Priloha P10

Metodicky postup vyuziti monitoringu rizikovych biologickych agens
a biomarkert v komunalnich odpadnich vodach jako nastroje pro v€asné

epidemiologické varovani

Projektovy tym: Hana Zvéfinova Mlejnkovd, Katefina Sovovd, Petra Vasi¢kovd, Eva Juranova,

Véra Ocendaskova, Milena Busova, Milan Tucek, Vladimir Bencko, Miroslav Vana

Uvedeny metodicky postup je soucdsti souhrnné vyzkumné zpravy (Vsouhrn), kterd je
vystupem projektu Ministerstva vnitra VI04000017 (VyuZziti monitoringu odpadnich vod jako
nastroje v€asného varovani pred vznikem epidemiologické situace). Zverejfiovani tohoto

postupu ¢&i jeho ¢asti podléhd omezenim vyplyvajicim z pozadavki MV CR a MZ CR.
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1. Uvod

Metodicky postup vychazi z ovérenych vysledkl projektu VIO4000017 - Vyuziti monitoringu
odpadnich vod jako nastroje v€asného varovani pred vznikem epidemiologické situace
(COVMON) - 4.VS BV lll a je soucasti ,,Souhrnné vyzkumné zpravy projektu VI0O4000017 Vyuziti
monitoringu odpadnich vod jako ndstroje véasného varovani pred vznikem epidemiologické
situace, 2021-2022“, kterd shrnuje veskeré poznatky ziskané béhem feseni projektu. Projekt

byl realizovan v obdobi pandemie viru SARS-CoV-2, na ktery byl primarné cilen.

Metodicky postup je koncipovdn tak, aby byl vyuZitelny jako ndstroj pro vcasné
epidemiologické varovani na Gzemi CR i pro jina rizikova biologickd agens a biomarkery,

vyskytujici se v komunalnich odpadnich vodach.

Z vysledk( feSeni projektu vyplynulo, Ze pro provadéni monitoringu odpadnich vod, jako
nastroje vcasného varovani pred vznikem epidemiologické situace, je nutny cileny a

systematicky monitoring odpadnich vod, splfiujici uvedend hlediska:

definice hledaného rizikového biologického agens nebo biomarkeru
vybér reprezentativnich odbérovych profilt

vybér laboratore pro analyzy odpadnich vod

plan odbéru vzorkl — volba typu vzorku, lokalizace profil(i, cetnost odbér(
zajisténi odbérl vzork( a jejich transportu do laboratore

zpracovani vzorkU ve spadové laboratofi

N o v r w np e

predani vysledkll kompetentnim organtim



2. Definice hledaného rizikového biologického agens nebo biomarkeru

Definice hledaného rizikového biologického agens nebo biomarkeru je a bude vidy zavisla na

aktuadlni epidemické situaci.

Predlozend metodika byla vytvofena primdrné pro stanoveni pfitomnosti specifickych oblasti
genomu viru SARS-CoV-2 v odpadnich vodach (Metodicky postup analyzy odpadnich vod na
pfitomnost  specifickych  oblasti genomu viru  SARS-CoV-2; pfistupna zde:

https://www.vri.cz/wp-content/uploads/2022/02/141 MetPostup Final Vasickova.pdf).

Dale byly vytvoreny a validovany tyto postupy:

. Detekce specifickych oblasti genomu viru hepatitidy A metodou RT-gPCR
. Detekce specifickych oblasti genomu virl chfipky A a B metodou RT-qPCR
. Stanoveni neopterinu jako biomarkeru bunécné imunitni reakce téla na virové

a bakteridlni infekce

Uvedené postupy jsou soucasti Souhrnné vyzkumné zpravy projektu VIO4000017 Vyuziti
monitoringu odpadnich vod jako ndstroje véasného varovani pfed vznikem epidemiologické

situace, 2021-2022.

3. Vybér reprezentativnich odbérovych profild

Epidemiologické sledovani odpadnich vod je moziné provadét na Cistirnach odpadnich vod
(COV) viech velikostnich kategorii a na kanalizaénich stokach. Vybér odbérovych profild je
zavisly na Ucelu sledovani. Pro ziskani validnich vysledk( je nutné zvolit reprezentativni
odbérové profily, odpovidajici ucelu sledovani, ktery je tfeba pfi pfipravé planu monitoringu

zohlednit — viz tabulka:


https://www.vri.cz/wp-content/uploads/2022/02/141_MetPostup_Final_Vasickova.pdf

Ucel sledovani

Postup

preventivni sledovani vyskytu hledanych

agens v celé CR

provadét monitoring na velkych COV
(>100 000 napojenych obyvatel), tj. UCOV
Praha, COV Brno, COV Ostrava, COV Plzen,
Cov Ceské Budéjovice), kterd poskytuji

informace od cca 26 % obyvatel CR

sledovani lokalniho vyskytu hledanych agens

v krajich

provadét monitoring v pfislusnych krajskych

méstech

sledovani lokalniho vyskytu hledanych agens

na nizsi geografické urovni (mésta, obce)

vybrat reprezentativni odbérovy profil se

zohlednénim dale uvedenych faktor(

sledovani vyskytu hledanych agens na
strategickych lokalitach (letisté, utecenecké

tabory, aj.)

vybrat reprezentativni odbérovy profil se

zohlednénim dale uvedenych faktor(

sledovdni vyskytu hledanych agens v

konkrétnich objektech nebo oblastech

(Skoly, domovy dlchodc, firmy, sidlisté, aj.),

vybrat reprezentativni odbérovy profil se

zohlednénim dale uvedenych faktor(

Cetnost odbéru vzork(i musi odpovidat U&elu sledovani: vdobé epidemie 2-3x tydng,

preventivné 1x tydné.

Pti vybéru reprezentativnich profild je potfeba zohlednit moznost ovlivnéni odebranych

vzorkd témito faktory:

- pocet napojenych obci a/nebo rezidentt (podle Gcéelu sledované lokality/Gzemniho celku);

= charakter kanaliza¢ni sité (mozZnost degradace hledaného biologického materidlu

pratokem kanalizaci - délka potrubi, primérna doba setrvani OV v siti, Cerpaci stanice OV

v siti);




= dostupnost odbérového profilu (moZnost umisténi automatického vzorkovace nebo

provedeni prostého odbéru);

= typ kanalizace (oddilna/jednotnad) - podil komunalnich odpadnich vod a prlimyslovych vod
(moZnost pritomnosti inhibitord nebo jiného ovlivnéni biologického materidlu urcitymi

pramyslovymi vodami);

= pratok odpadni vody (okamzity, primérny za poslednich 24 hodin, odchylka od

dlouhodobého priimérného pritoku).

4, Vybér laboratore pro analyzy odpadnich vod

Pro vytvoreni funkéniho systému monitoringu odpadnich vod je tfeba vytvofit sit laboratofi
zamérenou na praci s odpadnimi vodami. Laboratofe musi mit validovana prislusnd stanoveni
a vybaveni technikou umoZiujici poZzadovanou analyzu nebo jsou vzhledem ke zkuSenostem

a vybaveni schopny v kratké dobé zavést nova stanoveni pro matrici odpadnich vod.

Dale musi byt uréena referencni laborator pro kontrolu kvality prace zapojenych laboratofi,

ktera bude organizacné i odborné zajistovat mezilaboratorni porovnani pouzivanych metod.

V ramci této sité musi byt urCena spadova oblast laboratofi pro sledované lokality odbérd
vzorkd odpadnich vod. V pfipadé potreby dlouhodobého porovnani vysledk( kvantitativnich
stanoveni by mélo byt preferovano zpracovani pravidelnych/opakovanych vzorkl vidy ve

stejné laboratofti (vyplyva ze zkusenosti celosvétového monitoringu SARS-CoV-2).



5. Plan odbéru vzorkd — volba typu vzorku, lokalizace profill, cetnost odbérd

Pfed zahajenim monitoringu (systematického/mimoradného) je nutné sestavit plan odbéru

vzorkd, ktery musi obsahovat:

- typ a objem vzorku (prosté/slévané typ B/C/jiny; vzorkovaci zafizeni; typ vzorkovnice;

zpUsob homogenizace);

= presnou lokalizaci odbérovych profill (popis, GPS, ndkres (planek) mista odbéru,

fotodokumentace);
- Cetnost odbéru vzorkl (pravidelna cetnost, feSeni mimoradnych situaci);
- lokalizace spadové a zalozni laboratofe pro konkrétni vzorky;
= persondlni zajisténi odbérd (Skoleny vzorkat, spoluprace s provozovateli);

= bezpecnostni pokyny pro préci sinfekénim materidlem v rizikovém prostredi, véetné

seznamu ochrannych pracovnich prostiredkd.

Pti vybéru odbérovych profild a pfi vlastnich odbérech vzork( je tfeba zohlednit moznost

ovlivnéni vzorku nasledujicimi faktory:

= aktudlnim mnoZstvim odpadni vody (nafedéni mnoiZstvi hledaného biologického

materialu);

= aktudlnim naredénim odpadni vody destovou vodou, jehoz dusledkem mizZe byt
nadmérné naredéni mnozstvi hledaného biologického materidlu (vést zaznamy o

pratocich odpadnich vod);
= rezimem Zivotniho stylu v dobé odbéru vzorkl (pracovni dny/vikendy/svatky);
- homogenitou odebraného vzorku (ddkladna homogenizace po/v pribéhu odbéru);

= mimoradnymi okolnostmi (zaznam teploty vzorku, poruchy vzorkovacu, jiné technologické
problémy, narazové vypousténi odpadnich vod ze zemédélstvi i prmyslové vyroby, zména

mista odbéru, aj.);



6. Zajisténi odbérd vzorkd a jejich transportu do laboratore

Ve spolupréci s provozovateli COV nebo kanalizaéni sité je pro zajisténi reprezentativnich

vzorku tfeba dodrZovat tyto zdsady:

- pokud je to moiné odbér provadét za hrubym mechanickym pred¢isténim (v pripadé COV
Cesle);

= optimalné odebirat 24hodinovy slévany vzorek (typ B nebo C) s vyuZitim chlazeného

automatického vzorkovace;

- vpfipadé odbéru prostého vzorku odebirat v dobé odpovidajici ucelu sledovani

(v zavislosti na rezimu napojenych osob);
= zajistit ddkladnou homogenizaci vzorku prfed naplnénim do vzorkovnic;
= stanovit teplotu, pH a elektrolytickou konduktivitu vzorku pfi odbéru;
= zajistit rychly a bezpecny transport do laboratore;

- vzorek transportovat chlazeny (podle typu stanoveni).

7. Zpracovani vzorkd ve spadové laboratofi

Odebrané vzorky podle vyse uvedenych pokyn( musi byt transportovany do predem zvolené
spadové, pfip. zalozni laboratore k okamzitému zpracovani. V pfipadé nemoznosti okamzitého
zpracovani musi byt vramci validace metody pro kazdou laboratof definovdny postupy

uchovani vzorkl (stabilizace, chlazeni, mrazeni aj.).



Postup pti detekci RNA SARS-CoV-2:

= vzorek zpracovat nejlépe do 24 hodin po odbéru, do zpracovani uchovavat v chladnicce pfi

5+3 °C (podle metody stanoveni)

= neni-li to mozné, vzorek stabilizovat (napf. pfidanim polyetylenglykolu - PEG a NaCl),

uchovat v chladnicce pfi 5¢3 °C a analyzovat do 7 dn(;

= v pfipadé nemozZnosti okamZitého zpracovani provést rychlé zamrazeni vzorku na -70 °C

(Ize uchovat cca 6 mésicu; dochazi ke ztraté vytézku cca 5x)

8. Predani vysledkl kompetentnim organdm

Ziskané vysledky, v€etné charakteristik odbéru, musi byt neprodlené predany kompetentnim
organim, napf. SZU, UZIS, k dal$imu vyuZiti v systému véasného varovani pfed vznikem nebo
v pribéhu epidemiologické situace tak, aby mohly byt co nejdfive vyuzity pro ochranu

verejného zdravi.



