuziti monitoringu rizikovych biologickych agens a biomarkerti v komunalnich
odpadnich vodach jako néstroje pro v€asné epidemiologické varovani

e Zuvedenych vysledkli projektu byl navrzen ,,Metodicky postup vyuZziti monitoringu rizikovych
biologickych agens a biomarkeri v komunalnich odpadnich vodich jako nastroje pro vcasné
epidemiologické varovani®, ktery je soucasti Souhrnné vyzkumné zpravy projektu. Metodicky postup je
koncipovan tak, aby byl vyuzitelny jako nastroj pro véasné epidemiologické varovani na uzemi CR i
pro jina rizikova biologické agens a biomarkery vyskytujici se v komunalnich odpadnich vodach.

e Metodicky postup navrhuje pro dany el provadéni cileného a systematického monitoringu
odpadnich vod s pfedpokladem spInéni nasledujicich hledisek dle navrhu:

definice hledaného rizikového biologického agens nebo biomarkeru

vybér reprezentativnich odbérovych profild

vybér laboratoie pro analyzy odpadnich vod

plan odbéru vzorki — volba typu vzorku, lokalizace profili, ¢etnost odbérii

zajisténi odbérh vzorkl a jejich transportu do laboratoie

zpracovani vzorkll ve spadové laboratofi

predani vysledkid kompetentnim organtim

NooakrownhE

Zavér

Studie prokazala, Ze existuje korelace mezi naméfenym mnozstvim RNA SARS-CoV-2 a klinickymi
ptipady onemocnéni covid-19. Tento fakt potvrzuje, Ze cileny systematicky monitoring odpadnich vod
poskytuje dostatecné robustni data pro predikéni modely, které mohou poskytovat objektivni informace
pro sledovani trendu vyskytu sledovaného onemocnéni nebo jiného vyznamného kritického jevu v
populaci. Pii akceptovani zjisténych poznatkti a véasné a spravné interpretaci vysledkd muze byt WBE
monitoring schopen velmi ucinné pfispét k prevenci Sifeni, sledovani a prognézy vyvoje vyskytu
epidemicky vyznamnych etiologickych agens a zavadéni vhodnych opatieni v CR.

Nezbytnym predkladem tspéSného WBE monitoringu je vSak vytvofeni vhodnych podminek pro jeho
cilené a systematické provadéni (viz Metodicky postup vyuziti monitoringu rizikovych biologickych
agens a biomarkerti v komunalnich odpadnich vodach jako nastroje pro v€asné epidemiologické
varovani).
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