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Souhrnna zprava projektu je rozdélena na 3 &asti — teoretickou, praktickou a ¢ast, obsahujici
»Metodicky postup analyzy odpadnich vod na pfitomnost specifickych oblasti genomu viru SARS-CoV-
2“ V teoretické casti je zahrnut Uvod do fesSené problematiky a popsan aktudlni stav vyzkumu,
zaméfeného zejména na vyuziti sledovani koronaviru SARS-CoV-2 v odpadnich vodéach. Reena
problematika se od zadatku epidemie covid-19 velmi intenzivné vyviji, vénuji se ji desitky odbornik(
z celého svéta a je stale velmi aktudlni.

Druha ¢ast souhrnné zpravy je zamérena na praktické vysledky terénnich a laboratornich cinnosti,
provedenych v pribéhu feseni projektu, doplnéné o cinnosti provadéné v ramci internich grant(
v letech 2020 a 2022.

1 POPIS CILU A PLANOVANYCH VYSTUPU PROJEKTU

Cilem projektu bylo vytvoreni strategie v€asného zachyceni varovného signalu nastupujici epidemie
v CR a lokalizace ohnisek nakazy. Tato strategie ma predpoklad byt G¢innym nastrojem bezpeénostniho
systému a krizového Fizeni CR pro prevenci epidemického $ifeni zavainych onemocnéni. Jejim
zakladem je systematicky monitoring komunalnich odpadnich vod (OV) za ucelem detekce vhodnych
rizikovych mikrobiologickych agens a biomarker( (neopterin) vylucovanych do OV.

Soucasti reseni byla optimalizace a validace metody detekce rizikovych mikrobiologickych agens (SARS-
CoV-2, virus hepatitidy A a chtipky) v OV pomoci polymerazové retézové reakce v redlném case (qPCR),
v€etné ucinné primarni Upravy vzorku a nasledné izolace nukleovych kyselin.

Redeni projektu vyuzilo jedineénych dat pilotniho monitoringu vyskytu SARS-CoV-2 v OV, provadéného
od dubna 2020.

V projektu byly dle ndvrhu projektu planovany tyto dva hlavni a dva vedlejsi vysledky:

1) NmetS VI04000017-V3 Metodika vyuZziti monitoringu rizikovych biologickych agens a biomarkert
v komunalnich odpadnich vodach jako nastroje pro véasné epidemiologické varovani.

2) Vsouhrn VI04000017-V4 Souhrnna vyzkumna zprava, obsahujici metodiku detekce vybranych
rizikovych mikrobiologickych agens pomoci PCR v odpadnich vodach.

3) Jost Clanek prezentujici vysledky odborné vefejnosti.
4) W Workshop prezentujici vysledky Siroké verejnosti.

Dalsi planované vystupy mély smérovat k publikaci a popularizaci vysledku projektu. Pribézné vysledky
mély byt prezentovany na odbornych konferencich v zavislosti na pfilezitostech v dobé trvani projektu.

1.1 Popis vystupl projektu

e NmetS VI0O4000017-V3 Metodicky postup analyzy odpadnich vod na pfitomnost
specifickych oblasti genomu viru SARS-CoV-2.
V pribéhu feseni projektu vyvstal poZzadavek Ministerstva zdravotnictvi (MZ) na zpracovani a predani
»Metodického postupu analyzy odpadnich vod na pfitomnost specifickych oblasti genomu viru SARS-
CoV-2“. Metodika byla pfeddana MZ 27. 10. 2021 a schvdlena 11. 1. 2022. Vysledek véetné doloZeni
jeho pfijeti uZivatelem byl vloZzen do systému ISTA jako NmetS VI04000017-V3. Tim bylo splnéno
vytvoreni vystupu NmetS.

e Vsouhrn VI04000017-V4 Souhrnna vyzkumnd zprdva obsahujici metodicky postup
vyuziti monitoringu rizikovych biologickych agens a biomarkerli v komunalnich
odpadnich vodach jako nastroje pro véasné epidemiologické varovani.



Z dGvodu zmény vyzadané MZ a potifeby dodrzeni poctu planovanych vystupl byla pivodné planovana
NmetS ,,Metodicky postup analyzy odpadnich vod na pritomnost specifickych oblasti genomu viru
SARS-CoV-2” zpracovana jako soucast planované Vsouhrn.

e Jost VI04000017-V5 Mlejnkova, H., Sovova, K., Jasikova, L., Vasickova, P., Ocenaskova, V.,
Gharwalovd, L., Fialovd, A., Juranovd, E.: MONITORING KORONAVIRU SARS-COV-2 V
ODPADNICH VODACH V CR PRO VYUZITI V SYSTEMU VCASNEHO PROTIEPIDEMICKEHO
VAROVANI. SOVAK 7-8/2021, s. 34-39. ISSN 1210-3039.

e W Pieklakovd Alena; Ansorge Libor; Juranova Eva; Zvéfinova Mlejnkova Hana; Vasickova Petra;
Tucek Milan: Czech - Israeli Seminar on Potential benefits and dilemmas in the development
of a national viruses control system via sewage technologies for treatment of drinking water
and waste water (technologies that are developed and used in Israel). Usporadani
(zorganizovani) workshopu. 2022.

Dne 26. 5. 2022 se uskuteénil mezinarodni workshop ve spolupraci s MZP, za Ulasti eskych a
izraelskych partner(, kde si odbornici z obou zuc¢astnénych stran vyménili zkusenosti s WBE pristupem
k odpadnim vodam, s monitoringem SARS-CoV-2 v odpadnich vodach i s dalSimi tématy spojenymi s
nakladanim s odpadnimi vodami. Workshop probéhl online prostfednictvim aplikace webex.

e ZVERINOVA MLEINKOVA, H., GHARWALOVA, L., SOVOVA, K., VASICKOVA, P., HRDY, J.,
KRASNA, M., OCENASKOVA, V., BENCKO, V., TUCEK, M., BUSOVA, M. a JURANOVA, E. Vyuziti
monitoringu viru SARS-CoV-2 v odpadnich vodach z COV rdznych kategorii pro sledovani vyvoje
epidemické situace v CR. VodohospodaFské technicko-ekonomické informace, 2022, ro¢. 64, ¢.
2, str. 4-9. ISSN 0322-8916

e Vzhledem k duleZitosti dané problematiky vzniklo mnoho dalSich vystupl projektu, které zcela
nebo ¢aste¢né vyuzivaly vysledky vytvorené v projektu. Cést vysledkd vznikla v ramci feseni
diléich grantd financovanych z institucionalni podpory MZP:

»,Monitoring SARS-CoV-2 v odpadnich vodach” 05-12/2020

,Kontinualni sledovani pfitomnosti SARS-CoV-2 v odpadnich vodach” 04-12/2022

Vycet vSech odbornych ¢lankd, pfednasek a dalSich popularizaénich aktivit, které vznikly v souvislosti
s projektem je uveden v Pfiloze P9.

2 TEORETICKA CAST

2.1 Monitoring odpadnich vod jako nastroj v€asného varovani

Epidemiologicky pfistup k odpadnim vodam (WBE - wastewater based epidemiology) je
interdisciplinarni aktivita sdruzujici odborniky z pfislusnych védnich oblasti, ktefi se zajimaji o aplikaci
a vyvoj pouzivani kvantitativniho méreni lidskych biomarkerd v odpadnich vodach (OV) za ucelem
hodnoceni Zivotniho stylu, zdravi a expozice populace nejriiznéjsim latkam. Tento pfistup je aktudlné
vyuzivan nejen ve Vyzkumném ustavu vodohospodaiském T. G. Masaryka, v. v. i. (O¢enaskova, 2018),
ale i jinde ve svété (Gracia-lor, 2017) naptiklad pro monitoring spotfeby nezdkonnych navykovych
a dalsich latek v populaci.

Epidemiologicky pristup se vyuziva také pti predikci potencialniho Sifeni infekci, a to detekci vyskytu
infekénich agens v odpadnich vodach. Lze pouZit pro sledovani virli, bakterii, parazitl, markerd
infekénich onemocnéni apod.

2.2 Koronaviry

Koronaviry jsou zndmé jako plvodci infekci zvifat (ptak( a savcl) od 30. let 20. stoleti, kdy byly
prokazany jako plvodci akutniho respiracniho onemocnéni kurat. Genom koronavirl je zakdédovan
v jednoretézcové RNA s pozitivni polaritou dosahujici velikosti 30 tisic bazi, cozZ je nejvice mezi zndmymi
RNA viry s nesegmentovanym genomem. Od 60. let 20. stoleti jsou tyto viry znamy i u ¢lovéka jako
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plvodci infekci dychaciho Ustroji a pravdépodobné i traviciho traktu, u zvifat zplsobuji systémova
onemocnéni, véetné strevnich. Pfenos infekce je primarné vzdusnou cestou, tj. inhalaci kapének nebo
aerosoll, které vznikaji zejména pri kasli a kychani infikovanych osob, a rovnéz kontaminovanymi
predméty. Nalezeny byly také ve stolici (Greenwood, 1999; Pfecechtél, 1988).

V roce 2002 byl v Ciné identifikovan koronavirus SARS-CoV, ktery zplsoboval tézky akutni respiracni
syndrom (SARS = Severe Acute Respiratory Syndrome). Virus byl identifikovan aZ po nékolika mésicich,
¢imz doslo k jeho rozsifeni do 29 zemi svéta na vsech kontinentech. BEhem dvou let se nakazilo 8 tisic
lidi a témérf 10 % z nich zemrelo. Jiz nékolik let se Zadny novy pfipad nevyskytl, proto nebyla ani
odzkousena vyvinuta vakcina. Pfedpoklada se, Ze virus byl pfenesen na ¢lovéka z netopyra a aktivnim
mezihostitelem byli drobni savci, napf. cibetky (Chan, 2013; MZCR, 2020; SzU, 2020). U tohoto viru
byla zkoumana distribuce v téle zemrelych a byl nalezen v mnoha organech, véetné stfevniho traktu,
coz potvrdilo predpoklad, Ze mlze byt vylucovan i modi, vykaly nebo potem (Ding, 2004).

Dalsi zoondzu koronavirového plvodu, kterd po prfenosu na clovéka zplsobila akutni respiraéni
onemocnéni MERS (tj. Middle East Respiratory Syndrome), zpUsobil virus MERS-CoV, poprvé prokazany
v roce 2012 u osob, které pficestovaly z Arabského poloostrova. Ndkaza probéhla v nékolika vinach
a postihla 2 500 lidi, z nichZ ji podlehlo pfes 850 osob (34 %). Pravdépodobnym zdrojem byli infikovani
velbloudi (WHO, 2020).

Novy virus SARS-CoV-2 se rozéifil z Ciny na konci roku 2019 postupné do vice ne? 200 zemi. Ke konci
fijna 2022 bylo prokazano 627 milionu ptipadd, z toho cca 6,5 milionu zemrelych (1 %), (WHO, 2022),
v CR u 4,56 mil., z toho 41 900 zemfelych (0,9 %), (Komenda a kol., online). P¥i pfenosu tohoto
koronaviru z plvodniho hostitele, kterym byli patrné netopyfi, hral roli néktery mezihostitel,
pravdépodobné drobni savci luskouni (Corman, 2020). Virus se extrémné rychle Sitil diky jeho pozdnim
symptomatickym projevtim (Chin, 2020).

2.3 Viry v odpadnich vodach

Viry se v odpadnich vodach vyskytuji bézné, ¢asto jsou v nich perzistentni. Z vod jsou znamy pUvodci
klinicky vyznamnych onemocnéni: Adenoviridae, Astroviridae, Caliciviridae (noroviry), Coronaviridae,
Flaviviridae,  Hepeviridae,  Herpesviridae, = Matonaviridae,  Papillomaviridae,  Parvoviridae,
Picornaviridae, Poxviridae, Retroviridae a Togaviridae.

Nejcastéjsi jsou noroviry, které zplsobuji epidemickou akutni virovou gastroenteritidu, dale adenoviry,
vyvolavajici onemocnéni traviciho a respiraéniho traktu, zanéty (napf. nachlazeni, horecku, bolest
v krku, prQjem, zvraceni ¢i zCervendni oci). Ve vodach Ize najit také Influenza virus (Orthomyxoviridae),
ktery je hrozbou pandemického Sifeni chfipky. Problém Sifeni chtipky nespociva prioritné v zavaznosti
onemocnéni a vysoké umrtnosti, ale v celospolecenském vyznamu dlsledku velmi vysoké nemocnosti
a pracovni neschopnosti s rychlym nastupem nemoci, nicméné chfipka je stdle zavainym
onemocnénim svyznamnou uUmrtnosti. DalSim vyznamnym virem z vodniho prostredi je virus
hepatitidy A (HAV; Picornaviridae). Je odolny k zevnimu prostredi, Sifi se fekalné-oralni cestou, zejména
primym kontaktem s infikovanou osobou, pripadné kontaminovanymi potravinami a vodou. Inkubacni
doba je 14 - 28 dni, infekce ¢asto probiha bez priznakd, virus je vylu¢ovan stolici uz pred objevenim
klinickych pfiznakd. Pro onemocnéni staci nizka infekéni davka, cca 10 — 50 virovych castic.

Nejaktualnéjsi jsou koronaviry, které jsou prednostné vylucovany respiracnimi sekrety, genové
segmenty vsak byly prokazany také ve stolici infikovanych osob (Wang, 2020; Miri, 2020; Zhang, 2020;
Lo, 2020; Tian, 2020; Hindson, 2020; Yeo, 2020). Vylucovani viru stolici bylo zjisténo u cca 50 %
nakazZenych, stfevo mlze byt dal$im cilovym orgdnem viru, pomoci bunécénych kultur byla prokazana
moznost pomnoZzeni virl v bunkach traviciho traktu. Byly popsany i gastrointestinalni pfiznaky jako
bolesti bficha, zvraceni, ¢asto i prljem (u cca 2 az 50 % nakaZenych), (Xiao, 2020; Medema, 2020).
Genové segmenty SARS-CoV-2 byly detekovany i ve stolici osob, véetné déti, vykazujicich pouze mirné
nebo zadné priznaky onemocnéni, a to i dlouho po jejich odeznéni a negativnim vysetfeni respiracnich
sekretd (Xu, 2020; Cao, 2020). RNA SARS-CoV-2 byla detekovana v nemocni¢ni vodé 15 dni
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a v komunalnich €istirnach odpadnich vod (COV) 19 dni po ukon&eni epidemie, pfi¢emz RNA SARS-CoV-
2 lze ve vodé prokazat za >14 dni, zvlasté pfi nizkych teplotach (Yang, 2022).

Kontaminace odpadnich vod je tedy mozna respiracnimi sekrety, fekaliemi a moci infikovanych osob
nebo jimi kontaminovanymi predmeéty (vihéené ubrousky, pleny apod.).

Prvotni vyzkumy pfitomnosti viru SARS-CoV-2 v odpadnich vodach byly provedeny v Nizozemi.
Metodou RT-qPCR (polymerazova fetézova reakce v redlném Case s reverzni transkripci) byly nalezeny
specifické genové sekvence RNA, které prokdazaly pfitomnost genomu viru SARS-CoV-2 v surovych
odpadnich vodach na natoku na COV, dokonce ji? pfed prvnim prokazanym klinickym prikazem
u pacientll. Naopak byly popsany PCR nalezy ve stolici mésice po negativnim vysledku z dychacich cest
(slizni¢ni mRNA), (Neurath, 2021).

Pouzitou metodou vsak nelze urcit Zivotaschopnost a virulenci viru ve vodnim prostfedi (Medema,
2020; KWR, 2020). Vzhledem k malé stabilité koronavirt, pravdépodobné deaktivaci technologickymi
procesy na COV, nepfiznivymi fyzikalné-chemickymi podminkami prostfedi a dobou zdrieni lze v
¢isténych komunalnich odpadnich vodach predpokladat pfitomnost pouze virovych castic, nikoliv
viabilnich virQ.

Je zfejmé, Ze s poctem infikovanych jedincl v monitorované populaci nardsta i mnozstvi vylou¢enych
vird do odpadni vody. Ve stolici bylo zjisténo 5-107 kopii/ml v zavislosti na priib&hu infekce, v kanalizaci
dojde k natedéni a do COV se dostava 2/100 ml —3/1 ml kopii podle Grovné epidemie (Foladori, 2020).

Prostfednictvim jejich detekce v odpadnich vodach je mozné poskytnout jedinecné epidemiologické
informace o vyskytu SARS-CoV-2 v populaci (pfitomnost, absence, trendy — narlst, stagnace, Ubytek)
(Hart, 2020). Pfi spravné nastaveném systému monitoringu odpadnich vod bude moziné sledovat
nastup a vyvoj poctu virovych onemocnéni v dalSich obdobich, nebo monitoring vyuzZit jako nastroj
vCasného varovani pro nastaveni systému ucinného dohledu nad Sifenim nakazy.

Z pohledu rizikovosti odpadnich vod je nutné si uvédomit, Ze se v nich mohou vyskytovat vodou
mnohem snadnéji (fekdlné oralni cestou) pfenosné patogenni mikroorganismy - noroviry, adenoviry,
rotaviry, virus hepatitidy A a E, paraziticti prvoci, patogenni bakterie, napf. Campylobacter, Escherichia
coli, véetné vysoce rizikovych patogenl se ziskanou rezistenci na antibiotika, aj. (Cacace, 2019). Od
roku 2011 se v EU zdvojnasobil pocet infekci, které maji souvislost s kontaminovanou vodou. Jedna se
zejména o viry se zvySenou odolnosti ve vnéjSim prostiedi (mezi néz vsak koronaviry nepatti),
(Vasickova, 2020).

2.4 Sit CovvCR

V Ceské republice je vybudovana velmi hustd sit COV. Podle evidence MZE CR jich bylo v roce 2021
celkem 3 345, viz. obr. 1. Podle dat z Ceského statistického tradu (Udaje o vodovodech a kanalizacich
v roce 2021 podle kraji) bylo v roce 2021 na Gzemi CR napojeno na kanalizaci 87,4 % obyvatelstva, co?
¢ini 9,174 miliond obyvatel CR. Z tohoto poctu je naprostd vétsina obyvatel (8,887 milionu) napojena
na mechanicko-biologické COV. Takto vysoky podil napojenych obyvatel na kanalizaci predstavuje
velmi dobry potencidl pro zavedeni systematického monitoringu odpadnich vod. Podle poctu
napojenych obyvatel v CR na COV by monitoringem COV (Praha, Brno, Ostrava, Plzef, ¢eské
Budéjovice) o velikosti nad 100 000 napojenych obyvatel bylo podchyceno vice nez 26 %
obyvatel.

Kromé realného poctu napojenych obyvatel se ¢asto pouziva kategorizace podle poctu ekvivalentnich
obyvatel (EO). Ekvivalentni obyvatel pfedstavuje normovou produkci odpadni vody o objemu 150 |/den
a produkci znecisténi 60 g BSKs/den.

Vétsina uzemi CR je napojena na jednotnou kanalizaci, kterd na COV privadi jak splaskovou, tak
srazkovou vodu. V tomto piipadé se pfi srazkové cinnosti na COV dostavaji splaskové vody nafedéné
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o vody srazkové. Ve chvili, kdy jsou na Uzemi obce srazky silné, odchazi odlehcovacimi stokami do
recipientu spolecné se srazkovymi vodami i ¢ast splaskovych vod. Tak je tomu i v pfipadé nami
sledovaného vybéru COV, na nichz byl provadén monitoring SARS-CoV-2 v OV. Z celkovych 64 COV je
na vyhradné oddilnou kanalizaci napojeno pouze $est obci (Cernosice, Dobfichovice, Hostivice, Karlovy
Vary, Tabor a Teplice nad Metuji). Délka kanalizacni sité souvisi s velikosti a mnoZstvim napojenych
obci — nejdelsi je v Praze (3 706 km) poté v Brné (1 146 km) a postupné se s velikosti obci sniZuje.
Vétsina OV, kterd je kanalizaci pfivadéna na vybrané COV je dle vodni bilance, kterou spravuje oddéleni
HEIS VUV TGM, voda splaskova — tedy voda z domécnosti a socidlnich zafizeni. Primyslova OV je
privddéna v mensi mire. Nékteré priimyslové podniky maji svou vlastni COV a do vefejné kanalizace
bud OV nevypousti, nebo provadi predcisténi, tak aby byla do verejné kanalizace vypousténa voda
o stanovené kvalité (dano mistné pfisluSnym kanalizacnim radem). Do verejné kanalizace vypousti
pramyslové podniky i vodu splaskovou — z administrativnich budov a jidelen, ve které se také muze
vyskytovat SARS-CoV-2.
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Obr. 1 Sit €OV v CR.

2.5 ZkuSenosti z monitoringu SARS-CoV-2 a jinych biomarkerl v odpadnich
vodach

Problematika SARS-CoV-2 v OV se od roku 2020 fesSi v mnoha zemich svéta, vzhledem k zdvaznosti
problému bylo publikovano velké mnoiZstvi odbornych ¢lankd (Ahmed, 2020; Wu, 2020) a diky
celosvétovému rozsahu vznikla fada mezindrodnich platforem. Nejaktivné;jsi jsou:

e "Wastewater-Based Epidemiology for covid-19" (https://www.protocols.io/groups/2019ncov-
wastewater-epidemiology), slouZici predevsim pro vyménu poznatkd s metodami detekce.

e HERA (Health Emergency Preparedness and Response Authority)
https://ec.europa.eu/info/departments/health-emergency-preparedness-and-response-
authority en. HERA je klicovym pilifem Evropské zdravotnické unie, ktera zaplni mezeru v reakci
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a pfipravenosti EU na mimoradné udalosti v oblasti zdravi. HERA, vytvorend v dlisledku pandemie
covid-19, bude predvidat hrozby a potencidlni zdravotni krize prostfednictvim shromazdovani
zpravodajskych informaci a budovani potrebnych zodpovédnych kapacit.

e EU4US-DEEP _ ,EU Sewage Sentinel System for SARS-CoV-2“  (https://wastewater-
observatory.jrc.ec.europa.eu/#/dashboards/national) je platforma digitalni evropské vymény
vysledk( sledovani odpadnich vod pro SARS-CoV-2 a jeho varianty, postavena na faktu, Ze se
monitorovani odpadnich vod ukdazalo jako uzite¢ny, doplfikovy a nezdvisly, objektivni pristup ke
strategiim sledovani a testovani covid-19.

Po zvefejnéni doporuceni EK ze dne 17. bfezna 2021 o spoleéném pfistupu k zavedeni
systematického dozoru nad SARS-CoV-2 a jeho variantami v odpadnich vodach v EU nabyly
dozorové ¢innosti v oblasti odpadnich vod v Evropé vyznamnou dynamiku a vytvofily panevropské
spoledenstvi postupll sdruzené v ramci systému EU pro hlidani odpadnich vod pro SARS-CoV-2
(EUA4S).

EU4US-DEEP se zaméruje na tyto aktivity:

e shromazdovani a sdileni osvédcéenych postupl z ¢lenskych stati i mimo né;

e shromazdovani vysledk( z ¢innosti dozoru nad odpadnimi vodami;

e zverejiiovani a pravidelnda aktualizace metod vzorkovani a analyzy;

e vytvoreni dobrovolného seznamu odbornik(i zapojenych do dozoru nad odpadnimi vodami
a prevence a kontroly nemoci prenasenych odpadnimi vodami;

e organizovani prostfedi pro spolupraci, podpora interkalibrace pFistupl a sdileni
osvédcenych postupu.

e v budoucnu se pocita s SirSim dohledem presahujicim oblast vetejného zdravi, zejména
s cilem informovat o vysledcich monitorovani v odpadnich vodach nové vznikajicich
znecistujicich latek, patogent, farmak, mikroplastl, spotfeby antimikrobidlnich latek,
mikrobialni rezistence vici antibiotikim, aj.

Na webovych strankach https://wastewater-observatory.jrc.ec.europa.eu/#/dashboards/national
jsou soustfedény odkazy na webové stranky evropskych zemi, kde je provadén monitoring odpadnich
vod. V tab. 1 je uveden vycet vybranych odkazi na webové stranky s informacemi o monitoringu SARS-
CoV-2 v odpadnich vodach.
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Tab. 1 Webové stranky monitoringu SARS-CoV-2 v odpadnich vodach.

Rakousko https://abwassermonitoring.at/

Kypr https://covid-pulse.cy/

Finsko https://www.thl.fi/episeuranta/jatevesi/jatevesiseuranta viikkoraportti.html

Madarsko https://www.nnk.gov.hu/index.php/koronavirus/szennyvizvizsgalatok

Irsko https://www.hpsc.ie/a-
z/respiratory/coronavirus/novelcoronavirus/surveillance/wastewatersurveillancepr
ogramme/

Nizozemsko | https://www.rivm.nl/rioolwateronderzoek/covid-19;
https://coronadashboard.government.nl/

Skotsko https://informatics.sepa.org.uk/RNAmonitoring/

Spanélsko https://miteco.maps.arcgis.com/apps/dashboards/a8c1f281dfc445169a78178b707
74362

Turecko https://covid19.tarimorman.gov.tr/Home/Index

UK https://www.gov.uk/government/collections/monthly-statistics-for-the-
environmental-monitoring-for-health-protection-emhp-wastewater-program-
england

Slovensko https://www.uvzsr.sk/index.php?option=com content&view=category&layout=blog
&id=273

Belgie https://datastudio.google.com/embed/u/0/reporting/c14a5cfc-cab7-4812-848c-
0369173148ab/page/p ggbfgsqtmc

Lucemburs | https://www.list.lu/en/covid-19/coronastep/

ko

Slovinsko https://covid-19.sledilnik.org/en/stats

Lotyssko https://bior.lv/lv/par-mums/jaunumi/notekudenu-monitorings-covid-19-izplatibas-
noteiksanai

Italie https://www.epicentro.iss.it/en/coronavirus/sars-cov-2-dashboard

Norsko https://www.fhi.no/hn/statistikk/overvaking-av-sars-cov-2-i-avlopsvann/resultater-
fra-avlopsovervakingen/

Kanada https://rsc-src.ca/en/covid-19-policy-briefing/wastewater-surveillance-for-sars-cov-
2-rna-in-canada

CR - VSCHT | https://tvp.vscht.cz/veda-a-vyzkum/projekty/ARGTech/covid

CR - VUV http://covmon.vuv.cz; https://www.vuv.cz/virus-covid19-v-odpadnich-vodach/o-
tematu-23/

Spolecné evropské aktivity do roku 2021 jsou shrnuty ve zprdvé Joint Research Center (Gawlik et al,
2021): https://publications.jrc.ec.europa.eu/repository/handle/JRC125065.

Z provedenych aktivit vyplynulo, Ze schopnost detekovat SARS-CoV-2 v odpadnich vodach je mozny
zpUsob jak Iépe porozumét jeho pfiblizné celkové prfitomnosti v populaci, pokud je kombinovana
s monitorovanim vhodnych indikator(i. Zprava popisuje rychlou spolupréci s Ucastniky ze sektoru
akademické sféry, vodniho hospodafistvi a vefejného zdravi. Udaje z testovani odpadnich vod nemohou
nahradit stdvajici systémy sledovani covid-19, ale doplnit je tim, Ze poskytuji:

e shérny vzorek celé komunity od jedincl se symptomatickou nebo asymptomatickou infekci,

e informace o pribéhu zmén probihajici infekce v komunité napojené na konkrétni kanalizaci,

e informace pro komunity, kde je vcasné klinické testovani nedostatecné vyuzivano nebo neni
k dispozici,

e vcasné varovani pred navratem infekce v Evropé i mimo ni,
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e informace pro v€asnou detekci jinych onemocnéni, jako je obrna,
e pfi spravné frekvenci testovani mlzou byt hlavnim ukazatelem zmén v zatéZi covid-19
v komunité.

Nékteré vyzkumy ukazuji, Ze je RNA viru v odpadnich vodach detekovatelna drive, nez je prokdzéna
klinickymi testy. Tato moZnost predikce se jevi jako spiSe vyuZzitelnad pfi sledovani mensich lokalit
s pravidelnym rezimem a presné definovanymi obyvateli jako jsou Skoly, obytné rezidence, nemocnice,
pracovisté, aj. (Islam, 2022).

Hrudey & Conant (2022) shrnuli 16 publikaci, které tvrdily, Ze poskytuji véasnou detekci RNA SARS-
CoV-2 na COV jesté predtim, nez byly hladeny klinické pFipady, ale pouze publikace z Ottawy (D'Aoust
et al. 2021a) uvedla dostatecnou frekvenci odbéru vzork( k prokazani autentického vcasného
varovného signalu z odpadnich vod (primarnich kalG) témér v redlném cCase pred potvrzenymi
klinickymi pripady.

Vyznamnym prvkem pfi analyzach odpadnich vod je kvantifikace signdlu ze vzorku odpadni vody.
Vzhledem k charakteru této matrice a souvisejicimu mnozstvi ovliviiujicich faktorl (jako jsou rlzné
Urovné degradace virové RNA a pritomnosti inhibitor( reakce RT-qPCR, odlisnosti v dobé a mife
vyluéovani SARS-CoV-2 stolici), je tento krok velmi slozity. K ziskani udaje, ktery by mohl byt pouzit
k prfepoctu signdlu z odpadni vody na pocet infikovanych osob, je tfeba pouzit Udaje z klinického
testovani v konkrétni hodnocené lokalité. Tyto Udaje jsou zatiZzeny velkou chybou, danou subjektivnim
pristupem k testovani, a to jak obcanl, tak organt zavadéjicich opatieni. Ke kalibraci prepoctu je nutna
dlouha ¢asova rada zahrnujici rzné faze epidemie a sledovani odpadnich vod, véetné pocatecni faze
s minimem pozitivnich pfipadd.

Kanadska studie (Connie, 2022) provadéna v provincii s nejvyssim pocétem testl za prvnich 14 mésici
epidemie posoudila citlivost detekce RNA SARS-CoV-2 v odpadnich vodach v lokalitdch s velikosti
populace v rozmezi od 13 451 do 1 115 021 obyvatel. S vyuZitim Probit analyzy zjistili, Ze k dosazeni
pozitivni detekce RNA SARS-CoV-2 v odpadnich vodach ve mésté Banff (13 451 obyvatel, nejmensi
studovand komunita) bylo zapotrebi pouze dvou novych pfipadl. K dosazZeni stejné Urovné pozitivni
detekce v Edmontonu a Calgary (nejvétsi komunity v provincii s pfiblizné 1 milionem obyvatel) bylo
zapotrebi priblizné 67—-77 novych pripad(. Celkové bylo pro RNA SARS-CoV-2 zapotiebi minimalné 4-
17 (median 8), 9-43 (median 18) a 17-97 (median 38) denné hlasenych novych pfipadl covid-19
na 100 000 obyvatel pro hladiny pravdépodobnosti 50 %, 80 % a 99 %.

V Kanadé byl v srpnu 2022 ve zpravé o politice Kralovské spolec¢nosti Kanady vydan expertni panel pro
monitoring odpadnich vod (Hrudey, 2022), jehoZ soucasti byla tato zdsadni doporuceni:

1. shromazidit uzitecné poznatky z monitoringu odpadnich vod na SARS-CoV-2;

2. vytvofit struktury a kapacity pro udrzeni schopnosti a vyvoj rychlych reakci na budouci
ohroZeni verejného zdravi;

3. vyvinout rdmce pro navrh programu monitoringu;

vytvofit ramce pro interpretaci vysledk( programu monitoringu;

5. udrZovat a podporovat akademickd partnerstvi a komunikacni sité, které pomohou
identifikovat nové prilezitosti a hrozby;

6. stavét na stdvajici infrastrukture a programech.

Ea

Tato doporuceni jsou zvlasté dileZita pro planovani a rozvoj prislusné politiky verejného zdravi.
Poskytuji také uzite¢né voditko pro budouci vyzkum a provadéni uéinného a v€asného dozoru nad
odpadnimi vodami. Kone¢nym cilem je chranit populaci pfed infekénimi chorobami a dalSimi faktory
Zivotniho prostredi.

Ve Spojeném kralovstvi podnitily dlikazy, Ze jedine¢né monitorovani dynamiky viru SARS-CoV-2
v odpadni vodé miZe byt pouZito pro ochranu vefejného zdravi, rozvoj narodnich programui
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monitoringu odpadnich vod. Kromé covid-19 mUzZe poskytnout dalsi informace o fadé biologickych
a chemickych markerd lidského zdravi. Jsou diskutovany zdroje nejistoty ovliviiujici kvalitu méreni
a interpretaci dat pro rozhodovani v oblasti vefejného zdravi (Wade, 2022).

2.6 Epidemiologie zalozena na odpadnich vodach

Cistirna odpadnich vod
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Obr. 2 Schéma epidemiologického pristupu k odpadnim vodam.

WABE viz. obr. 2 byla teoreticky popsana v roce 2001 a nasledné zavedena v roce 2005 za uUcelem
sledovani kokainu a dalSich nedovolenych latek (drog) a oseltamiviru (Tamiflu) béhem pandemie
chripky v roce 2009. Tento pristup vychazi z predpokladu, Ze jakoukoli latku, ktera je vylucovana lidmi
a je stabilni v odpadni vodé, Ize pouzit ke zpétnému vypoctu plvodni koncentrace vylucované
obsluhovanou populaci.

Stejny koncept Ize prevést na dohled nad viry; na rozdil od jinych mikroorganism, jako jsou bakterie,
nebot viry nerostou mimo hostitelské buriky. Z tohoto divodu mohou byt detekovany lidské viry
v odpadnich vodach, vylucované prislusnou lidskou populaci, které pretrvavaji dostatecné dlouho (2-4
dny). Sledovani ¢asovych zmén v koncentracich a diverzité vird ve vzorcich komunalnich odpadnich vod
mUZe byt vyuZito nejen k uréeni skutecného rozsahu infekce v populaci, ale také k vyskytu novych
virovych kmen0 a jejich vyskyt v populaci mliZe slouZit véasnému odhaleni novych ohnisek virovych
nakaz. UZite€nost a potencial systému monitoringu odpadnich vod byl prokazan jiz dfive, napf. béhem
celosvétového programu eradikace détské obrny kdy byl vyuZivan jako nastroj pro hodnoceni cirkulace
obrny v populaci a hodnoceni U¢innosti imunizace proti jejimu pavodci (polioviru). Byl také pouZit pfi
retrospektivni predpovédi propuknuti infekénich zanétl jater (hepatitidou) typu A i gastroenteritid
(noroviry).
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Metody WBE vsak dosud nebyly pouZity k hodnoceni a predvidani ohnisek virovych onemocnéni
systematickym zplsobem. Predpoklad byl, Ze WBE by mohla vyfesit uréitd omezeni stavajicich systémi
dozoru, kterad byla zdlraznéna béhem pandemie covid-19, resp. predchozich, jako byla pandemie
chripky A v roce 2009. Konkrétné citlivost a specificnost pristupli syndromové surveillance do znacné
miry zavisi na hlaseni a zavaznosti klinickych pfiznakd v souvislosti s existujicimi onemocnénimi
v populaci.

V pripadé SARS-CoV-2 vyznamna ¢ast nemocnych je bud’asymptomaticka, presymptomatickd nebo ma
mirné, nespecifické priznaky, a proto neni hlasena, coz vede ke znatnému podhodnoceni rizika infekce.
V fadé pripadl studii byla mira asymptomatické infekce odhadnuta na pfiblizné 20-45 %. Zatimco
dohled zaloZeny na hospitalizacich je vzhledem k aktualni prevalenci onemocnéni v populaci
pravdépodobné specifi¢téjsi, odhady infekce v populaci zaloZzené na hospitalizacich predstavuji
zpozdéni v fadu dnll az tydnl mezi infekci a prijetim. Kromé toho vyznamna cast pacientd prijatych do
nemocnice zemre. Teoreticky pfedstavuje individudlni odbér vzork( a testovani nejpresnéjsi odhad
aktivniho pfenosu a prevalence onemocnéni, nicméné prostorovy a ¢asovy rozsah testovani, kterého
je nutno dosahnout pro ziskani detailnich informaci je omezené prakticky a ekonomicky naro¢ny pro
vétSinu zemi. Je nutné pocitat s opakovanym testovanim, aby se zajistila Gcinnd kontrola vyskytu
onemocnéni.

Biologické informace, které obsahuji odpadni vody, mohou byt pouzity jako objektivni systém dohledu
a odraz komunitniho zdravi. Lidské viry v odpadnich vodach jsou ze své podstaty biologickymi markery
jejich vlastni cirkulace v populaci diky jejich DNA nebo RNA. Jejich detekce v pFitocich z COV vod m(ize
indikovat lidské zdroje ndkaz v populaci témér v celém svété v redlném case. WBE je Skalovatelnd
a nakladové efektivni i v zemich s nizkymi zdroji a poskytuje rychlé vysledky a mizZe monitorovat
Sirokou $kalu zdroji nové se objevujicich a znovu se objevujicich virovych onemocnéni a/nebo
importovanych onemocnéni.

Pfechod na centralizované odpadni vody odvadéné na COV ve vétsiné méstskych center (kde se SARS-
CoV-2 vyskytuje) znamena, Ze virovou zatéz od jednotek (v malych sidlech) az stovek (ve velkych
méstech) infikovanych osob lze zachytit v jediném vzorku, coZ usnadnuje analyzu tohoto mnoZzstvi.

Viry, které nejsou obecné spojeny s fekdlné-oralnim prenosem u clovéka, jsou povazovany za
nachylnéjsi k inaktivaci kvili poskozeni labilniho lipidového obalu, coZ vede ke ztraté infekénosti ve
vodnim prostredi. OvSsem ne vSechny obalené viry rychle ztraceji svou infekénost. Nékteré obalené viry,
jako je SARS-CoV, MERS-CoV a nyni SARS-CoV-2, které se obvykle povaZzuji za respiracni viry, lze
detekovat také ve vodach. WBE pfistup tak muze pfispét i pro sledovani mozného sifeni infekce vodnim
prostfedim. Pfitomnost virovych nukleovych kyselin ve stolici a odpadnich vodach naznacuje, Ze
koncept WBE mze byt pouZzit na Sirokou skalu vira.

WBE nabizi zménu paradigmatu v oblasti dohledu nad infekénimi nemocemi. Viabilita vir(l neni pro
provadéni WBE kriticka, je vSak zasadni pro vyhodnoceni rizika, zda vzorek predstavuje redlné riziko
pro lidské zdravi nebo pro potencidlni zvifeci rezervoary.

Mnoho faktorll mGze ovlivnit pfitomnost virli ve stolici, véetné viremie, a to i v pfipadé, Ze se viry
vylucuji z téla. Na rozdil od fekdlniho vylucovani, ke kterému dochdzi v cca 50 % klinicky
diagnostikovanych infekci, je popsano, Ze rozsiteni SARS-CoV-2 do mocovych cest je mnohem méné
Casté (<5 % potvrzenych infekci), (Peng et al., 2020). Doba trvani a mira vylu¢ovani viru
u asymptomatickych pripadd vsak stale z(istava velmi nejista. V pripadé pandemie budou koncentrace
v odpadnich vodach zaviset na poctu nakaZzenych osob v komunité a rychlosti Sifeni infekce.

Vedle metod pfimé detekce pritomnosti virli v odpadnich vodach prikazem virové RNA, pfipadné DNA
podle puvodce prislusné virové infekce, je mozné pro predikci nastupu zhorsujici se epidemiologické
situace vyuZivat markerovych molekul, které mohou signalizovat zvysujici se virovou naloz pfislusné
skupiny obyvatel v urcité zajmové lokalité.
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Pritomnosti markerovych molekul v télnich tekutindch (krev, moc¢ a jiné) se s vyhodou vyuZiva pro
sledovani nastupu a pribéhu rlznych infekénich onemocnéni virového nebo bakterialniho plivodu. Pro
identifikaci zvy3Sujiciho se poctu pfipadd vzristad vyznam pritomnosti i nepfimych marker( v odpadni
vodeé, prokazujicich vyskyt a rozsah infekce v populaci.

Jednim z moZnych a poutzitelnych marker( vylu¢ovanych moci u infekénich pacientl je neopterin.
Jedna se o derivat pteridinu vyskytujici se v lidském organismu po stimulaci imunitniho systému
pfitomnosti virového nebo jiného infekéniho agens. Je produkovan makrofagy po stimulaci
interferonem-y ze skupiny cytokind, které maji vyznamnou ulohu pfi antivirové imunitni odpovédi
organismu. Jedna se o stabilni latku s vyskytem v télnich tekutinach (krev, moc, likvor, plodova voda
aj.), kterd je moci vyluovana z téla. Koncentrace neopterinu v organismu stoupa v ranych stadiich
onemocnéni, cozZ je vyznamné pro Ucely sledovani zatéze populace virovou infekci a brzkého zachytu
nastupu zhorsujici se epidemiologické situace. Analytické stanoveni neopterinu je mozné zavedenymi
metodami HPLC po predchozi Gpravé vzorku odpadni vody. Zvlasté dalezita je analyza neopterinu
v situaci, kdy nejsou k dispozici moznosti laboratorni detekce virové RNA (pfipadné DNA) metodou
PCR. Zvysujici se koncentrace neopterinu v odpadni vodé stejné jako Udaje o vyskytu RNA tak mlze byt
vyznamnym zdrojem vcasné informace signalizujici zhorsujici se epidemiologickou situaci, pfipadné
nastup epidemické viny a vhodnym nastrojem WBE.

Stanoveni korelaci a komparaci mezi namérenymi koncentracemi virl v odpadnich vodach a hlasenymi
klinickymi pfipady onemocnéni nebo rozsifenim v populaci je konecnym cilem WBE. Tyto korelace
mohou slouZit jako validace pro predikéni model, ktery zohlednuje vySe uvedené faktory, a poskytnout
tak diikaz pro nazor, Ze zmény koncentrace virtl v odpadnich vodach budou indikovat zmény ve vyskytu
onemocnéni v lidské populaci.

Dulezitym krokem pfi aplikaci WBE je odhad populace pftispivajici ke vzorkiim odpadnich vod. Lidska
nukleova kyselina ma velky potencial plsobit jako populaéni biomarker diky své stabilité a stalému
vyluéovani z organismu. WBE neshromazduje Udaje o jednotlivcich, takZze a priori neni z etickych
hledisek problémova. Presto by etické pokyny mély byt vhodné pfizplisobeny riznym socidlnim,
ekonomickym a epidemiologickym okolnostem. V tomto smyslu je tfeba vénovat pozornost pfi hlaseni
nemoci a omezit nespravnou interpretaci publikacénich zjisténi v médiich.

2.7 Vlyznamné opatteni v pribéhu epidemie covid-19 v CR

Priibéh epidemie covid-19 v Ceské republice od 1. bifezna 2020 (prvni pfipad) do konce roku 2021 je
popsan ve sdélenich Tucek, M., 2021 a Tucek, M a Vané&ek, V. 2022. V pribéhu epidemie v CR byla
v reakci na nepfiznivou epidemiologickou situaci vlddou pribézné vyhlasovana v souladu s Ustavnim
zdkonem fada opatreni, cilena na snizeni rizika prenosu nemoci covid-19 a nepfiznivych dasledki
rozvoje epidemie. Mezi tato opatreni patfilo mj. vyhlaseni nouzového stavu srlznym rezimem,
omezeni pohybu, uzavieni $kol a restauraci, regulace cestovani a vstupu osob na Gzemi CR ze zahranici,
mozné odloZeni pracovné-lékarskych preventivnich prohlidek, povinnosti nosit rousku, pridélovani
nemocnicnich lGzek, povinnost testovani, povinnost ockovani a dalSich. VIadni opatfeni byla Casto
velmi nedlsledna, prostoupena cetnymi vyjimkami (prdmysl versus sluzby) a castymi nelogickymi
zménami, coZ vyrazné prispélo k odmitani omezeni v dobé komunitniho Sifeni nakazy.

Zhorseni epidemiologické situace od podzimnich mésicli roku 2020 vedlo k narlstu poctu pripadud az
do bfezna 2021. V jarnich a letnich mésicich roku 2021 nasledoval pokles poctu pripadi s opétovnym
nartstem od fijna 2021. Prlibéh epidemie byl modifikovan rfadou vlivl, véetné biologické variability
agens, doporuceni a omezeni na rliznych urovnich rozhodovani, o¢kovani a individudlniho chovani.

Pravdépodobnost prenosu infekéniho agens je modifikovana jeho davkou, klimatickymi podminkami,
pobytem v interiéru, vétranim, zavedenim nebo uvolnénim omezeni, pritomnosti na pracovisti nebo
venku, pouzivanim dopravniho prostredku a dalsimi faktory, které je obtizné predvidat. K Sifeni infekce
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mezi osobami dochazi respiracni cestou kapénky, které vznikaji pfi kasli, kychani nebo mluveni
infikované osoby, a virus se mlzZe prenaset jako aerosol na zna¢nou vzdalenost proudénim vzduchu.

V dobé pandemie covid-19 hraje poskytovani pfistupu k udajim (fadné optimalizovanym z hlediska
ochrany osobnich udajtl) zasadni roli pfi poskytovani informaci Siroké verejnosti a médiim. V Ceské
republice byly prvni tfi pfipady ndkazy novym koronavirem potvrzeny 1. 3. 2020. Spolec¢nym Usilim
statnich organl a vyzkumnik( vznikl unikatni tym, ktery kombinuje metodické znalosti redlnych
procest s know-how potfebnym pro efektivni zpracovani, analyzu a online vizualizaci dat. V rdmci
projektu byla vytvorena databdze COVID-COVID, ktera je uréena pro vSechny uzivatele, ktefi se
nachdzeji na Gzemi CR. Webovy piehled aktudlniho roziteni covid-19 v CR byl vytvoren jako online
platforma poskytujici soubor vystupl v podobé tabulek, grafi a map uréenych Siroké verejnosti.

Online interaktivni prehled o aktudlnim iteni covid-19 v Ceské republice byl spustén 11. 3. 2020
a okamzité se stal hlavnim komunika¢nim kandlem vyuZzivanym zdravotnickym sektorem k prezentaci
aktualni situace tykajici se epidemie covid-19. Hlavnim cilem webového portdlu bylo zvefejnit
prehlednou vizualizaci a jasné vysvétleni zakladnich informaci, které se skladaji z celkovych pocti
provedenych testl, potvrzenych pfipadd covid-19, Uumrti v souvislosti s covid-19, dennich
a kumulativnich ptrehledll osob s pozitivnhim pfipadem covid-19, mista a zemé nakazy osob s pozitivnim
pfipadem covid-19, hospitalizaci pacientd s covid-19 a distribuce osobnich ochrannych prostredka.
Toto komplexni zpravodajstvi o epidemii covid-19 v CR ukazovalo efektivni zp(isob propojeni znalosti
rGznych odbornikl, napf. regiondlni a narodni metodici (ktefi denné hlasi pozitivni pFipady
onemocnéni), se znalostmi, kterymi disponuji tvlrci centralnich registr(i, analytici, vyvojafi webovych
aplikaci a vedouci pracovnici ve zdravotnictvi.

Uvadime struény vycet udalosti, doprovazejicich epidemii covidu-19 v CR, které by mohly mit vliv na
vyskyt koronavirové RNA v odpadnich vodach. NejvyznamnéjSim vlivem pro WBE pfistup byly zmény
v provadéni testd (PCR/antigennich), jejichZ vysledky byly vkladany do systému ISIN (Integrovany
systém infekénich nemoci), ze kterého byla ¢erpana data pro vyhodnoceni souvislosti a korelaci
mnoZzstvi RNA SARS-CoV-2 v OV s pocty pozitivnich testd.

Lock down |

Bfezen — kvéten 2020: uzavreni kol (11. 3. 2020), vyhlaseni nouzového stavu (12. 3. 2020), s nimz
souvisela Fada mimoradnych opatfeni, zejména omezeni volného pohybu. 14. 3. 2020 zakazan provoz
restauraci a obchod(, 16. 3. 2020 uzavieny statni hranice. 19. 3. 2020 vyhlasena povinnost si mimo
bydlisté zakryvat Usta a nos. V prlibéhu kvétna byla opatifeni postupné rusena.

Lock down Il

Rijen — listopad 2020: dal$i omezeni s podzimni vinou zvy$ujiciho se po¢tu pozitivné testovanych osob.
Od 10. 9. 2020 - povinnost nosit rousky ve vnitfnich prostorach. Od konce zafi byla postupné
omezovana vyuka na vSech typech Skol. Od 5. 10 2020 - nouzovy stav na dobu 30 dn0; postupné
omezovani otviraci doby provozoven stravovacich sluzeb, spolecenskych a kulturnich akci. Na konci
fijna bylo doplnéno omezenim volného pohybu. Od 18. 11. 2020 bylo moZné nakupovat v omezeném
poctu lidi. Do Skol se postupné zacali vracet Zaci a studenti. Nouzovy stav prodlouzen do 23. prosince,
otevieny jen potraviny, Iékdrny a drogerie. Od 16. 12. 2020 méli ucastnici vefejného zdravotniho
pojisténi moZnost nechat se na vybranych mistech a ordinacich zdarma otestovat antigennimi testy na
nakazu virem SARS-CoV-2. 30. 12. 2020 - rekordni podil pozitivnich pfipadd na pocet testl = 52 %. K
15. 1. 2021 bylo v CR oficidlné evidovdno 874 605 nakaZenych a 14 029 Umrti. Celkovy pocet
nakaZenych vSak nezahrnoval pacienty, ktefi se nepodrobili testovani a kumulativni incidence
onemocnéni byla podle rlznych odhadll 1,5 az 3 miliony. 15. 1. 2021 byl spustén registracni
a rezervacni web pro ockovani. Prodlouzeni nouzového stavu do 28. 2. 2021. 25. 2. 2021 - na verejnosti
a v uzavienych prostorech povinnost nosit respirator tfidy FFP2.
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Lock down IlI

Unor — kvéten 2021: 26. 2. 2021 vyhlasen tvrdy lockdown - omezeni pohybu v rdmci okresu trvalého
bydlisté, uzavieni vSech skol (1. 3. 2021), uzavreni dosud otevienych maloobchod(, povinné testovani
ve firmdch s vice nez 50 zaméstnanci. 15. 3. 2021 - povinné testovani ve firmach s vice neZ deseti
zaméstnanci. Od 12. 4. 2021 - rozvolnéni ¢asti opatieni (postupné skoly, obchody), skoncil nouzovy
stav, otevrit mohla kadefnictvi, masaze a dalsi kosmetické sluzby — povinnost potvrzeni o negativnim
testu. Od 17. 5. 2021 - postupné otevirani restauraci, mnoho aktivit omezeno nutnosti negativniho
testu nebo potvrzeni o ockovani. 31. 5. 2021 - otevieny vnitfni prostory restauraci a dalSich
provozoven, jejich navstéva byla podminéna negativnim testem, potvrzenim o ockovani ¢i prodélani
nemoci.

Brezen 2021 - bylo zavedeno plo3né testovani ¢eské populace pomoci antigennich testd. Od 1. 7. 2021
skoncila povinnost mit zakryta Usta a nos venku. Zaroven také plosné skoncila povinnost testovani ve
firmach a na Skolach. 9. 7. 2021 prestala stacit jedna davka vakciny k prokazani bezinfekénosti. Od
stejného data také zacala platit povinnost testovani pfi navratu do Ceské republiky ze viech zemi. Od
1. 9. 2021 - Zaci se musi ve dnech prvniho, Sestého a devdtého zafi testovat. Od 30. 9. 2021 se Zaci
jedné tridy nemusi prokazovat negativnim testem. Od 25. 10. 2021 - povinnost nosit respiratory na
hromadnych akcich a na pracovistich a zkraceni karantény po kontaktu s nakaZzenou osobou na sedm
dni v pfipadé, Ze bude mit negativni PCR test. 27. 10. 2021 skoncila povinnost samoizolace po navratu
ze zahranici. Dne 1. 11. 2021 prestaly zdravotni pojistovny proplacet preventivni testy. Vyjimka pro lidi
do 18 let a zdravotni rizika, zaroven se zkratila platnost testl — PCR test plati tfi dny, antigenni test 24
hodin. Kontrola bezinfekénosti hostll. Od 22. 11. 2021 prestaly platit jako potvrzeni o bezinfekénosti
antigenni i PCR testy, pfi ndvstévé restauraci ¢i hromadnych akci se musi lidé prokazat ockovanim
¢i prodélanou nemoci. Také se zacalo znovu plosné testovat ve firmach a ve Skolach. 27. 11. 2021 -
vyhlaseni nouzového stavu na 30 dni. Omezeni provozu restauraci, kulturnich a sportovnich akci —
prokazani se certifikdtem o oc¢kovani ¢i prodélani covidu-19.

Dne 27. 11. 2021 - prvni p¥ipad nakazy mutaci omikron v Cesku. 10. 1. 2022 se zkréatila doba pro
karanténu na pét dni.

0Od 17. 1. 2022 — povinné testovani ve firmdach dvakrat tydné testovat, Zaci a ucitelé ve Skoldch pouze
jednou tydné, nové se to tyka i ockovanych a lidi, ktefi covid prodélali. 10. 2. 2022 zruSena povinnost
prokazovat se certifikdtem o ukonceném ockovani nebo prodélani covidu-19 v poslednich 180 dnech
v restauracich, sluzbach ¢i na hromadnych akcich. Dne 19. 2. 2022 - prodlouzZena doba izolace z péti na
sedm dni, ale ¢lovék po kontaktu s pozitivné testovanym neni poslan do karantény. Dne 1. 3. 2022 -
prestalo platit omezeni stanovujici maximalni pocet Ucastnikd hromadnych akci. Od stejného data maiji
vSichni ob¢ané ndrok na jeden hrazeny PCR test mésicné. 14. 3. 2022 - prestala platit povinnost noseni
respiratoru ve vétsiné vnitinich prostora.

Uvedené informace ukazuji, Ze v pribéhu epidemie se velmi casto a nekvantifikovatelné ménily
mozZnosti a povinnosti testovani, které vyznamné ovliviiovaly epidemiologické Udaje o poctech
pozitivné testovanych osob. Tato fakta se promitla do datovych sad poctu pozitivné testovanych osob,
ktera byla pouZita pro vyhodnoceni a ovlivnila korelace téchto poctl s vysledky z OV.

2.8 Interpretace vysledkd WBE pfistupu

Detekce RNA SARS-CoV-2 v odpadnich vodach, ktera slouzi, jako potencidl véasného varovani, byla
zpocatku postavena na binarnim hodnoceni (pozitivni/negativni). V dal$im obdobi rozvoje epidemie
vyvstala potreba vyssiho rozliseni signdlu, aby bylo mozné v prabéhu casu pti dostate¢né vzorkovaci
frekvenci sledovat nar(sty a poklesy, nezbytné ke sledovani trendd.

Kvalita vysledkd je zavisla na skupiné faktord, které ovliviiuji vysledek stanoveni:
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1) aktudlni mnoZstvi odpadni vody pfitékajici na COV — nafedéni virové RNA ve vzorku vodou bez
SARS-CoV-2 narusi moznost sledovat kvantitativni trendy ve vylu¢ovdni SARS-CoV-2. Normalizace
vysledkl je moZzna pomoci robustnich fekalnich indikatord, napf. Escherichia coli, Bacteriodes
HF183 (fekalni bakterie u vech lidi), crAssphage (virovy fag infikujici Bacteriodes a nalezeny v 50 %
velké sady vzorkU lidské stolice), virus mirné skvrnitosti pepre (PMMoV, jeden z nejhojnéjsich RNA
virll pfitomnych v lidské stolici), kofein, aj.

2) aktudlni slozeni odvadénych odpadnich vod na COV (podil srazkovych vod, priimyslovych
odpadnich vod a komunalnich odpadnich vod) — faktor nafedéni a zména charakteru/chemického
slozeni vzorku. Drivéjsi studie o dopadech srdzkové vody na patogeny v kanalizaci ukdzaly, jak
vyznamné mohou byt ovlivnény (Tolouei et al. 2019a,b).

3) reprezentativnost, homogenita a dostate¢ny objem odebraného vzorku,

4) casovy rezim odbéru vzorkd (rozdily v ramci pracovnich dnd/vikendu),

5) cetnost odbéru vzork( (min. 1krat/2x tydné).

6) délka a vétveni kanaliza¢ni sité - degradace RNA pred piitokem na COV, véetné vlivu teploty vody
v kanalizaci,

7) variabilita mezi metodami a laboratofemi - dozorova ¢innost pro monitorovani trendd v daném
misté by méla byt provadéna jednou laboratofi za pouZiti jedné metody (Chik et al. 2021; Griffiths et
al. 2021; Pecson et al. kol. 2021). Vhodné sdileni metod a postupl pro identifikaci neobvyklych
vysledk.

8) podminky uchovavani vzorku - skladovani by mélo byt konzistentni a mély by byt zjistény jakékoli
ucinky skladovani,

Vliv na interpretaci vysledkli ma dalsi skupina faktoru:
1) robustnost epidemiologickych dat - vliv na korelaci obou skupin tdaja

a) aktudlni epidemicky reZim - uréuje mnoZzstvi osob, které jsou testovany, tj. cetnost a zplsob
testovani,

b) mobilita osob vylu¢ovani do kanalizace na jiném misté, nez je hlasen vysledek PCR
c) spravnost vysledk testd,

d) presné prirazeni klinickych pfipadl pro stejnou populaci, jakou obsluhuje monitorovana
CoV (Medema a kol., 2020a)

2) nedostatec¢né prozkoumany uUdaj o podilu osob vylu€ujicich viry travicim nebo vylucovacim
systémem a prispévku od bezptiznakovych jedincu.

3) vhodné statistické metody — napt. jednoduché techniky vyhlazovani dat, jako je vypocet klouzavych
prameér( ke sloZitéjsim vyhlazovacim algoritmim (Arabzadeh et al., 2021; Ai et al., 2021), s normalizaci
i bez normalizace pro Upravu variability nebo urceni, zda je ¢i neni pozorovany trend v daném
segmentu statisticky vyznamny (Pileggi, 2022).

Novéjsi prehledy toho, ¢eho Ize a nelze dosahnout sledovdnim RNA SARS-CoV-2 v odpadnich vodach
jsou uvedeny v téchto publikacich: Buonerba et al. 2021, Hrudey & Conant 2022 a Shah et al. 2022.

V soucasné dobé prevlada nazor, Ze neni k dispozici Zadné zd{ivodnéni ani silné empirické dlkazy, které
by slouZzily jako zaklad pro prevod koncentrace genetickych ekvivalentl v odpadnich vodach na pocet
nakaZenych osob ve sledované populaci. Signal v odpadnich vodach je vSak velmi cennou informaci pro
sledovani trend(i mnozstvi aktivnich pripadll ve sledované populaci, viz. obr. 2.
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Obr. 3 Typical Workflow for Wastewater Surveillance, after WHO (2022).

2.9 Mutace a varianty SARS-CoV-2

PFi replikaci viru SARS-CoV-2 v hostitelskych burikach dochazi ke vzniku mutaci, pfi kterych mohou
vzniknout nové varianty viru. Varianty jsou klasifikovany na zakladé jejich potencidlniho nebo znamého
rizika pro verejné zdravi. Nové vlastnosti viru mohou ovlivnit pribéh epidemie, napf. schopnosti
snadnéjsiho prenosu v komunitach, zvySenou patogenitou nebo schopnosti ubranit se imunité. Véasné
objeveni a popis novych variant mlize umoznit sniZeni rizik pro verejné zdravi. Sledovani variant lze
Uspésné provadét vodpadnich voddch. Nové mutace mohou také sniZit citlivost soucasnych
detekénich metod.

Sledovani vyskytu variant v populaci je mozné provadét jak z klinickych vzork(, tak prostfednictvim
odpadnich vod. V obou pfipadech se pouzivd RT-gPCR a genomové sekvenovani. Sekvenovani mize
zkoumat nezavisle pfitomnost vice mutaci. Mutace Ize sledovat i z archivovanych vzorkd. V mnoha
zemich je sledovani variant v odpadnich vodach soucasti monitorovacich programi odpadnich vod.

2.10 Charakteristika neopterinu jako epidemiologického biomarkeru

Pteriny jsou cyklické organické slouceniny, které se v relativné vysokych koncentracich nachazeji pouze
jako pigmenty u hmyzu, obojZivelnikd, plazli a ryb. Podileji na celé fadé chemickych reakci v Zivych
organismech véetné ¢lovéka, a to pfedevsim na biologickych oxidacich. U ¢lovéka byly pteriny nejdfive
nalezeny v moci diky snadné dostupnosti vychoziho materidlu a pomérné vysoké koncentraci, stejné
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jako u pigmentq, a tim k relativné snadnéjsimu stanoveni. Jedna se zejména o xanthopterin, biopterin
a neopterin (Tomandl 1999).

Neopterin, viz. obr. 4 byl poprvé objeven ve vcelich larvach, ve v€elach délnicich a v matefi kasicce.
Tento nazev mél naznacit mozny zacatek nové epochy ve vyzkumu pteridind (Hamerlink 1999).

Obr. 4 Neopterin (zdroj PubChem).

Zatim neni zcela objasnéno, zda vyssi koncentrace neopterinu v lidskych burkach a télnich tekutinach
plni néjakou vlastni funkci nebo pouze indikuje ¢astecnou degeneraci biosyntetické cesty. Nicméng,
neopterin a jeho redukovand forma se podileji u ¢lovéka na modulaci cytotoxicity reaktivnich forem
kysliku achloru a nezavisle na kyslikovych radikdlech vyvolavaji apoptdézu bunék. Lidské
monocyty/makrofagy produkuji zvySené mnozstvi neopterinu po stimulaci cytokinem interferonem-y.
Proto méreni koncentraci neopterinu v télesnych tekutindch, jako je sérum, mozkomisni mok nebo
moc, poskytuje informace o bunécéné imunitni aktivaci odvozené od T-lymfocytd (Murr 2002).

Zvysend koncentrace neopterinu v télnich tekutinach se objevuje u pacient( s virovou infekci, napf.
HIV (Fuchs 1988, Wirleitner 2004), nékterymi typy bakteriadlnich infekci (M. tuberculosis, Fuchs 1984),
parazitalnich infekci (Plasmodium, Picot 1993), s autoimunitnim onemocnénim (revmatoidni artritida,
systémovy lupus erythematosus) nebo u pacientl se zhoubnym nadorovym onemocnénim (Fuchs
2008). Koncentrace obvykle koreluje s rozsahem a aktivitou nemoci. Neopterin v mozkomisnim moku
predstavuje biomarker neurozanétlivych onemocnéni (Molero-Luis 2020).

Detekce hladiny neopterinu miZze slouzit také k monitorovani pribéhu lécby. Koncentrace neopterinu
patfi k nejlepsim prediktordm budouciho pribéhu onemocnéni. Monitorovani koncentrace neopterinu
rovnéz umoznuje véasné odhaleni reakce Stépu proti hostiteli u transplantovanych pacient (Mueller
2002).

Covid-19 patfi mezi zanétliva onemocnéni, a tudiz bylo mozné predpokladat, Ze i pfi této nové chorobé
dojde ke zvysSovani hladiny neopterinu v télnich tekutindch véetné moci. Uvedena hypotéza se
potvrdila, jak ukazuje celd fada publikaci s touto tematikou, ktera byla prezentovana v letech 2020 —
2022.

Za slibny marker pro véasnou predikci zavaznosti pribéhu nemoci covid-19 poklada neopterin
Hailemichael (2021), stejné jako Rasmi (2022). Identickou hypotézu vyslovili i Ozger (2020), Bellman-
Weiler (2020), Chauvin (2021) a Karacaer (2022). Klinickymi hodnotami neopterinu u pacientll s covid-
19 se zabyvda Fuchs (2021). Za nezdvisly prognosticky faktor zdvaznosti pribéhu nemoci covid-19
poklada neopterin také Al-kuraishy (2021), ktery rovnéz zminuje, Ze zvySena hladina neopterinu se
zaCina objevovat treti den po infikovani pacienta virem SARS-Cov2. Porovnanim hladin neopterinu
a dalsich zanétlivych marker( u pacientd infikovanych a neinfikovanych virem SARS-Cov2 s zabyva Hara
(2022).
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ProtoZe epidemiologie odpadnich vod vychazi z premisy, Ze ke komunaini odpadni vodé mliZzeme
pfistupovat jako k velmi ziedénému vzorku moci, rozhodli jsme se ovéfit moznost analyzy neopterinu
v odpadni vodé a zjistit, zda se jeho mnoZstvi méni v zavislosti na poctu infikovanych osob ¢i vyskytu
SARS-CoV-2 v komunalni odpadni vodé. V kladném pfipadé by bylo tento biomarker mozno pouzit
napr. také jako pomocny indikator v€asného varovani pred ndstupem nové viny nemoci pfesto, Ze se
jednd o nespecificky indikator, ktery je organismem vylucovan i pfi dalSich zanétlivych onemocnénich.

PFi zpracovani reserSe k dané problematice nebyla nalezena zadna publikace, ktera by se zabyvala
stanovenim neopterinu v odpadnich vodach. Proto byl vyvoj metody zaloZzen na metodach analyzy
neopterinu v télnich tekutinach, zejména v moci a plazmé.

Ve studii Determination of six pterins in urine by LC—MS/MS (Allegri 2012) byla analyza provadéna
metodou HPLC s hmotnostni detekci na kapalinovém chromatografu SCIEX 5500 Q-trap s trojitym
kvadrupdlem. Méreni probihalo v negativnim mddu. Jako interni standard zde byl poutzit 6,7-
dimethylpterin a jako mobilni faze 0,1% vodny a methanolovy roztok kyseliny mravenci.

Ve druhé studii Determination of neopterin and biopterin by liquid chromatography coupled to tandem
mass spectrometry (LC-MS/MS) in rat and human plasma, cell extracts and tissue homogenates
(Schmidt 2006) byla analyza provedena metodou LC-MS/MS za poufziti kapalinového chromatografu
Applied Biosystems 4000 Q-trap s trojitym kvadrupdlem, stejné jako v predchozim pripadé
v negativnim mddu. Jako interni standard byl pouzit rhamnopterin a jako mobilni faze 0,002% vodny
a methanolovy roztok kyseliny mravendi.

3 PRAKTICKA CAST

3.1 Vyvoj a vyuziti metodiky PCR pro detekci RNA SARS-CoV-2 a dalSich virQ
v odpadnich vodach

3.1.1 Optimalizace metody RT-gPCR pro stanoveni RNA SARS-CoV-2 v odpadnich vodach

V ramci analyz vzorkd odpadnich vod, které predchazely reseni projektu, byl pouZit postup zavedeny
a plné akreditovany v laboratotich vyzkumné skupiny Virologie potravin a prostredi ve Vyzkumném
Ustavu veterinarniho lékafstvi, v. v. i. Brno. K pfimé flokulaci bylo pouZito 500+50 ml odpadni vody.
V tomto objemu vzorku bylo upraveno pH na hodnotu, pfi které dochazi k maximalni flokulaci hovéziho
extraktu, tj. v rozmezi hodnot pH 3,5-3+0,1 pfidavkem 1N HCI. Nasledné bylo ke vzorku pfiddno 10 ml
hovéziho extraktu (pH 3,5-3%0,1), vzorek byl umistén do nadoby s ledem na horizontalni kruhovou
trepacku a tfepan po dobu cca 12 hod. Druhy den byly vzorky odstfedény pfi 7000xg/30 min/4 °C. K
ziskanému supernatantu bylo pfidano 8 ml fosfatového pufru (+0,2 ml) a supernatant byl v tomto
roztoku resuspendovdn. lzolace RNA ze vzork(l byla provddéna soupravou NucliSens Magnetic
Extraction Reagents s pouZitim lyzaéniho pufru NucliSens easyMAG Lysis Buffer (BioMérieux) dle
navodu vyrobce. Ke stanoveni mozné pritomnosti genomu SARS-CoV-2 byla pouZita komercéné
dostupna souprava EliGene COVID19 Basic A RT (Elizabeth Pharmacon).

Jak je z vySe popsaného patrné, jedna se o metodicky narocny postup, u kterého hrozi, obzvlasté pfi
zpracovani vétsiho mnozstvi vzork(l, ke kfizovym kontaminacim jiz pfi Uvodni Upravé, pokud neni
nalezZité dodrzena dekontaminace pH metru. Mimo jiné k validni extrakci RNA bylo nutno pouZit
specidlni stojanek s magnety doporuceny vyrobcem izolacni soupravy (fa BioMérieux) a komeréni
soupravu EliGene COVID19 Basic A RT (Elizabeth Pharmacon) neumoziujici kvantifikaci prokdzaného
viru (resp. jeho genomovych ekvivalent(). Proto byl v ramci feseni projektu kladen diraz na vyvoj,
zavedeni a validaci postupové i pfistrojové méné narocné metodiky, kterd by zdroven umoznila
kvantifikaci prokazanych vird (resp. jejich genomovych ekvivalentl). Z tohoto ddvodu byly primarné
provedeny experimenty, jejichZz cilem byl vybér vhodnéjsi metodiky. Na zakladé dat dostupnych ze
soucasné literatury byly porovnany rdzné postupy slouZici k analyze odpadnich vod. K tomuto Géelu
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byly pouzity vzorky odpadnich vod, které byly uméle kontaminovdany virovou suspenzi o definované
koncentraci:

e virus transmisivni gastroenteritidy prasat (TGEV), ktery je spole¢né se SARS-CoV-2 klasifikovan
do celedi Caliciviridae, existuje zde predpoklad jejich podobnych strukturalnich vlastnostia pro
¢lovéka je nepatogenni,

e in vitro pfipravené castice bakteriofaga MS2 (aRNA), do jejichz genomu byla vloZena zcela
unikatni sekvence ve volné prirodé se nevyskytujici a které maji podobné strukturdlini
vlastnosti jako neobalené viry, jejichi genom je tvofen jen RNA (napf. virus hepatitidy A,
noroviry),

e bovinni herpes virus 1 (BHV-1), u kterého existuje pfredpoklad podobnych vlastnosti, jako u vir(
jejichz genom je tvoren DNA a jsou pro ¢lovéka patogenni (napft. adenoviry).

e S prihlédnutim na metodickou, ¢asovou i finanéni narocnost byl nasledné vybran
nejvhodnéjsi metodicky postup (precipitace polyethylenglykolem; PEG) a navrien
systém detekce SARS-CoV-2, ktery byl validovdn dle doporuéeni uvedenych v
Raymaekers et al., 2009. V ramci vybéru byla také zohlednéna moZnost poufZiti
vybraného postupu ke sledovani vyskytu dalSich vird vyznamnych z pohledu zdravi lidi
(napf. virus hepatitidy A, humdanni adenoviry, noroviry).

Tab. 2 Vysledky experiment(l, zamérenych na vybér vhodné metodiky analyzy vzorkd odpadnich vod.

metoda ucinnost postupu ucinnost postupu ucinnost postupu
TGEV aRNA BHV-1

Pfima flokulace (hovézi extrakt) 42,64% 5,81% 11,40%
Precipitace polyethylen 43,94% 26,94% 41,11%
glykolem (PEG)

Prima flokulace (slouéeniny 17,55% 0,83% 0,56%
hliniku)

Centrifugace 38,15% 5,41% 15,85%

Vybrany postup, viz. tab. 2 zahrnuje pocatecni Upravu 500 ml vzorku spocivajici pouze v pfidavku 40 g
polyethylenglykolu a 8,8 g NaCl s nasledujici inkubaci v chladnic¢ce bez nutnosti tfepani. Vzorky jsou po
12 — 16 hod inkubace odstredény pfi 10 000xg/30 min/4 °C a vznikla peleta je resupendovéana ve 2 ml
fosfatového pufru. Izolace nukleovych kyselin je provadéna komercéné dostupnou soupravou QlAamp
Viral RNA Mini Kit (Qiagen), ktera nevyzaduje zadné specialni vybaveni laboratore.

Vzhledem ke genetické variabilité vir(, jejichz genom je tvofen RNA (SARS-CoV-2 nevyjimaje), jsou
detekeni cile k priikazu SARS-CoV-2 zaméreny na nékolik specifickych oblasti genomu tohoto viru.
K prikazu specifickych oblasti genomu SARS-CoV-2 metodou RT-gPCR je nové pouZita kombinace tfi
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sad specifickych oligonukleotid(l (primery a sonda). Podklad dvou sad téchto oligonukleotidl vychazi
z jiz publikovanych systém (Bustin, 2020), pfi navrhu jejich modifikaci (degeneraci) byly zohlednény
zndamé mutace tohoto viru. Dalsi sada oligonukleotidll byla, s pfihlédnutim na jeji vhodnost k pouZiti
k analyze vzork( prostredi, navriena de novo. Dvé sady specifickych oligonukleotidll jsou cileny na gen
N, pozice v genomu 28 939 - 29 029 nt a 28 351 - 28 463 nt (GenBank reference NC_045512.2). Treti
sada je zamérena na oblast kddujici nestrukturdlni protein nsp12, pozice v genomu 14 975 - 15 071 nt
(GenBank reference NC_004718.3).

K zajisténi validnich vysledkd by mél byt kazdy krok analyzy prisné kontrolovan. Ackoli je kontrola
analytického postupu u klinickych vzorkli pouze doporucena, v pfipadé sledovani vyznamnych
zastupcd virl zpUsobujicich alimentarni onemocnéni (noroviry a virus hepatitidy A) je v potravinovych
matricich a prostfedi pfesné stanovena metodami ISO 15216-1:2017 a I1SO 15216-2:2019. Proto
vypracovany metodicky postup analyzy odpadnich vod na pfitomnost specifickych oblasti genomu
SARS-CoV-2 obsahuje kontrolni body celé analyzy, které umoznuiji ziskat radné a validni vysledky. Tyto
body zahrnuji:

1) kontrolu odbéru vzorkd odpadnich vod, véetné jejich transportu pfi vhodnych podminkach
(teplota a cas) do analytickych laboratofi (kontrola odbéru vzorku vyuzZitim stanoveni
indikator( fekalniho znecisténi, humannich adenovirl),

2) kontrolu Upravy odpadnich vod, tzn. zakoncentrovani virovych ¢astic z definovaného objemu
vzorku a nasledujici izolaci nukleovych kyselin. Tato externi kontrola analyzy umozZiuje také
urcit ucinnost celého postupu, ¢imz je zarucena presnéjsi kvantifikace SARS-CoV-2 (resp. jeho
genomovych ekvivalenttd) ve sledovanych vzorcich (zakoncentrovani virovych ¢astic a izolace
nukleovych kyselin s vyuZzitim artificidlni kontaminace vzorku, TGEV),

3) kontrolu vlastniho pribéhu detekéniho a kvantifikacniho kroku SARS-CoV-2 (resp.
genomovych ekvivalentl) ve sledovanych vzorcich s pouzitim RT-qPCR (interni amplifikaéni
kontrola a pozitivni kontrola, RNA gradient slouZici zaroven ke kvantifikaci SARS-CoV-2
genomovych ekvivalentl v definovaném objemu vzorku).

V radmci validace celého metodického postupu, viz. tab. 3 byly stanoveny analytické meze podle Bustin
metodiky detekovat s 95% mirou pravdépodobnosti. Takto byl LOD celého metodického postupu urcen
na 1 250 virovych castic (resp. genomovych ekvivalent() v celkovém objemu 500 ml odpadni vody, tzn.
2,5 virovych ¢&astic (resp. genomovych ekvivalentd) v 1 ml odpadni vody. U¢innost metodického
postupu byla stanovena pfi artificiadlni kontaminaci vzorku odpadni vody 5 000 000 virovymi ¢asticemi
(kvantifikace dle RT-gPCR) na 59,43 %.
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Tab. 3 Citlivost/limit detekce (LOD), opakovatelnost a i¢innost metodického postupu.

teoretické ziskané mnozstvi pocet pozitivnich vzorkt /celkovy | Géinnost
v Ve erq .z b v a o ()
Fedeni mnozstvi kopii kopii pocet analyzovanych vzorku (%)
Pramér | SD¢
1 5000 000 3555 2 12/12 59,43
500 | 029,66
2 500000 | 307403 2 12/12 42,64
544,28
3 50 000 29715 304,42 12/12 35,41
4 5000 974 | 21,29 12/12 19,48
5 2500 914 62,38 12/12 36,56
6 1250 80 47,07 12/12 6,40
7 500 - - 4/12 -

@ Mnozstvi kopii viru, které bylo stanoveno pouZitim RT-qPCR.

b Skute¢né mnozstvi kopii bylo ziskdno podle pFisluiné kalibraéni kfivky zafazené v kazdém
experimentu, nasledné byl spocitan primér a smérodatna odchylka.

¢Smérodatna odchylka.

3.1.2 Mezilaboratorni porovnani metody RT-qPCR pro stanoveni RNA SARS-CoV-2 v odpadnich
vodach

Metodicky postup byl ovéfen mezilaboratornimi testy, kterych se zucastnila laboratof Virologie
potravin a prostfedi (VUVel) a Zkusebni laborator Ustavu biochemie a mikrobiologie (Vysoka $kola
chemicko-technologickd v Praze; VSCHT). Vzorky uréené k mezilaboratornimu porovnani byly
pripraveny treti, nezavislou stranou, Laboratofi hygieny ptdy a odpadd, Statni zdravotni Ustav Praha,
jejiz pracovnici nasledné provedli hodnoceni vysledkl kruhového testu.

Vzorky odpadnich vod byly uméle kontaminovany definovanym mnoZstvim SARS-CoV-2 a v chlazeném
stavu ty? den transportovany do zU&astnénych laboratofi. V laboratofi VUVel byly uméle
kontaminované vzorky analyzovany dle postupu zavedeného a validovaného v ramci reSeni tohoto
projektu. Ve Zkudebni laboratofi Ustavu biochemie a mikrobiologie (Vysoka $kola chemicko-
technologicka v Praze; VSCHT) byly pouzity k analyzam vzork{l jejich vlastni standardni operaéni
postupy (SOP; Zdenkova et al., 2022).
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Z hodnoceni kruhového testu je patrné, Ze vysledky analyz, které byly provedeny vySe uvedenou
metodikou, dosahuji vyhovujiciho z-skére: |z| < 2 a poskytuji podobné vysledky se SOP VSCHT (viz
Ptiloha P5, Zprava k MPZ detekce SARS-CoV-2 v odpadnich vodach).

V rdmci projektu byly na VUVel vytvoreny a odzkouseny standardni operaéni postupy pro dalsi
hygienicky vyznamné viry, které se mohou vyskytovat v odpadnich vodach. Postup je zalozen na
reverzni transkripci RNA a nasledné detekci a pfipadné kvantifikaci prokdzanych specifickych oblasti
genomu virll metodou real time PCR (tzv. RT-gPCR). SOPy zahrnuji interni amplifikacni kontrolu (IAC)
jako jednu z kontrol fFadného pribéhu RT-gPCR a k odhaleni falesné negativnich vysledkd v disledku
inhibice reakce.

3.1.3 Detekce specifickych oblasti genomu vir( chiipky A a B metodou RT-qPCR

Chfipka (influenza) je vysoce infekéni onemocnéni postihujici primarné dychaci cesty. Plvodcem jsou
viry ¢eledi Orthomyxoviridae, jejichZz genom je tvoren osmi (typ A a B) ¢i sedmi (typ C) segmenty RNA
s negativni polaritou. Tyto segmenty jsou uloZeny v kapsidé, kterd je obalena lipidovou membrdanou.
Virus ma dva povrchové (druhové a subtypové specifické) antigeny (glykoproteiny): hemaglutinin (H)
a neuraminidazu (N); hlavni zdroje patogenity viru. Dosud bylo identifikovdno 18 subtypl
hemaglutininu (H1 az H18) a 11 subtypl neuraminidazy (N1 az N11). Vzdjemnou skladbou téchto
antigenl (nebo jejich variant) vznikaji rizné (i nové) genetické mutace, jeZ mohou vyvolat epidemii
v populaci vnimavych jedinc(. Rovnéz také urcuji nebezpecnost onemocnéni (nakazlivost a pribéh).

Virus chfipky A vyvolava onemocnéni Clovéka a nékolika dalSich Zivocisnych druh(. Rezervodrem
novych antigennich typl chtipky A jsou zejména ptdci a prasata. Viry typu A vyvolaly vSechny velké
epidemie a pandemie. Soucasné subtypy, které bézné cirkuluji mezi lidmi, zahrnuji: typ A (HIN1) a typ
A (H3N2).

Virus chfipky typu B vyvolava onemocnéni pouze u lidi, které neni spojovano s pandemickym vyskytem
a které muze probihat i s pfevahou postiZzeni gastrointestinalniho traktu jako tzv. stfevni chfipka.

Virus chripky typu C vyvolava pouze sporadickd onemocnéni. Je patogenni jak pro ¢lovéka, tak pro
zvitata, nicméné pro zvirata jen ojedinéle a u clovéka jsou citlivou skupinou malé déti. Pribéh
onemocnéni je mirny, nezplsobuje ani epidemie, ani pandemie. Nejcastéji probiha jako tzv. nemoc
z nachlazeni.

Metodicky postup detekce specifickych oblasti genomu vird chfipky A a B metodou RT-gPCR je uveden
v Pfiloze P7.

V roce 2022 byly provedeny analyzy zamraZenych vzorkl odpadnich vod z let 2020 aZ 2022. Vzhledem
k nedostupnosti informaci o poctech hlasenych pripadi chiipky A a B v daném obdobi, byly pro analyzy
vybrany vzorky z dlouhodobé sledovanych COV Brno, Praha a Kladno (Vrapice), v nichz byly provedeny
analyzy na pfitomnost RNA SARS-CoV-2. Bylo analyzovdno 118 vzork(, v88 % byla prokazana
pfitomnost RNA SARS-CoV-2, v Zadném vzorku nebyly detekovany specifické oblasti genomu virt
chiipky A a B, viz. obr. 5. Kompletni vysledky jsou uvedeny v tabulce T1.6 v Priloze T1
(Vysledky_tabelarné_all).
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Obr. 5 Vyskyt specifickych oblasti genomu vird chtipky A a B a SARS-CoV-2 v odpadnich vodach (2020-
2022).

Aktivita chfipky byla v obdobi koronavirové epidemie zcela potlacena, byl zaznamendn celoevropsky
pokles sentinelovych detekci 0 99,8 %. V Ceské republice v rdmci sité laboratofi spolupracujicich s NRL
pro chfipku a nechfipkové respiracni viry nebyl v sezoné 2020-2021 zaznamendn jediny pozitivni zachyt
viru chripky. V klinickych vzorcich byly velmi ¢asto zachyceny viry SARS-CoV-2, relativné casto lidské
rhinoviry a ojedinéle RSV, enteroviry, adenoviry, a s nastupem jara i bézné koronaviry.

Virus sezénni chfipky (influenza typ A, B nebo C virus) byl do projektu zarazen jako alternativni
biomarker a soucasné plvodce, pro c¢ast populace velmi nebezpecného onemocnéni. Jeho detekce
v odpadnich vodach méla byt pro tento Ucel odzkousena v pfipadé vymizeni koronaviru SARS-CoV-2,
nebot virova RNA plvodcl sezdnni chfipky se rovnéz vyskytuje ve stolici nemocnych (az 47 %) (Chan
et al., 2011; Longo, 2012).

Monitoring chfipky typu A v odpadni vodé, provadény v roce 2022 v Ottawé (Mercier, E. — zdroj
Twitter) ukazuje velmi dobry zachyt genomovych kopii s maximy v jarnich a podzimnich mésicich.
Monitoring spolehlivé zachycuje také lidsky respiracni syncytialni virus (RSV, angl. Human respiratory
syncytial virus), ktery zpUsobuje u lidi zdvazna respira¢ni onemocnéni. Patfi mezi RNA obalené viry do
Celedi Paramyxoviridae, podceled Pneumovirinae, rod Pneumovirus. Infekce se vyskytuje celosvétové
a postihuje zejména kojence a malé déti.

Systematické sledovani vyskytu specifickych oblasti genomu vir(l chfipky A a B, pfip. RSV v odpadnich
vodach by mohla byt velmi dobrym nastrojem pro epidemiologicky dohled vyskytu a Sifeni nemoci.

3.1.4 Detekce specifickych oblasti genomu viru hepatitidy A metodou RT-qPCR

Virus hepatitidy A (HAV) je pivodcem celosvétové rozsireného onemocnéni, infekéniho zanétu jater -
hepatitidy A. Vyskyt infekce vyvolané HAV se mezi zemémi znacné lisi, pficemz zvySend incidence
onemocnéni je zaznamenana v rozvojovych zemich zejména v souvislosti s nedostate¢nymi
hygienickymi podminkami. Dle Evropského Uradu pro bezpecnost potravin (EFSA) je tento virus fazen
mezi patogeny zplsobujici alimentarni infekce. Jedna se o neobaleny virus, jehoZz genom je tvoren

30



jednim fetézcem RNA o pozitivni polarité. Hlavni zpUsob prenosu HAV je fekalné-ordlni pfenos. Ackoli
k nejcastéjsimu siteni infekcénich virovych ¢astic dochazi pfimym kontaktem infikovanych osob (klinicky
nemocnych ¢i asymptomatickych prenasecud), kontaminované povrchy rlznych zatizeni (napfr. kliky,
splachovadla toalet, povrchy potravinarskych zafizeni a nastrojd), potraviny a voda hraji velmi
vyznamnou roli v pfenosu HAV. Zdrojem kontaminaci/infekci jsou lidé jiz v inkubaéni dobé& onemocnéni
(15 - 50 dni). HAV je pfitomen ve stolici uz dva tydny pred prvnimi klinickymi pfiznaky a ve stolici mlze
byt vylucovan vice jak tyden po ukonceni onemocnéni. Virus byl také prokazan ve slinach, sekretu
z nosohltanu a krvi infikovanych osob, coz z téchto télnich tekutin ¢ini také mozny zdroj kontaminaci
(Newell et al., 2010).

Standardni operacni postup je cilen na kvalitativni detekci RNA (resp. genomovych ekvivalent() viru
hepatitidy A (HAV). Postup je zaloZen na reverzni transkripci RNA a nasledné detekci a pfipadné
kvantifikaci prokazanych dvou specifickych oblasti genomu virl metodou real time PCR (tzv. RT-gPCR),
¢imz je zvySena pravdépodobnost zachytu viru. Specifické oligonukleotidy (primery a sondy) cilené na
prvni konzervativni oblast genomu HAV jsou pouZity dle 1ISO 15216-1:2017. Druhou cilovou oblasti
genomu HAV je konzervativni oblast v rozmezi 346 az 481 nt; primery a sonda byly navrieny dle
publikace Jothikumar et al. 2005 s drobnymi modifikacemi. SOP zahrnuje interni amplifikacni kontrolu
(IAC) jako jednu z kontrol fadného prabéhu RT-gPCR a k odhaleni faleSné negativnich vysledki
v dusledku inhibice reakce.

V roce 2022 byly provedeny analyzy zamrazenych vzork( odpadnich vod z let 2020 aZz 2022, které byly
vybrany na zékladé informaci o poctech vsech hlasenych pripadi akutni hepatitidy A (kod MKN B15)
z registru ISIN za obdobi 1. 1. 2020 — 14. 7. 2022.

Je zndmo, Ze virus je z téla nakazeného vylucovan jiz zhruba 14 dni pfed datem prvniho pfiznaku
a vyluéovani pretrvava 2 aZ 4 tydny po zacatku ptiznakd. V souboru je uvedeno datum prvniho
pfiznaku, které by mélo byt rozhodujici pro analyzu. Ze vzorkd, odebranych na 66 lokalitdich COV byla
vybrana mista s pozitivnim zachytem hla$enych p¥ipad@ v obcich napojenych na sledované COV v datu
prvniho pFiznaku a v intervalu cca 1-2 tydny pied a po. V CR bylo ve sledované dobé hlaseno celkové
pouze 443 pfipadl onemocnéni. V obdobi od 5. 10. 2020 do 1. 3. 2022 probihala epidemie vétsiho
rozsahu na Uzemi Jihoceského kraje, nejvyssi pocet byl hlaen z okresu Ceské Budé&jovice. Na COV
Ceské Budéjovice byly odebrany pouze 2 vzorky ve 48. tydnu 2020, kdy bylo hlaseno cca 8 pt¥ipadd,
které byly hospitalizovany. Do souboru byly zafazeny vzorky z Brna a Prahy, kde se rovnéz ve vétsi mire
vyskytovaly osoby s ndakazou virem hepatitidy A.

Na obr. 6 je znazornén vyskyt vird HAV, NoV Gl a NoV Gll ve vzorcich vybranych dle informaci o vyskytu
VHA v populaci CR ve sledovaném obdobi. Ve 121 vzorcich nebyla prokdzana pfitomnost RNA HAV.
Kompletni vysledky jsou uvedeny v tabulce T1.7 v Pfiloze T1 (Vysledky_tabelarné_all).

HAV byl do projektu zarazen jako alternativni biomarker a soucasné plvodce velmi nebezpecného
onemocnéni. Jeho detekce v odpadnich vodach méla byt pro tento Ucel odzkousena v pfipadé vymizeni
koronaviru SARS-CoV-2, nebot je velmi odolny k zevnimu prostfedi a siti se fekdlné-oralni cestou.

Z predchozich studii autort jsou znamy pfipady epidemiologickych souvislosti Sifeni HAV v Libereckém
a Moravskoslezském kraji.

Systematické sledovani vyskytu specifickych oblasti genomu viru HAV v odpadnich vodach by mohla
byt velmi dobrym ndstrojem pro epidemiologicky dohled vyskytu a Sifeni nemoci.

3.1.5 Detekce specifickych oblasti genomu norovird NoV Gl a NoV GlI

Do odpadnich vod se dale mizZe dostavat Siroké spektrum plvodct dalSich onemocnéni, nej¢astéji se
jedna o viry z rodu Norovirus (NoV), méné casté jsou adenoviry (AdV, Celed Adenoviridae), dalsi
zastupci z Celedi Picornaviridae, Reoviridae (rotaviry, RV) a Astroviridae (AstV), (Miagostovich et al.
2008).
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Ve vzorcich vybranych pro detekci viru hepatitidy A byla rovnéz stanovena pfitomnost norovir NoV
Gl a NoV GlI. Tyto viry jsou méné stabilni nez HAV. NoV Gl se S$ifi hlavné pfimym kontaktem, NoV Gl
se vice zapojuji do epidemii spojenych s kontaminovanymi potravinami, maji vyssi stabilitu ve vodnim

prostiedi a v populaci jsou daleko méné rozsireny nez NoV GlI.
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Obr. 6 Vyskyt specifickych oblasti genomu vird HAV, NoV Gl a NoV Gll v odpadnich vodach (2020-2022).

Pritomnost RNA HAV nebyla prokazana v zadném ze 121 analyzovanych vzork(, zatimco vyskyt NoV Gl
a NoV GIl byl pomérné znacny. Kompletni vysledky jsou uvedeny v tabulce T1.7 v Pfiloze 2T1
(Vysledky_tabelarné).

3.1.6 Vyhodnoceni duplicitnich vzork( a definice nejistoty stanoveni RNA SARS-CoV-2

V pribéhu feseni projektu byly provadény aktivity sméfujici ke zvySeni presnosti a validity
provadénych stanoveni. Vzhledem k situaci probihajici epidemie, bylo nutné zavadét a optimalizovat
metody, v€etné jejich dil¢ich krok( od odbéru po konecny vysledek, v prlibéhu epidemie. Do stanoveni
byly zapojeny 3 laboratofe (1. VUVel, Virologie potravin a prostfedi, Brno=VUVel; 2. Oddéleni
laboratofi VUV TGM, v. v. i., pobo¢ka Brno=VUV Brno; 3. Zkusebni laboratof technologii a slozek
fivotniho prostiedi VUV TGM, v. v. i., Praha=VUV Praha). Laboratof VUVelL méla zavedené metody
stanoveni virll v potravinach a vodach. Na zacatku epidemie rozsifila stanoveni o RNA viru SARS-CoV-
2, metodu akreditovala a pomobhla s jejim zavedenim v laboratot¥ich VUV Brno a Praha. Laboratof VUV
Brno zacala se samostatnymi analyzami v prosinci 2021, laboratof VUV Praha pak v zafi 2022. Pro
moznost vyuZiti vysledkl ze vSech tfi laboratofi do spoleéného hodnoceni byly provadény kontrolni
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duplicitni vzorky. Duplicitni vzorky byly v rdmci zavadéni a ovéreni postupu na stanoveni SARS-CoV-2
v odpadnich vodach provadény i v jednotlivych laboratofich. Laboratorfe aktudlné pouZivaly stejny
postup, vyvinuty ve VUVel — viz 3.1.

V rdmci vyvoje a ovéreni postupu na stanoveni SARS-CoV-2 v odpadnich vodach byly v laboratofich
VUV Brno analyzovany sady duplicitnich vzork(l. Do hodnoceni nebyly zahrnuty vysledky v blizkosti
meze detekce a vysledky vzorkl s rldznym typem uchovani. Kompletni vysledky, véetné statistickych
ukazatelll (smérodatna odchylka=SD, relativni smérodatnd odchylka=RSD a VS=variacni koeficient)
jsou uvedeny v tabulce T1.1 v Priloze T1 (Vysledky_tabeldrné). Porovnani duplicitnich vzorkd pro
hodnotu Cq a RNA SARS-CoV-1 GE/1 ml jsou znazornény na obr. 7 a obr. 8.

Cq
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

SARS-CoV-2 Cq méfeni 1 SARS-CoV-2 Cq méreni 2

Obr. 7 Porovnani hodnot Cq duplicitnich vzorkd — laboratof VUV Brno.
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Obr. 8 Porovnani hodnot RNA SARS-CoV-1 GE/1 ml duplicitnich vzork{ — laboratof VUV Brno.

Porovnani duplicitnich vzork( ukdazalo dobrou shodu, priimérny variacni koeficient dosahl 24,8 %,
s vyjimkou duplicitnich vysledk( blizkych limitu detekce, kde byl zjistén rozdil presahujici 100 %.

V rdmci vyvoje a ovéreni postupu na stanoveni SARS-CoV-2 v odpadnich vodach v rliznych laboratofich
byly priibéZné zpracovavany duplicitni vzorky v laboratofich VUVel, VUV Brno a VUV Praha. Porovnani
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mezi VUVel a VUV Brno probé&hlo na 18 vzorcich, VUVel a VUV Praha na 12 vzorcich a VUV Praha a VUV
Brno na 5 vzorcich. Kompletni vysledky, véetné statistickych ukazateld (prdmér a smérodatna
odchylka) jsou uvedeny v tabulce T1.2 v Pfiloze T1 (Vysledky_tabelarné). Porovnani duplicitnich vzork
pro hodnotu Cq a RNA SARS-CoV-1 GE/1 ml jsou znazornény na obr. 9 a obr. 10.

Cq
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
—=@=—>SARS-CoV-2 Cq méfeni VUV Brno  ==@==SARS-CoV-2 Cq méFeni VUVel

Obr. 9 Porovnani hodnot Cq duplicitnich vzorkd — laboratof VUVelL a VUV Brno.
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Obr. 10 Porovnani hodnot RNA SARS-CoV-1 GE/1 ml duplicitnich vzorkd — laboratof VUVeL a VUV Brno.

Ze ziskanych dat byla vypoctena mezilaboratorni reprodukovatelnost. Do vypoctl nebyly nezahrnuty
vzorky s vysledkem 0 GE/ml. Mezilaboratorni reprodukovatelnost dosahla 66 %. Vysledna hodnota byla
znacné ovlivnéna vysledky v blizkosti limitu detekce.
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Obr. 11 Porovnani hodnot Cq duplicitnich vzorkd — laboratof VUVel a VUV Praha.
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Obr. 12 Porovnéani hodnot RNA SARS-CoV-1 GE/1 ml duplicitnich vzork( — laboratof VUVel a VUV
Praha.

Kompletni vysledky, véetné statistickych ukazatelG (prdmér a smérodatna odchylka) jsou uvedeny
v tabulce T1.3 v Priloze T1 (Vysledky_tabelarné). Porovnani duplicitnich vzorkd pro hodnotu Cq a RNA
SARS-CoV-1 GE/1 ml jsou znazornény na obr. 11 a obr. 12.

Ze ziskanych dat byla vypoctena mezilaboratorni reprodukovatelnost. Do vypoctd nebyly nezahrnuty
vzorky s vysledkem 0 GE/ml a vzorky s rliznym typem uchovéni. Mezilaboratorni reprodukovatelnost
dosahla 61 %. Vyslednd hodnota byla znaéné ovlivnéna vysledky v blizkosti limitu detekce.

35



Cq

36
35
34
33
32
31
30
29
28

1 2 3 4 5

—=@=—SARS-CoV-2 Cq méfeni VUV Brno  ==@==SARS-CoV-2 Cq méfeni VUV Praha

Obr. 13 Porovnani hodnot Cq duplicitnich vzorkd — laboratof VUV Brno a VUV Praha.

RNA SARS-CoV-2

8,00E+02
7,00E+02
6,00E+02
5,00E+02
4,00E+02
3,00E+02
2,00E+02
1,00E+02
0,00E+00

1 2 3 4 5

=@=—SARS-CoV-2 GE/1 m| méFeni VUV Brno ==@=SARS-CoV-2 GE/1 ml méFeni VUVel

Obr. 14 Porovnani hodnot RNA SARS-CoV-1 GE/1 ml duplicitnich vzork( — laborato¥ vUV Brno a VUV
Praha.

Kompletni vysledky, vcetné statistickych ukazatelll jsou uvedeny vtabulce T1.4 v Pfiloze T1
(Vysledky_tabelarné). Porovnani duplicitnich vzork( pro hodnotu Cq a RNA SARS-CoV-1 GE/1 ml jsou
znazornény na obr. 15 a obr. 14.

Ze ziskanych dat byla vypoétena mezilaboratorni reprodukovatelnost. Mezilaboratorni
reprodukovatelnost dosahla 44 %.

Na zakladé kvalifikovaného odhadu podporovaného vysledky stanoveni duplicitnich vzork( bylo
za odpovidajici rozsitenou nejistotu (pro k=2) stanoveno 40 %.
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3.2 Vzorkovani odpadnich vod

3.2.1 Optimalizace zptsobu odbéru vzorkl pro monitorovani odpadnich vod

Vyzkum v oblasti WBE pfistupu ve vztahu k epidemii covid-19 stdle probih3, vyviji se analytické metody
i postupy pro odbéry vzorkli, které jsou nezbytnou podminkou pro ziskani spolehlivych
epidemiologickych dat. Pro odbéry vzork(l jsou vyuZivany rGzné postupy. Kompozitni vzorkovani
pouZiva automatické vzorkovacde instalované na vstupu na COV (pfevainé za ¢eslemi), pficem? tento
typ vzorku je pro analyzu vyhodnéjsi vzhledem k tomu, Ze poskytuje reprezentativni vzorek, ktery
zachycuje vyluc¢ovani viru obyvateli béhem celého obdobi sbéru (KWR WATER RESEARCH INSTITUTE,
2020). U prostého (bodového) vzorkovani se jednd o odbér vzorku po dobu nepresahujici 15 minut,
pficemZ tento typ vzork( je relevantni pouze pro pfesny cas sbéru a mlZe do analyzy vnést
nezanedbatelnou nejistotu. Nejistoty u prostého nebo kompozitniho vzorkovani byly dobfe studovany
pro stanoveni obsahu vybranych |é¢iv a produktl osobni péce v odpadni vodé. K vy3si nejistoté
(prdmérné kolem 30 %) prispél prosty vzorek, zatimco metoda kompozitniho vzorkovani vykazala
nejistotu <10 % (Ort, 2010). ProtoZe defekace je u prevazné ¢asti obyvatel nej¢astéjsi v éasnych rannich
hodinach ve srovnani s jinymi ¢asy (Heaton, 1992), je odebirani prostych vzorkl preferovano v dobach,
kdy je fekalni zatizeni nejvyssi, pricemz pred vzorkovanim je tfeba tyto casy urcit (Ahmed, 2020). V
pripadé, Zze neni mozné pro analyzu zajistit 24 h kompozitni vzorky a je nutno pfristoupit k odbéru
prostého vzorku, je tedy vhodné zjistit, kdy je fekalni znecisténi a s tim spojend virova naloz v odpadni
vodé nejvyssi.

Casto je velmi obti*né odhadnout virovou naloZ v surovych odpadnich vodach kvili nedostatku
informaci o hodinovych a dokonce sezénnich zméndch obsahu virovych agens v odpadnich vodach.

Korela¢ni analyzy naznacuji, Ze BSK, CHSK, stejné jako fekalni koliformni bakterie mohou byt dobrym
indikatorem virové naloze SARS-CoV-2 v komundlnich odpadnich vodach (Navarro, 2021).

V ramci feSeni projektu bylo pomoci sledovani bézinych mikrobidlnich a fyzikdlné chemickych
parametrd optimalizovano vzorkovani odpadnich vod na COV o rdznych velikostech v Ceské republice.

V ramci optimalizace postupl odbéru byly provedeny tyto testy:

e testovani rozdill ve sloZzeni odpadnich vod v pribéhu 24hodinového cyklu

porovnani rozdili mezi prostymi a slévanymi vzorky

porovnani rozdili mezi slévanymi 24hodinovymi a 18hodinovymi vzorky

porovnani homogenity vzorku

e testovanivlivu zvysené Cetnosti odbéru vzorkd — 2x tydné

e rozdily v uchovani vzorkd pred zpracovanim (zamrazZeni na -70 °C/-20 °C a chlazeni na 6 °C)

V pribéhu projektu byly odebirany vSsechny typy vzork( odpadnich vod. Typ odbéru byl dan aktudlnimi
moznostmi vzorkat( a provozovatell COV. Preferovany byly slévané vzorky typu B nebo C. Vzorky byly
odebirdny na natoku na COV, za prvnim mechanickym pred¢isténim (¢eslemi). Vzorkovani provadély
z velké ¢asti vodohospodarské spole¢nosti (provozovatelé COV) nebo interni vzorkati VUV.

Prevaziné byly ziskavany 24hodinové slévané vzorky (S24). Po provedeni experiment(, zamérenych na
zjisténi vyssi koncentrace fekalii ve vzorcich, byly odebirdny 18hodinové slévané vzorky odebirané od
5 do 23 h (S18). U 24hodinovych kompozitnich vzorkd se jednalo o vzorky, ziskané slévanim
12 objemové stejnych dil¢ich vzork( odebiranych po 2 h. U ¢asovych experiment( se jednalo o sérii
24 slévanych hodinovych vzorkd (slité 4 objemové stejné vzorky vzorkované po 15 min) odebranych
béhem 24 h.

Vzorky odebirané internimi vzorkafti VUV byly odebirany automatickymi vzorkovaci (Hach) na natoku
na COV. Vzorky byly do laboratofe pfepraveny v chladicich boxech. Ve vzorcich byly doplfikové
stanovovany fyzikalné-chemické, chemické a mikrobiologické ukazatele dle akreditovanych postupt
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laboratofi VUV Brno a VUV Praha. Byly stanovovany: fosfore¢nany (o-PO43-), nerozpu$téné latky
(NL105), amoniakdlni dusik (N-NH4), chemicka spotfeba kysliku (CHSK), termotolerantni fekalni
koliformni baktérie, Escherichia coli a enterokoky.

3.2.2 Testovani rozdill ve sloZeni odpadnich vod v priibéhu 24hodinového cyklu

Zahranic¢ni zdroje uvadi, Ze v surové odpadni vodé se nachazi nejvyssi fekalni znecisténi stejné jako
i koncentrace virG mezi 10. a 14. hodinou, coZ odpovida predpokladanému chovéani obyvatelstva.
Charakter pFitékajici odpadni vody je ovlivnén také délkou kanalizaéni sité, dobou dotoku na COV,
srazkami nebo ndarazovym vypousténim primyslovych odpadnich vod. Je proto potfebné pfi
monitoringu viru SARS-CoV-2 brat v potaz i denni prdtoky na natoku na COV, &m by bylo moZné
zohlednovat vykyvy v systému (Melvin, 2021; Rolland, 1983). Dalsi vyznamnou proménnou je teplota,
ktera ovliviiuje perzistenci virl v Zivotnim prostredi, pficemz vyssi rychlosti rozpadu jsou obvykle
pozorovany pri teplotach nad 20 °C, ve srovnani s teplotami pod 15 °C (Korajkic, 2019; Muirhead,
2020). Kvantifikace rychlosti rozpadu virovych ¢astic a s tim spojend degradace RNA SARS-CoV-2 mezi
vyluéovanim stolici a dobou odbéru vzorku je pro WBE duleZita, protoZze mlZe vést k systematickému
zkresleni vysledk(l, coz nasledné mizZe mit dopad na jejich interpretaci. Z literatury (Ahmed, 2020a)
bylo zjisténo, Ze pro castice SARS-CoV-2 v surové odpadni vodé byly priimérné konstanty rychlosti
rozpadu prvniho rfadu (k) 0,084/den pti 4 °C; 0,114/ den pfi 15 °C a 0,286/den pfi 37 °C. Problém se
zvysenou teplotou 24hodinového kompozitniho vzorku v letnich mésicich je nutné fesit vyuZitim
chlazenych automatickych vzorkovacu.

Pro ziskani prehledu o dennim zatizeni COV a nédvrhu optimalniho zplisobu vzorkovani bé&hem
lockdownu a za bézného rezimu byly Unoru a fijnu 2021 provedeny pomoci automatického vzorkovace
odbéry odpadni vody na natoku na COV Brno a Bfeclav. Celkem bylo v kazdém terminu na kazdé COV
odebrano 24 vzork(, kazdy vzorek byl tvoren 4 dil¢imi vzorky, odebranymi po 15 min. V kazdém
z 24 vzorkd byly stanoveny zakladni chemické parametry (pH, elektrickd konduktivita, amonné ionty,
celkovy fosfor, fosforecnany, CHSK-Cr, nerozpusténé latky), mikrobiologické fekdlni indikatory
(enterokoky, termotolerantni koliformni bakterie) a SARS-CoV-2.

U obou COV, na kterych probihaly ¢asové experimenty, byl podil primyslovych vod na natoku podobny
(kolem 30 %), ovéem COV se lisily velikosti (COV Brno >100 000 napojenych obyvatel, COV Bfeclav
10 000-100 000 napojenych obyvatel). U COV Brno byla zjisténa silnd korelace mezi indikatory
fekalniho znecisténi a chemickymi ukazateli znecisténi, pficemz korelaéni koeficienty se pohybovaly
mezi 0,76-0,91, viz. obr. 15. U COV Bieclav nebyla pozorovana korelace mezi fekdlnimi koliformnimi
bakteriemi a chemickymi parametry, ale mnozZstvi enterokokt v odpadnivodé odpovidalo chemickému
znecisténi (korelacni koeficienty se pohybovaly v rozmezi 0,68-0,80), viz. obr. 17.

COV Brno unor 2021 — lockdown: nejvétsi zatizeni COV Brno bylo pozorovano mezi 10 a 23 hodinou,
doslo k nardstu koncentrace vsech sledovanych chemickych i mikrobiologickych ukazatel(, kromé pH.
Mezi 23 a 10 hodinou bylo zatizeni COV pomérné konstantni. Nar(istu zatizeni odpovidala i vy3si
koncentrace SARS-CoV-2 béhem uvedené doby, hodnoty dosahovaly az téméF 160 GE/ml. Koncentrace
SARS-CoV-2 v odpadni vodé kolisala, nekorelovala s pocty termotolerantnich koliformnich bakterii ani
enterokokd, viz. obr. 16.
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Obr. 15 Casové zmény mikrobidlnich a fyzikalné-chemickych parametrd v hodinovych vzorcich
odebranych 2. 2. 2021 na natoku COV Brno.

Odpadni voda €OV Brno: 2.-3.2.2021 (lock down) - zmény obsahu RNA SARS-CoV-2
v pribéhu 24hodinového odbéru

180

SARS-CoV-2 GE/1ml

Obr. 16 Odpadnivoda COV Brno: 2. —3. 2. 2021 (lockdown) - zmény obsahu RNA SARS-CoV-2 v prilbéhu
24hodinového odbéru.

COV Breclav unor 2021 — lockdown: k nejvét$imu zatizeni COV do$lo mezi 10 a 23 hodinou, doslo
k narlstu koncentrace vsech sledovanych chemickych i mikrobiologickych ukazatell, kromé pH. Mezi
23 a 10 hodinou bylo zatizeni COV nizi. PFitomnost SARS-Cov-2 byla pozorovdna nepravidelné
v pribéhu celého dne. Maximalni koncentrace SARS-CoV-2 dosahla témér 100 GE/ml OV. MnoiZstvi
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SARS-CoV-2 v odpadni vodé nekorelovalo s pocty termotolerantnich koliformnich bakterii ani
enterokokd, viz. obr. 18.
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Obr. 17 Casové zmény mikrobidlnich a fyzikdlné-chemickych parametrd v hodinovych vzorcich
odebranych 3. 2. 2021 na natoku COV Bieclav.

Odpadni voda €OV Bfeclav: 3.-4.2.2021 (lock down) - zmény obsahu RNA SARS-CoV-2
v priibéhu 24hodinového odbéru
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Obr. 18 Odpadni voda COV Bieclav: 3. — 4. 2. 2021 (lockdown) - zmény obsahu RNA SARS-CoV-2 v
prabéhu 24hodinového odbéru.

Podobné vysledky ukazal experiment, provedeny na COV Brno a Bieclav za normalniho rezimu v fijnu
2021, viz. obr. 19, 20, 21, 22 a obr. 23. Nejvétsi podil fekalniho znecisténi p¥itékal na COV v dobé mezi
11 a 24 hodinou. Tomu odpovidala i koncentrace RNA SARS-CoV-2 v odpadni vodé.
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COV Brno fijen 2021 — normalni rezim: nejvétsi zatizeni COV bylo mezi 11.00 a 24.00, doslo k nar(stu
koncentrace vsech sledovanych chemickych i mikrobiologickych ukazatell, kromé pH. Nizsi zatiZzeni
COV bylo zjisténo mezi pllnoci a 11.00. Stanovené koncentrace u viech ukazateld béhem celého dne
dosahovaly vyssich hodnot nez béhem lockdownu. Vyssi koncentrace SARS-CoV-2 byly pozorovany
mezi 5 a 23 hodinou, pozitivni nalez byl ale zjistén u vSech vzorkd. Pfevazna vétsina vzorkl obsahovala
SARS-CoV-2 v koncentraci do 30 GE/ml. Maximalni koncentrace byla zjisténa mezi 11 a 12 hodinou.

Koncentrace SARS-CoV-2 v odpadni vodé nekorelovala s pocty termotolerantnich koliformnich bakterii
ani enterokokd.

Odpadni voda €OV Brno 11.-12.10.2021 (normalni reZim) - zmény v prib&hu 24hodinového odbéru

m Fek. kolif. bakt. tis. KTJ/1 m| ® Enterokoky tis. KTJ/1 ml m CHSK-Cr mg/!
El. kondukt. mS/m = N-NH4 mg/| m P celk. mg/l
® NL 105 mg/l
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Obr. 19 Odpadni voda COV Brno 11. - 12. 10. 2021 (normalni rezim) - zmény v priibéhu 24hodinového
odbéru.

Odpadni voda €OV Brno: 10.-11.10.2021 (normdlni reZim) - zmény obsahu RNA SARS-CoV-2
v pribéhu 24hodinového odbéru
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Obr. 20 Odpadni voda COV Brno: 10. — 11. 10. 2021 (normalni reZim) - zmény obsahu RNA SARS-CoV-
2 v pribéhu 24hodinového odbéru
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COV Breclav fijen 2021 — normdlni rezim: nejvétsi zatizeni COV bylo zaznamenano mezi 9 a 24 hodinou,
doslo k nardstu koncentrace vsech sledovanych chemickych i mikrobiologickych ukazatel(, kromé pH.
Mezi 24 a 9 hodinou bylo zatizeni COV nizsi. Pfitomnost SARS-Cov-2 byla pozorovéna nepravidelné
mezi 6 a 23 hodinou. Stanoveni bylo ovlivhéno nizkou virovou ndlozi v odpadni vodé, vysledné
koncentrace SARS-CoV-2 se pohybovaly v blizkosti meze limitu. Koncentrace SARS-CoV-2 v odpadni
vodé nekorelovala s pocéty termotolerantnich koliformnich bakterii ani enterokokd.

Odpadni voda €OV Bfeclav 4.-5.10.2021 (normalni rezim) - zmény v priibéhu 24hodinového odbéru
3000
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Obr. 21 Odpadni voda COV Bieclav 4. - 5. 10. 2021 (normalni reZim) - zmény v pribéhu 24hodinového
odbéru.

Odpadni voda €OV Bfeclav: 4.-5.10.2021 (normalni reZim) - zmény obsahu RNA SARS-CoV-2
v pribéhu 24hodinového odbéru
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Obr. 22 Odpadni voda COV Breclav: 4. — 5. 10. 2021 (normdlni rezim) - zmény obsahu RNA SARS-CoV-
2 v pribéhu 24hodinového odbéru
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Obr. 23 Mikrobidlni zne¢isténi 24hodinovych kompozitnich vzork{ surové odpadni vody z COV Breclav.

Kompletni vysledky vSech casovych pokusl jsou uvedeny vtabulce T1.10 a T1.11 v Pfiloze T1
(Vysledky_tabelarné).

B&hem monitoringu na téchto dvou COV byly zjitény rozdily v mikrobidlnim znecisténi odpadni vody
v priibéhu dne, pficems? pfiblizné 70 % denniho znetidténi vstoupilo do COV mezi 10. a 23. hodinou.
V této dobé byly zjistény i nejvyssi koncentrace RNA SARS-CoV-2.

3.2.3 Porovnani rozdilli mezi prostymi a slévanymi vzorky

V prvni fazi byly porovnany prosté vzorky, odebirané v dobé provozu COV, obvykle v dopolednich
hodinach se slévanymi 24hodinovymi vzorky, vétSinou typu B (tj. 2hodinové odbéry po dobu 24 hodin,
nezavisle na pratoku).

Sada 84 vzork( ukazala v 58 % vyssi vytéZnost SARS-CoV-2 GE/ml pro smésné vzorky S24, viz. obr. 24.
Porovnani ukazalo, Ze pro dany ukazatel je moZné poutZit i prosté vzorky, které mély vyssi vytéznost, tj.
42 %. Kompletni vysledky, v€etné statistickych ukazateld jsou uvedeny v tabulce T1.5 v Pfiloze T1
(Vysledky_tabelarné).
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Obr. 24 Rozdil vytézk( SARS-CoV-2 GE/ml u vzorkd typu P a S24.

3.2.4 Porovnani rozdili mezi slévanymi 24hodinovymi a 18hodinovymi vzorky

Po vyhodnoceni vysledk( z casového monitoringu byl pro monitoring RNA SARS-CoV-2 vybran zkraceny
rezim vzorkovani (od 5-23 h=518). Vysledky pro tyto vzorky byly porovnany s vysledky z 24hodinovych
slévanych vzorkd typu B nebo C (S24). Do porovnani bylo zafazeno celkem 16 vzork( z COV riiznych
kategorii. Z vysledk(ll, uvedenych v tabulce tabulce T1.8 v Pfiloze T1 (Vysledky tabelarné) jsou patrné
vyznamné rozdily mezi kategoriemi. V celkové sadé COV nebyl rozdil mezi obéma typy vzorkd patrny.
Pro kategorii COV nad 100 000 EO byly vy3&i hodnoty SARS-CoV-2 GE/ml zjistény u 24hodinovych
vzork( (83 %). Lokality s mensSimi pocty (2-10 tis. a 10-100 tis.) obyvatel mély naopak vyssi vytézky
z 18hodinvych vzorkd (67-86 %).

Tab. 4 Porovnani vytézk( SARS-CoV-2 GE/ml u vzorkl typu S18 a S24.

B I e I

COVE(g)ocet vzorkii $24 518 S18>S24
Ve 16 7 o|  56%
nad 100 tis. 6 5 1 67%
10-100 tis. 7 1 6|  86%
2-10 tis. 3 1 2| 6%
do 100 tis. 10 2 s| 0%

Vzhledem ke zjisténym vysledkdim a z praktickych dlvodd budou pro standardni odbéry odpadnich vod
pro epidemiologické Gcéely navrieny 24hodinové smésné vzorky. Zkraceni doby vzorkovani mize byt
vhodné napf. pro potieby sekvenace vzorkd, v pfipadech, kdy je prevalence nakazenych v oblasti nizka.

3.2.5 Porovnani homogenity vzork(

Vzorky necisténych odpadnich vod predstavuji smés velkého mnozstvi rozpusténych a nerozpusténych
latek viech typ(l, které prichazi kanalizaénimi stokami na COV. Pfed vlastnim odb&rem vzorku
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automatickym vzorkovaéem nebo ruénim vzorkovaéem jsou v prvnim stupni mechanického
predcisténi, na Ceslich, zbaveny hrubych nedistot. Odebrany vzorek je nehomogenni konzistence. Proto
je jednim z nejvyznamnéjsich krokd odbéru odpadnich vod diikladna homogenizace vzorku. Tento krok
muze byt pric¢inou odlisnych koncentraci nerozpusténych latek ve zpracovavanych podilech vzorku
a diky velké afinité hydrofobnich organickych mikropolutantll k nerozpusténym latkdam, mize byt
pfi¢inou zdvazné chyby nasledné analyzy.

Pro zjisténi vlivu nehomogenity vzorku na stanoveni RNA viru SARS-CoV-2 byly ve dvou terminech
(10/2021 a 4/2022) provedeny experimenty, kdy byl odebran prosty vzorek odpadni vody z nadtoku na
COV. Vzorek byl homogenizovan a rozdélen na 10 stejnych dilG, které byly po 5 analyzovany v laboratofi
VUVel a VUV Brno. Kompletni vysledky, véetné statistickych ukazatel( jsou uvedeny v tabulce T1.9 v

Pfiloze T1 (Vysledky tabelarné).

Porovnani vysledk(l z obou pokust je uvedeno na obr. 25.
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Obr. 25 Porovnani vysledkd stanoveni RNA SARS-CoV-2 GE v 10 podilech vzork(i odpadni vody.

Z namérenych hodnot byla vypocétena opakovatelnost obou laboratofi. V prvnim pokusu 10/2021
dosédhla opakovatelnost u laboratoie VUV Brno 8 %, u laboratofe VUVel 26 %. Ve druhém pokusu
4/2022 doséhla opakovatelnost u laboratofe VUV Brno 25 %, u laboratofe VUVel doséhla 7 %, tj.
opakovatelnost v obou laboratofich neprekrocila 26 %.

Provedené pokusy ukazaly, Ze homogenita vzorku je vyznamnou ¢asti postupu pti analyze odpadni
vody a mUze byt vyznamnym prispévkem chyby stanoveni. Tento fakt je nezbytné brat pfi analyzach
odpadni vody v Uvahu, i pfesto, Ze vysledek nasich pokusd nezjistil zasadni rozdily v dil¢ich podilech
vzorku.

V dal$im experimentu byl provéren zplsob homogenizace vzorku odpadni vody. Jeden vzorek byl
homogenizovan ruénim michdnim a poté rozdélen na dva dil¢i vzorky, druhy vzorek byl homogenizovan
s vyuZitim elektrického homogenizatoru a poté rozdélen na 2 dil¢i vzorky. Kompletni vysledky pokusu,
véetné statistickych ukazatel(l, jsou uvedeny v tabulce T1.9 v Pfiloze T1 (Vysledky_tabelarné). Graficky
jsou zndzornény na obr. 26.

Vysledky ukazaly, Ze rozdily mezi ruc¢né michanym vzorkem a vzorkem homogenizovanym
homogenizatorem nejsou vyznamné.
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Obr. 26 Porovnani vysledk( stanoveni SARS-CoV-2 GE v podilech vzork( odpadni vody s riznym typem
homogenizace.

3.2.6  Porovnani uchovani vzorkd pfi -70/-20/543 °C

Byly provedeny pokusy optimalizace skladovani vzorkl. Vysledky ukdazaly, Ze po rozmrazeni
a zamraZeni vzorku na -70 °C dostaneme oproti plvodni koncentraci pouze 22,23 %, koeficient pro
nasobeni = 4,5. Pfi skladovani vzorka v lednici po dobu jednoho tydne ziskame z plvodniho mnozstvi
41,27 %. Pfi stabilizaci vzorku pfidanim polyetylenglykolu (PEG) a skladovani tyden v lednici (53 °C)
ziskdme 76,60 %. Skladovani po delsi dobu v =70 °C vyznamné dale neovliviiuje detekovatelné mnozstvi
RNA SARS-CoV-2 ve vzorcich. Oproti tomu pfi skladovani vzork( pfi -20 °C dochazi k vyznamnym
poklesim koncentraci sledovanych vir( (resp. jejich RNA) v pribéhu ¢asu; tzn. po 1 mésici doslo k
poklesu koncentrace o0 90,25 %, po 3 mésicich 0 95,31 % a po 6 mésicich az 0 96,63 %.

Tj. optimalni postup je okamzité zpracovani vzorku do 24 hodin po odbéru, PEG je vhodné pfidat co
nejdrive, tj. po pfijmu vzorku v laboratofi. V pfipadé nutnosti je mozné vzorek skladovat v lednici po
pfidani PEG po dobu jednoho tydne. Pfi nutnosti delSiho uchovani vzorku je nutné rychlé zamrazeni na
-70 °C.

3.2.7 Testovani vlivu zvySené Cetnosti odbéru vzork( — 2x tydné

V 17. a# 19. tydnu 2022 bylo na COV Brno a COV Kladno provedeno posouzeni vlivu zvy$ené cetnosti
vzorkovani (2x tydné) ve srovnani s bézné provadénou cetnosti 1x tydné. V daném obdobi se pocty
nahlasenych pozitivné testovanych osob pohybovaly cca mezi 80 az 1200, tj. v dobfe stanovitelnych
hodnotach GE SARS-CoV-2. PfestoZe doba trvani pokusu byla na zobecnéni vysledk( kratka, byly mezi
obéma sadami vzork( prokazany rozdily. Na obr. 27, 28 a 29 jsou znazornény vysledky testu. Kompletni
vysledky jsou uvedeny v tabulce T1.12 v Pfiloze T1 (Vysledky_tabelarné).
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Obr. 27 Posouzeni vlivu zvySené Cetnosti vzorkovani (2x tydné) ve srovnani s bézné provadénou
¢etnosti 1x tydné na COV Brno.

8,00E+01 250
7,00E+01
200

6,00E+01
£
—
< 5,00E+01 150
o N
;-j 4,00E+01 ~ e
= ~
Q ~
2 3,00E+01 ~ ” 100
g ~ ”

”
2,00E+01 N
50
1,00E+01
0,00E+00 0
27.042022 02.05.2022 04.05.2022 09.05.2022 11.05.2022
Cov Kladno
Pocet pozitivné testovanych osob v den odbéru mmmm 2x tydné
m— 1x tydné == == 2 Procento klouzavého priméru (2x tydné)

Obr. 28 Posouzeni vlivu zvysené cetnosti vzorkovani (2x tydné) ve srovnani s béziné provadénou
¢etnosti 1x tydné na COV Kladno (Vrapice).
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Obr. 29 Srovnani vlivu zvySené ¢etnosti vzorkovani (2x tydné) ve srovnani s bézné provadénou cetnosti
1x tydné).

Vysledky ukazaly, Ze pti Cetnosti 2 odbérl tydné lze ziskat presnéjsi predstavu o vyvoji epidemické
situace, které je vhodné pro aktivni sledovani trendu probihajici epidemie a zpfesnéni a potvrzeni
nastalé vyznamnéjsi zmény a eliminaci vykyv( v obsahu virové RNA. Vhodné je vzorkovani provadét
s odstupem 3 dn( bez zahrnuti vikendl, z ddvodu odliSného Zivotniho reZimu obyvatel. Pro
dlouhodobé preventivni sledovani je dostacujici cetnost odbér( 1x tydné.

3.3 Vybér COV

Do souboru sledovanych COV byly vybrany ¢istirny rGznych kategorii, s riznymi charakteristikami, aby
bylo moiné udélat porovnani a vybrat COV nejvhodné&jsi pro Gcely epidemiologického monitoringu.
Pro vybér COV a pro ziskani podrobnych informaci o nich byla pouZita data z majetkové a provozni
evidence vodovod(l a kanalizaci, data z vodni bilance, kterou spravuje oddéleni HEIS VUV TGM
a z kanaliza¢nich Fadd. Pro ucely projektu bylo zpracovano 66 COV, na kterych bylo provadéno od
dubna 2020 do 2022 vzorkovani odpadnich vod. Vzorkovani odpadnich vod probihalo na Uzemi celé
Ceské republiky a kromé Libereckého kraje byly zastoupeny COV ze viech kraji, pficemz nejvice jich
bylo vybrano v Jihomoravském kraji — konkrétné 13. Piehled vybranych COV je uveden v tab. 5. Mezi
vzorkovanymi mésty bylo 8 z 10 nejvétsich mést v CR (v tabulce jsou zvyraznény tuéné). Mezi nejvétsimi
mésty chybi pouze Liberec a Hradec Kralové. Vycet viech sledovanych COV, véetné napojenych obci
a jejich dullezité vodohospodarské charakteristiky jsou uvedeny v Priloze T2.
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Tab. 5 RozloZeni sledovanych COV v krajich CR.

Kraj Obce (€COV) pocet
HI. mésto Praha | Praha (stdvajici a nova vodni linka) 2
Stfedocesky Beroun, Cernogice, Dobfichovice, Hostivice, Mé&lnik, Roztoky, Vrapice 7
(Kladno)
Jihocesky Ceské Budéjovice, Husinec, JindfichGv Hradec, Pisek, Tabor, Tabor- 6
Klokoty
Plzensky Domatzlice, HolySov, HorSovsky Tyn, Plzen, Starkov 5
Karlovarsky Cheb, Karlovy Vary, Maridnské Lazné 3
Ustecky Litomé&fice, Petrovice, Usti nad Labem, Nizebohy 4
Kralovehradecky | Broumov, Kramolna, Mezimésti, Nachod, Nové Mésto nad Metuji, 8
Studnice, Teplice nad Metuji,
Teplice nad Metuji - Podhradi
Pardubicky Pardubice 1
Vysocina Havli¢k(iv Brod, Pelhfimov, Zdirec nad Doubravou 3
Jihomoravsky Blansko, Brno, Breclav, Bucovice, Bzenec, Ivancice, Slavkov u Brna, 13
Straznice, Tetcice, Tisnov, Uhfice, Vy$kov, Znojmo, Zidlochovice
Olomoucky Konice, Olomouc, Prostéjov, Pferov, Uni¢ov 5
Moravskoslezsky | Frydek-Mistek, Karvina, Opava, Ostrava 4
Zlinsky Buchlovice, Uherské Hradisté, Uhersky Brod, 4
Velehrad

V tab. 6 je uvedeno rozdéleni sledovanych COV podle kategorii dle EO a k nim pocet obyvatel, ktefi
jsou na danou COV pfipojeni. Nejvice vybranych COV bylo z kategorie mezi 10 — 100 tisici
ekvivalentnimi obyvateli. Vétsina sledovanych COV obsluhuje vétsi spadové oblasti a je na ni napojeno
mnoZstvi mensich obci.
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Tab. 6 Rozdéleni sledovanych COV podle kategorii.

kategorie podle EO pocet vybranych COV | pocet napojenych obyvatel
Nad 100 tis. 9 2420 884
10-100 tis. 36 953174
2-10 tis. 13 71116
Do 2 tis. 8 6 269
celkem 66 3451443

Na uzemi 38 vzorkovanych obci se vyskytuji nemocniéni zatizeni, kde je predpoklad vyssiho vyskytu
pozitivnich pacient(l s covid-19. Vét$ina obci ma jednotnou kanalizaci, kterd na COV odvadi jak
splaskovou, tak i pfipadnou srazkovou vodu a priimyslovou odpadni vodu. V tab. 7 je uveden prehled
mnozstvi ¢isténych odpadnich vod na sledovanych COV za rok (sefazeno od nejvétiiho k nejmensimu)

a primérny denni pritok.

Tab. 7 Pfehled mnoZstvi ¢isténych odpadnich vod na sledovanych COV za rok a priimérny denni pritok.

obec (COV) mnoizstvi Q obec (CoV) mnoizstvi Q

¢isténych | primérny ¢isténych | primérny

oV (tis. denni OV (tis. denni

m3/rok) (m3/den) m3/rok) | (m3/den)
Praha 102 529 354 239 | Tabor-Klokoty 1198 4226
Brno 36783 137 000 | Tisnov 1155 2726
Ostrava 29902 95 367 | Broumov 1124 7233
Plzen 16 261 65 000 | lvancice 1121 2999
Ceské Budéjovice 16 109 34 122 | Mélnik 1071 7 200
Pardubice 14 354 42 466 | Bzenec 1018 3730
Olomouc 13404 42 466 | Tetcice 882 2246
Usti nad Labem 9 047 51 840 | Roztoky 873 4280
Frydek-Mistek 7 343 40 456 | Nové Meésto nad 817 4 500

Metuji

Karlovy Vary 7176 24 806 | Slavkov u Brna 787 1503
Prostéjov 6 658 43 200 | Hostivice 631 1595
Opava 5795 21252 | Bucovice 598 1477
Karvina 5397 31000 | Straznice 563 1735
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Podhradi

Pferov 4 507 30 700 | HorSovsky Tyn 518 2 053
Vrapice (Kladno) 3883 18 251 | Cernogice 481 1751
Nachod 3767 10 100 | Konice 396 379
Jindfichdv Hradec 3345 15 000 | Holysov 392 1458
Uherské Hradisté 3047 11 000 | Dobfichovice 364 1100
Cheb 2989 13 824 | Teplice nad Metuji 240 997
Havlickav Brod 2812 11 500 | Zidlochovice 228 1584
Vyskov 2 809 9 000 | Starikov 215 815
Beroun 2757 12 078 | Zdirec nad 195 300
Doubravou
Breclav 2754 7 659 | Buchlovice 184 444
Znojmo 2753 19 000 | Velehrad 166 314
Marianské Lazné 2601 9 047 | Husinec 143 660
Pisek 2 569 7 283 | Mezimésti 135 780
Uhersky Brod 2 397 14 085 | Kramolna 63 252
Pelhfimov 2 368 10 000 | Uhfice 59 134
Litoméfice 2262 6 798 | Petrovice 38 150
Blansko 1530 4 881 | Studnice 27 180
Unicov 1426 4 338 | Tabor 15 56
Domatzlice 1249 4 027 | Teplice nad Metuiji - 8 65

3.4 Stanoveni neopterinu v odpadnich vodach

3.4.1 Vyvoj metody stanoveni neopterinu v odpadnich vodach

Vyvoj metody: Surova komunalni odpadni voda predstavuje zanalytického hlediska znacné
komplikovanou matrici, ktera s nejvétsi pravdépodobnosti mliZze vykazovat vyznamné matricni efekty,

s nimiz je nutno pfti vyvoji metody pocitat.

Pro stanoveni neopterinu v odpadni vodé se zda jako nejvhodné;jsi pouZit metodu izotopového fedéni.
Deuteriovany standard neopterinu bohuZel neni na trhu k dispozici. Proto byl jako interni standard
nejdfive vybran rhamnopterin (6-(L-1,2,3-trihydroxybutyl)-pterin; Toronto Research Chemicals)
pouzivany pfi stanoveni neopterinu v moci (Schmidt 2006). Pouziti tohoto interniho standardu pro
stanoveni neopterinu v odpadni vodé se vsak ukazalo jako nevhodné z dlivodu jeho reakci s matrici
vzorkd. Proto byla nasledné testovana metoda redéni vzorkd s pridavkem i bez pridavku interniho
standardu. Avsak ani fedéni vzorku reakcim rhamnopterinu s matrici nezabranilo, proto se dale
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pokracovalo ve vyvoji metody pouze s 10x ziedénymi vzorky, bez pfidavku interniho standardu.
Spravnost metody byla ovéfena metodou standardniho ptidavku.

Stanoveni neopterinu bylo zaloZzeno na chromatografické separaci latek ze vzorku kapalinovou
chromatografii, jejich ionizaci elektrosprejem v negativnim mdédu a detekci hmotnostnim detektorem
na principu trojitého kvadrupdlu (MS prechody uvedeny v tab. 8. Identifikace a kvantifikace byla
provedena pomoci softwaru Sciex OS. Vzorek surové odpadni vody byl pfed vlastnim stanovenim
vytemperovan na laboratorni teplotu a poté prefiltrovan ptes filtr z regenerované celulézy o porozité
0,22 um (Whatman).

Tab. 8 MS prechody.

EP CE CXP (vystupni
Prechody (vstupni (kolizni | potencial na
potencidl) | energie) | kolizni cele)
Nazev latky
Q3
Q1 (prekurzor) | (produktovy (V) (V) (\)
ion)
252 192 -10 -20 -9
Neopterin
252 147 -10 -34 -18
Rhamnopterin 266,1 192 -10 -21 -9

Pro chromatografickou separaci byla pouzita nejdfive kolona Synergi Fusion-RP 80 A. Na této koloné
se neopterin nezadrZoval a byl eluovan hned na zacatku analyzy. Jako dalsi moznost byla pouzZita kolona
Atlantis T3 s predkolonou Atlantis. S touto kolonou a gradientem uvedenym v tab. 9 byl neopterin
eluovén v 4,7 minuté.

Chromatografické podminky:

Kapalinovy chromatograf: Excion LC

Hmotnostni detektor: Sciex Triple Quad 7500 QTRAP ready
Predkolona: Atlantis T3, 3 um, 2,1x5 mm (Waters)

Kolona: Atlantis T3 3 um, 3,0x100 mm (Waters)
Teplota kolony: 30°C

Mobilni faze A: 0,002% vodny roztok kyseliny mravenci
Mobilni faze B: 0,002% methanolovy roztok kyseliny mravenci.
Pratok: 0,3 ml/min

Objem nastfriku: 20 ul

ZpUsob nastriku: primy
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Tab. 9 Gradient mobilni faze.

v

Cas Mobilni faze A (%) Mobilni faze B (%)
0,0 98 2

2,0 98 2

4,0 80 20

6,0 0 100

9,0 0 100

9,1 98 2

13,9 98 2

Na pfipravu kalibracni fady byl pouzit analyticky standard D—neopterin CAS Number: 2009-64-5
(Toronto Research Chemicals). Linearni rozsah kalibraéni kfivky byl v rozmezi 0,05 — 10 ug/|, viz. obr.

30. V tomto rozmezi se pohybovaly i koncentrace neopterinu v mérenych vzorcich.

Area

3.0e6

2.5¢6

2.0e6

1.5¢6

1.0e6

5.0e5

fCalibration for Neopterin 1:y = 3.36814€5 x + -8197.79648 (r = 099930, * = 0.99878) (weighting: 1/x)
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Obr. 30 kalibra¢ni graf stanoveni neopterinu 0,05-10 ug/I.

Postup metody po optimalizaci: v pouzité analytické metodé vyvinuté v rdmci projektu je neopterin

identifikovan porovnanim retencniho casu s retenénim casem standardu a shodnosti intenzit dvou
sledovanych prechodl neopterinu ve vzorku a v kalibra¢nim roztoku. Kvantifikace je provadéna na
zakladé hodnot vypoctenych pomoci kalibraéni kfivky metodou kalibrace na vnéjsi standard.

Jako nezbytné se pfi stanoveni neopterinu v odpadnich vodach jevi fedéni vzork( vzhledem
k vyznamnému matriénimu efektu. Matrice silné sniZuje ionizaci analytu v hmotnostnim detektoru.
Ukazka ovlivnéni signalu matrici je uvedena na obrazcich, viz. obr. 31 a 32. Z porovnani je zfejmé, Ze u
nefedéného vzorku je intenzita signalu méné nez polovicni oproti vzorku, ktery byl 10x nafedén.
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3365 01 - Meopterin 1 (Unknown) 252.0 7 192.1 - (Path: DASCIEX OS Data\SKOLENNData\2 11202 .wiff2), (sample Index: 60)
Area: 1410 Q Height: 20235, RT: 4.05 min

Intensity

0 Hs sg ss 60 65 70 75 80 85 00 05
Time, min

Obr. 31 Nizkd intenzita signalu v nefedéném vzorku.
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Obr. 32 Zvysenad intenzita signdlu v fedéném vzorku.

PFi vyvoji metody byly méreny vzorky se standardnim pfidavkem. Primérna vytéznost standardniho
pridavku pfi cetnosti opakovani 10 je 97 % a RSD 12,5. Primérna vytéznost kalibraéniho bodu 0,5 ug/I
pti Cetnosti opakovani 10 je 101,1 % a RSD 6,2. Mez stanovitelnosti 0,05 ug/| byla stanovena na zakladé
poméru signal:Sum 10:1.

Byla vyvinuta a validovana analytickd metoda stanoveni neopterinu v odpadnich vodach na principu
kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS). Tato metoda splriuje
naroky projektu. Vyvinutou metodou bylo zpracovano pfriblizné 120 realnych vzork( odebranych
prevazné v Praze, Brné a Kladné, dale v Pardubicich, Hostivicich, Plzni a Roztokach.

Odbéry a preduprava vzorkd: pro stanoveni neopterinu byly odebirany ve vétsiné pfipadd 24hodinové
kompozitni vzorky komunalni odpadni vody na piitoku na COV po hrubém pred¢isténi (za Eesly). Vzorky
byly bezprostfedné po odbéru dopraveny do laboratofe. Pokud nebylo moZné vzorky okamzité
analyzovat, byly zmrazeny pfi -20 °C. Pfi této teploté byly uchovavdny aZ do vlastniho stanoveni.
K odbéru a zamrazeni byly pouZzity polypropylenové nebo polyethylenové vzorkovnice o objemu 500
ml. Vzorek surové odpadni vody skladovany pfi teploté -20°C byl pred vlastnim stanovenim po
rozmrazeni vytemperovan na laboratorni teplotu. VSechny vzorky byly pred stanovenim prefiltrovany
pres filtr z regenerované celulézy o porozité 0,22 um (Whatman).

Vzorky nebyly konzervovany. Nebylo prokdzano, Ze by pfti skladovani vzorkl pfi teploté -20 °C
dochazelo ke ztratdm monitorovaného analytu.

Celkem bylo odebrano a analyzovano 116 vzorkd z 9 odbérnych mist. Ve vSech analyzovanych vzorcich
byl neopterin identifikovan a kvantifikovdan. Minimalni stanovend koncentrace byla 0,10 ug/I,
maximalni koncentrace byla 11,2 ug/I.
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3.4.2 Vyhodnoceni vysledk( stanoveni neopterinu

Vysledky stanoveni neopterinu ve vybranych vzorcich jsou uvedeny v T4 v Pfiloze.

Vybér odbérnych mist vychazel z moznosti ovlivnénych aktudlni situaci ovlivnénou vlastni pandemii —
moznosti odbért na jednotlivych COV, dopravy do VUV, atd. V lokalitdch Pardubice, Plzer, Hostivice
a Roztoky probéhlo vidy pouze nékolik odbérd. V téchto lokalitdach byly vzorky pro stanoveni
neopterinu odebrany ctyfikrat nebo pétkrat (Roztoky u Prahy, Pardubice) s pfiblizné mési¢ni frekvenci.
V Roztokach bylo stanoveni neopterinu v jednom pfipadé realizovdno ve vzorcich odebranych jak na
pritoku, tak na odtoku z COV.

Z tohoto malého poctu stanoveni v jednotlivych lokalitdch nebylo moZné vyvozovat hodnovérné
zavéry. Pi porovnani koncentrace neopterinu na pfitoku na COV Roztoky a na odtoku v téze COV Ize
konstatovat, neopterin byl v pribéhu Upravy odpadni vody témér odstranén, z hodnoty 3,3 ug/l poklesl
na 0,1 ug/I pfi mezi stanovitelnosti 0,05 ug/Il. Toto konstatovani je vsak spiSe zajimavosti, eventualné
by mohlo byt vyuzZito v pfipadném projektu zaméreném na sledovani neopterinu v Cistirenském
procesu.

€oV Kladno (Vrapice)

Na piitoku na COV Kladno (Vrapice) bylo pro stanoveni neopterinu odebrano a analyzovano celkem
43 vzorkd komunalni odpadni vody, do hodnoceni byly zahrnuty vzorky odebirané jako 24-hodinové
slévané vzorky (S24), pouze vzorky odebrané ve dnech 4. 3. a 16. 4. 2021 byly odebrany jinym
zpUsobem (18-hodinové slévané vzorky; S18). Vzorky byly odebirany od poloviny kvétna 2021 do
poloviny bfezna 2022 s tydenni frekvenci. V bfeznu a dubnu 2021 byly intervaly mezi jednotlivymi
odbéry vzorkd vody pro stanoveni neopterinu deli. Na této COV byly vzorky pro stanoveni neopterinu
odebirany nejdelsi dobu a s nejvyssi frekvenci odbérd.

Z obr. 33 a 34 je zfejmé, Ze v obdobi jednotlivych vin epidemie covid-19 doslo k vyznamnému zvySeni
koncentraci neopterinu v komunalni odpadni vodé. Ke zvySeni koncentrace neopterinu dochazelo jak
v predstihu pred udaji o zvySujicim se poctu pozitivné testovanych osob, tak pred zvySovanim hodnot
stanovovanych metodou PCR.
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Obr. 35 Porovnani po¢tu pozitivné testovanych osob v den odbéru a mnozstvi SARS-CoV-2 GE/1ml
v komunalni odpadni vodé na pfitoku na COV Kladno (Vrapice).

Obr. 35 je uveden pro srovnani - viny zvySeného poctu pozitivné testovanych osob a mnoZstvi SARS-
CoV-2 GE/1ml odpadni vody jsou tésnéjsi ve srovnani s obr. 33, tedy s vinou zvySené koncentrace
neopterinu a poctu pozitivné testovanych osob.

UCoV Praha

DalSi monitorovanou aglomeraci byla Praha. Odpadni voda z kanaliza¢ni sité je v sou€asnosti rozdélena
mezi dvé vodni linky — stdvaji a novou. Na stavajici vodni linku jsou odvadény vody ze stok B, D, E a F,
na novou vodni linku stoky ACK. Objem vod zpracovavanych na obou vodnich linkach je pfiblizné stejny.
Odebirany byly 24hodinové slévané vzorky (524), pouze 7. 4. a 20. 4. 2021 byly odebrany 18hodinové
slévané vzorky (SA18), a to na obou vodnich linkach.

Nebyly dostupné pocty nakazenych osob podle jednotlivych ¢asti Prahy spadajicich k odpovidajicim
kanaliza¢nim stokdm, proto jsou k porovnani pouZita u obou stok stejna Cisla, tj. pocty nakazenych
v celé Praze.

Stavajici vodni linka (SVL)

Na stavajici vodni linku jsou odvadény komunalni odpadni vody spiSe ze severni ¢asti mésta. Neopterin
nebyl stanovovan ve vsech vzorcich odebranych na SVL, na obr. 36 je graficky znazornéno porovnani
poctu pozitivné testovanych osob v den odbéru vzorku a koncentrace neopterinu v ug/l. | ptes to, Ze
analyzy nebyly kontinuadlni, je i zde zfejmé, Ze v pfipadé narlstu poctu pozitivné testovanych osob
dochazi ke zvySovani koncentrace neopterinu. Ke zvySovani koncentrace neopterinu dochazi
s predstihem pred narlistem poctu pozitivné testovanych osob. Stejny trend potvrzuje i graf na obr.
37, pfi porovnani koncentrace neopterinu a mnozstvi SARS-CoV-2 GE/1ml v komunalni odpadni vodé
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na ptitoku na UCOV Praha — SVL Ize opét konstatovat, Ze ke zvy$ovani dochazi dfive ne? ke zvy$ovani
hodnot SARS-CoV-2 GE. Celkem bylo na stdvajici vodni lince analyzovano pro stanoveni neopterinu
16 vzork(. Jedna se o relativné maly pocet vzork(, také kontinuita odbérd nenfi zcela vhodn3, proto je
uvedené zavéry povazovat za orientacni.
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Obr. 36 Porovnani poctu pozitivné testovanych osob v den odbéru vzorku a koncentrace neopterinu
v komunalni odpadni vodé na p¥itoku na UCOV Praha — SVL.
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Obr. 37 Porovnani koncentrace neopterinu a mnozstvi SARS-CoV-2 GE/1ml v komunalni odpadni vodé
na ptitoku na UCOV Praha — SVL.
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Nova vodni linka (NVL)

Analyza vzork( odebranych na pfitoku na novou vodni linku byla provadéna kontinualné v roce 2021,
a to od pocatku dubna do konce prosince s pauzou v letnich mésicich (erven, cervenec). Celkem bylo
pro stanoveni neopterinu odebrano a analyzovano 18 vzorkd. Na obr. 38, 39 a 40 jsou obdobné grafy
jako pro COV Kladno (Vrapice) a SVL. Ve, co bylo uvedeno pro dvé pfedchozi odbé&rova mista, plati i
v tomto pripadé. Na rozdil od SVL byly intervaly odbér( v podzimnich a zimnich mésicich pfiznivéjsi.
Opét lze tedy konstatovat, Ze nejdfive dochazi ke zvySovani koncentrace neopterinu, nasleduje
zvySovani koncentrace RNA SARS-CoV-2 a narust obou hodnot je potvrzen zvysovanim poctu pozitivné
testovanych osob.

UCoV Praha NVL
porovnani poctu pozitivné testovanych osob a koncentrace neopterin
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Obr. 38 Porovnani poctu pozitivné testovanych osob v den odbéru vzorku a koncentrace neopterinu
v komunalni odpadni vodé na p¥itoku na UCOV Praha — NVL
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UCoV Praha NVL
porovnani koncentrace neopterinu a SARS-Cov-2 (GE/ml)
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Obr. 39 Porovnani koncentrace neopterinu a mnozstvi SARS-CoV-2 GE/1ml v komunalni odpadni vodé
na piitoku na UCOV Praha — NVL.
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Obr. 40 Porovnani poctu pozitivné testovanych osob v den odbér a mnozstvi SARS-CoV-2 GE/1ml
v komunalni odpadni vodé na pfitoku na UCOV Praha — NVL.
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COV Brno

Ani na COV Brno nebyl ve viech vzorcich odebranych pro stanoveni SARS-Cov-2 stanovovan neopterin.
V bfeznu 2021 byly analyzy preruseny a opét zahdjeny byly v fijnu 2021 pfi nastupu dalsi viny nemoci
covid-19. Ukonceny byly v poloviné Unora 2022. Vesmés se jednalo o 24hodinové slévané vzorky (S24),
v pfipadé vzorkd odebranych dne 9. 3. a 23. 3.2021 se jednalo o 18hodinové slévané vzorky (518).
Celkem bylo pro stanoveni neopterinu zpracovano 15 vzorkd.

Vysledky analyz vzorki komunalni odpadni vody odebrané na pfitoku na COV Brno potvrzuji trendy
zjisténé jak na COV Kladno (Vrapice), tak na obou vodnich linkach UCOV Praha, grafické znazornéni
téchto vysledkl je na obr. 41, 42 a 43.
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Obr. 41 Porovnani poctu pozitivné testovanych osob v den odbéru vzorku a koncentrace neopterinu
v komunalni odpadni vodé na pfitoku na COV Brno.
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¢oV Brno
porovnani koncentrace neopterinu a SARS-Cov-2 (GE/ml
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Obr. 42 Porovnani koncentrace neopterinu a mnozstvi SARS-CoV-2 GE/1ml v komunalni odpadni vodé
na piitoku na COV Brno.
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Obr. 43 Porovnani poctu pozitivné testovanych osob v den odbér a mnozstvi SARS-CoV-2 GE/1ml
v komunalni odpadni vodé na pFitoku na COV Brno.
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3.4.3 Shrnuti vysledkd monitoringu neopterinu v odpadnich vodach

Neopterin patfi k vybornym prediktorim zanétlivych chorob, mezi které patfi i covid-19. Vzhledem
k tomu, Ze je vylu€ovdn moci a tim padem je soucasti komunalnich odpadnich vod, rozhodli jsme se
oveérit mozZnost jeho vyuZiti jako nastroje véasného varovani pred nastupem této nové choroby presto,
Ze se jedna o nespecificky biomarker. Pro toto stanoveni byla vyvinuta a validovana vhodna analyticka
metoda. Metoda nevyZaduje sloZitou predupravu (filtrace, fedéni vzorkd), vlastni analyza jednoho
vzorku je rychla (cca 15 minut), vyhodnocovani namérenych hodnot rovnéz.

Vzhledem k prioritnimu zaméreni projektu COVMON na stanoveni SARS-CoV-2 a jeho vyuiZiti jako
nastroje v€asného varovani pred ndstupem zvySeného vyskytu onemocnéni covid-19, nebylo mozno
provést analyzu neopterinu ve vsech v projektu odebranych vzorcich. Pro stanoveni neopterinu bylo
zpracovano celkem 116 vzork( z 9 odbérnych mist. Odbérna mista (jednotlivé COV) byla vybrana dle
aktualnich moznosti a ochoty ke spolupréci ze strany COV. Ve véech odebranych vzorcich bylo mozno
neopterin stanovit, mez stanovitelnosti byla 0,05 ug/| odpadni vody.

Neopterin je stabilni i ve zmrazenych vzorcich, proto nepredpokladame, zZe by stanoveni bylo ovlivnéno
skladovanim vzork( pfi -20 °C; ke zmrazeni se pfistupovalo v pfipadé, Ze nebylo moZzno vzorky odpadni
vody zpracovat bezprostfedné po odbéru. Vzhledem k relativné vysokym koncentracim neopterinu
v odpadni vodé nevyZadovaly vzorky zakoncentrovani pred vlastni analyzou, po filtraci pres filtr
z regenerované celuldzy o porozité 0,22 um byly kvuli sniZzeni matri¢niho efektu vzorky 10x redény
ultracistou vodou. Ke kvantifikaci byla pouzita metoda kalibrace na vnéjsi standard.

Ve vSech lokalitdch monitorovanych pro analyzu neopterinu delsi dobu a s vyssi frekvenci odbérd byly
pozorovény stejné trendy presto, 7e se jednalo o aglomerace a COV s rozdilnym po&tem obsluhovanych
obyvatel (Kladno, Brno, Praha). Je mozné, Ze dochazi ke ztratam v kanalizacni siti — degradace, zachyt
na pevnych casticich obsazenych v odpadni vodé a na narostech v kanalizacni siti, ale tato sledovani
nebyla v ramci projektu COVMON provadéna. Vzhledem k tomu, Ze cilem bylo zjisténi trendd, tj. narlst
¢i pokles mnoZstvi neopterinu v odpadni vodé, nebylo ani aktudlné nutné se touto problematikou
zabyvat.

Neopterin je nespecificky bioindikator zanétlivych onemocnéni, nelze tedy zjisténé koncentrace
vztahovat pouze k poctu osob nemocnych jednou chorobou, v tomto pfipadé covid-19.

Lze predpokladat, Ze se neopterin vyskytuje v odpadni vodé stale, ale nemame k dispozici Zadna data
mimo obdobi pandemie nemoci covid-19.

Bylo by zajimavé sledovat koncentrace neopterinu i v pribéhu dalsiho roku ¢i let a zjistit, zda dochazi
k narlstu koncentrace neopterinu napt. pfi epidemii chfipky, ktera byla diky restrikcim v obdobi Sifeni
nemoci covid-19 zcela potlac¢ena.

Median inkubaéni doby pro covid-19 je 4 - 6 dni, ale mlzZe trvat také az 14 dni. Neopterin se dle
literarnich zdroji objevuje v modi jiz treti den po infikovani pacienta (Al-kuraishy 2021). Pfi aplikaci
epidemiologického pristupu k odpadnim vodam je tedy analyzovatelny jesté dfive, neZ se u pacienta

projevi pfiznaky choroby.

Vysledky ukazaly, Ze nejdfive dochazi ke zvySovdani koncentrace neopterinu, nasleduje zvySovani poctu
virovych castic SARS-CoV-2 a narlst obou hodnot je potvrzen zvySovanim poctu pozitivné testovanych
osob.

Na zakladé v projektu COVMON zjisténych skutecnosti lze konstatovat, Ze neopterin jako prediktor
zanétlivych onemocnéni se jevi byt vhodnym nastrojem pro monitoring téchto onemocnéni z pohledu
epidemiologického pristupu k odpadnim vodam (SIMS 2020) a bylo by pfipadné zaradit ho mezi
sledované latky i jako ndastroj véasného varovani pred nastupem infekcénich zanétlivych onemocnéni.
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3.5 Testovani klinickych vzorku

3.5.1 Stanoveni viru SARS-CoV-2 a neopterinu v moci

Metodika studie pediatrickych pacientl: S nastupem zhorsujici se epidemiologické situace
a vzrlstajicimi pocty nemocnych byla na konci roku 2021 zahajena studie prikazu vyskytu RNA SARS-
CoV-2 a dalSich markerovych molekul v mod¢i détskych pacientd. Tato studie po schvaleni Etickou
komisi a souhlasu rodi¢l k poskytovani vzorkd modci détskych pacientl byla provadéna v ordinaci
pediatrie Roudnice n. Labem s cilem prokdzat vylucovani RNA SARS-CoV-2 a neopterinu jako
nespecifického markeru provazejiciho virovd onemocnéni moci. Do studie byli zahrnuti dobrovolnici ve
vékovém rozmezi 2 - 19 rokd Studie byla cilena na pacienty v prvni fazi onemocnéni u pfiznakovych
jedincl s pozitivhim prokazanym pozitivnim testem PCR na pfitomnost RNA SARS-CoV-2 od 1 do 3 dnll
od projevu prvnich pfiznakll nemoci. Ve sledovaném obdobi v prvnim pololeti roku 2022 byly
podchyceny pfipady nemoci v obdobi zvlasté vysokého vyskytu onemocnéni covid-19 v populaci (druha
vlina epidemie). Tato studie méla za cil prokazat jako mozZnou cestu vstupu virovych ¢astic do odpadnich
vod modi pacientd. Dalsim markerem onemocnéni u pozitivné testovanych priznakovych pacientd,
ktery studie vyuZila a je pridvodcem infekcnich virovych onemocnéni, byl neopterin. Vysledky obou
sledovanych parametr( by takto mohly byt vyuZity pro predikci zhorsujici se situace a nastupu dalsi
viny onemocnéni v populaci, pfipadné v urcité zajmové lokalité v navaznosti na napojeni lokality na
CoV. Priikaz( o vylu¢ovani RNA SARS-CoV-2 neni mnoho, nékteré literarni Gidaje se rozchazeji. Proto
jsme studii cilili na prokazatelné priznakové pacienty. Vzorky moci pacientd byly analyzovany na
pritomnost RNA SARS-CoV-2 v laboratofi VUVel metodou RT-PCR, pfi¢em? izolace nukleovych kyselin
byla provedena komercéné dostupnou soupravou Viral RNA Mini Kit (Qiagen) dle navodu vyrobce. Ke
stanoveni specifickych oblasti genomu SARS-CoV-2 byly pouZita stejnd metoda (stejné cile) RT-gPCR,
jako u analyz odpadnich vod.

Vysledky nasi studie prokazaly u témér 30 % priznakovych jedincl vylucovani RNA SARS-CoV-2 modi,
coz je nami ocekavany vysledek. Podle nékterych Udaja v literatufe se RNA viru moci vylucuje jen
u mizivého procenta priznakovych pacient(, tj. u <5 % potvrzenych infekci (Peng et al.,2020). Rovnéz
koncentrace neopterinu v moci se u nemocnych s covid-19 prokazatelné zvysuje.

3.5.2 Stanoveni neopterinu v moci

U détskych pacientl s onemocnénim COVID-19 s prokdzanym PCR testem bylo provedeno vysetieni
stejnych (totoznych) vzorkl modi soucasné i na koncentraci neopterinu. Soucasné byla v kazdém
vzorku moci stanovena hodnota kreatininu. Vysledek byl vyjadien pomérem neopterin/kreatinin
v jednotkach pmol neopterinu/mol kreatininu.

Vzorky mo&i na neopterin i kreatinin byly stanoveny ve VVyzkumné laboratofti Ustavu klinické biochemie
a diagnostiky FN Hradec Kralové metodou HPLC. Neopterin v moci byl stanoven pomoci upravené
metodiky (Melichar et al., 2006). Pfed analyzou byly vzorky moci centrifugovany po dobu 45 s pti 14
000 x g. Poté bylo odebrano 100 pl moci a zfedéno 1 ml fosfatového pufru (15 mmol/L, pH 6,45), vzorky
byly zfiltrovany pomoci mikrotitracni desky s filtry. Jeden pl filtratu byl nastfikovan na kolonu. Pro
separaci neopterinu a kreatininu v moci byl pouZit chromatograficky systém Prominence LC 20 HPLC
(Shimadzu, Kyoto, Japonsko) s UV a fluorescenénim detektorem, stacionarni fazi byly dvé sériové
zapojené monolitni kolony RP-18e (4.6mmx50mm, 3.0mmx100mm) jako mobilni faze byl pouZit 15
mmol/| fosfatovy pufr o pH 6,45. Pritok mobilni faze byl nastaven na 1 ml/min. Celkovy ¢as analyzy byl
5 min. Neopterin byl detekovan fluorescenéné (353 nm excitacni a 438 emisni vinova délka) a soucasné
kreatinin byl detekovdn pomoci UV pfi 235 nm.

Z celkového poctu 106 analyzovanych vzork(l moci bylo u 94 vzork( prokazano vyrazné zvyseni hodnoty
neopterinu oproti referencnim hodnotdm. Pouze u 12 vzork( byla hodnota na drovni spodni hranice
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referen¢ni hodnoty nebo tésné pod jeji hodnotou. Hodnota neopterinu/kreatininu byla ve vzorcich
détskych pacientl s covid-19 zvysena v priméru aZ Sestinasobné.

Vysledky jsou dostatecné prlikazné a potvrzuji spravnost hypotézy o vhodnosti sledovani neopterinu
v odpadnich vodach v souvislosti s vyluCovanim tohoto biomarkeru moci ve zvySenych hodnotach
v souvislosti s epidemii virovych onemocnéni véetné SARS-CoV-2.

Vysledky studie jsou uvedeny graficky, viz. obr. 44.

Pomér neopterin/kreatinin v moci (umol/mol)

referen¢ni hodnota neopterin/kreatinin (umol/mol)

Obr. 44 Hodnoty neopterinu/kreatinin (umol/mol) v mo¢i détskych pacientl s covid-19.

3.6 Vysledky monitoringu RNA viru SARS-CoV-2 v odpadnich vodach

Za ucelem ziskani analytickych dat, pro ovéreni moZnosti vytvoreni systému véasného zachyceni
varovného signalu nastupujici nebo probihajici epidemiologické situace v CR a jeho lokalizace byl
provadén systematicky monitoring komunalnich odpadnich vod SARS-CoV-2. Kompletni datova sada
obsahuje data z pilotniho monitoringu v roce 2020, ziskana v ramci Fedeni grantu VUV, data ziskana
v ramci projektu COVMON v letech 2021 a 06/2022 a od 07/2022 data z pokracujiciho grantu VUV,
financovaného z institucionalnich prostfedkd MZP.

3.6.1 Etapy monitoringu COV

Celkem bylo v rdmci monitoringu sledovano 66 COV riiznych velikostnich kategorii, vybér byl proveden,
tak aby byly zafazeny rGzné typy COV se zohlednénim dostupnosti vzorki (logistika svozu, ochota
provozovateld). Do konce listopadu 2022 bylo odebrano vice nez 900 vzorkd. Bliz$i popis COV je uveden
v kap. 3.3, lokalizace je znazornéna na obr. 45. V pribéhu sledovani byly analyzovany riizné typy vzorkd
(prosté, slévané 24hodinové vzorky typu C nebo B).

65



kategorie COV podle EO

O nad 100 tis.

O 10-100 tis
O 210t

O do2tis
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vodni tok

Jea

0 25 50 100 km

©CUzZK

Obr. 45 Lokalizace 66 sledovanych COV na tzemi CR.

Monitoring probihal v nasledujicich 4 etapach:

1. etapa — 04-06/2020: bylo zatazeno 34 COV (vé&. 6 COV, sledovanych SOVAKem. Etapa byla
charakteristickd nizkou prevalenci nemoci covid-19 na celém Gzemi CR. Vybér COV sméfoval do oblasti
s pozitivnimi nalezy infikovanych osob. Priikaz SARS-CoV-2 byl provadén pouze kvalitativné. Lokalizace
sledovanych COV je uvedena na obr. 46. Odbéry i analyzy byly financovény z grantu VUV.

@ prezentovana Cov
kategorie COV podle EO

O nad 100 tis.
O 10-100 tis

Ceskeé Budéjovice

O 201s
O do2ts
®  mésto
vodni tok
Zpracovano v ramci projektu V104000017 VyuZiti monitoringu odpadnich vod
[ Jako nstroje vEasného varovani pred vznikem epidemiologické stuace”
- 2 programu 4 VS BV Iil, 2021-2022 na oddéleni GIS a kartografie. v—
Ll hranice ¢r & 95 80 100 km |©VOVT G. Masaryka. v.v. I, 2022 o
[ R T R T R T | Podkladové data ®CUZK a DIBAVOD Rl

Obr. 46 Lokalizace 34 COV sledovanych v 1. etapé monitoringu.
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2. etapa — 11/20 a7 12/20: ve druhé etapé bylo odebrano 266 vzorkd ze 49 COV, viz. obr. 47 s nizkou
Cetnosti odbérd (1-2x). Byla zachycena 2. vina epidemie. Bylo provedeno urceni citlivosti metody.
Odbéry byly financovény z grantu VUV, analyzy zamraZenych vzork( z projektu COVMON.

.
Liberec

4 Miada Boles iy

& B
Hradec Kralove!

@ prezentovana Cov
kategorie COV podle EO

nad 100 tis.

O 10100 ts
O 2101ts

Geske Budsjovice |

O do2ts
® mésto
vodni tok
2Zpracovano v ramci projektu V104000017 VyuZiti monitoringu odpadnich vod
[k Jako néstroje véasného varovéni pred vznikem epidemiologické stuace”
% : programu 4 VS BY ll 20212022 na oddéleni GIS a kartografie. 7y
i,____!;mamce Cr 25 50 100 km |©VUVT G. Masaryka.v.v. i, 2022 e
o A T e w6 Podkladova data ®CUZK a DIBAVOD IcH

Obr. 47 Lokalizace 49 COV sledovanych ve 2. etapé monitoringu.

3. etapa —02/21 a7 05/21: ve 3. etapé bylo odebrano 167 vzorkd ze 13 COV s vy$si ¢etnosti (1x za 1-2
tydny). Bylo vybrany COV rlznych typ@. Byl zachycen ndastup, vrchol a pokles 3. viny, viz. obr. 48.
V rdmci etapy byly provadény pokusy vedouci k ovéfovani procesu vzorkovani — viz kap. 3.2.

4 Miada Bolesiav :
il
,

& \
Hradec Kralove!

@ prezentovana GOV
kategorie COV podle EO

OHBMM(IS &, ' Ceske Budéjovice s

O 10-100 tis.
O 201s

O do2ts
® mésto
vodni tok
Zpracovano v ramei projektu V104000017 VyuZiti monitoringu odpadnich vod
[ jako nastroje vEasného varovani pred vznikem epidemiologické stuace”
= programu 4. VS BV Iil, 2021-2022 na oddéleni GIS a kartografie. VW
i hranice ¢r ° 25 50 100 km |©VUVT G Masanjka.v.v. 1, 2022 TcM
o B W L e Podkiadova data ®CUZK a DIBAVOD TGM

Obr. 48 Lokalizace 13 COV sledovanych ve 3. etapé& monitoringu.
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4. etapa — od 05/21- 12/22: v posledni etapé bylo odebrano cca 400 vzork{l na 4 vybranych COV, viz.
obr. 49, tj. stavajici (SVL) a nova (NVL) vodni linka UCOV Praha, COV Brno (Modfice), COV Kladno
(Vrapice) a COV Bieclav. Etapa byla zaméfena na dlouhodobé sledovéni priibéhu epidemie a moZnosti
predikce zmén vyvoje. Etapa poskytla dostatek dat pro statistické hodnoceni. Vysledky etapy byly
pravidelné prezentovany na www.covmon.vuv.cz, véetné porovnani s prlbéhem pocta klinicky
prokdazanych infekci a komentarem aktualniho stavu.

@ oprezentovana Cov
kategorie COV podle EO

O nad 100 tis.

O 10-100 tis
O 210ts

O do2ts

® mésto

Ceske Budgjovice

vodni tok
[:.I Zpracov no v rdmci projektu V104000017 .VyuZiti monitoringu odpadnich vod
kraj & 4ni pred vz é :

programu 4.VS
0 25 50 100 km |©VUVT G. Masaryka.v.v. i 20:
L MR |

== ) L5
LI hanice ¢R 2022 yov

i 1k TM
Podkladové data ®CUZK a DIBAVOD pis Ay

Obr. 49 Lokalizace 4 COV sledovanych ve 4. etapé& monitoringu.

3.6.2 Porovnani vhodnosti velikostnich kategorii COV k WBE monitoringu

RNA viru byla detekovdana ve vzorcich COV viech kategorii. Pfi porovnani velikostnich kategorii COV
bylo zjisténo, Ze nejvétsi podil pozitivnich nalezl byl zjistén v kategorii nad 100 tis. EO (76 %). Velmi
vysoka Uspésnost zachytu (60 %) byla v kategoriich 10—100 tis. EO a do 2 tis. EO V kategorii 2—10 tis.
EO byly vzorky s prokdazanou RNA SARS-CoV-2 v procentudlinim podilu kolem 50 %, viz. obr. 50. Tyto
vysledky ukazuji, Ze pro epidemiologické analyzy Ize pouzit véechny kategorie COV.

68


http://www.covmon.vuv.cz/

500 80
® 76
O e I e L LR 70
oo I etk
® 60 ® 60 60
O et B et ettt
e 5]
2300 F-o--1 b e 50
o
2
3250 f---1 | Feeeeeeeof | e 40 ¥
m
>8 200 F---4 | kmmmmmm—m | e e e -
e 30
150 [---1 | rmmmmmmmml e
20
100 f---1 | rm=emmmme==l ] e e e memeeoememeo oo oo
10
CIOREEEEE L EEEEEEEE R EEEEE e B e L LR E R
0 T T T O
nad 100 tis. 10-100 tis. 2-10 tis. do 2 tis.
cov
pocet vzorkl (04/2020-11/2022) podet pozitivnich vzorkl (04/2020-11/2022) ® % pozitivnich vzorku

Obr. 50 Porovnéni zachytu pozitivnich vzorkd v jednotlivych velikostnich kategoriich COV.

3.6.3 Epidemiologicka data pouzita pro hodnoceni

Vysledky monitoringu odpadnich vod byly porovnavany s verifikovanymi pocty pozitivné testovanych
osob, ze systému ISIN, priibézné zpracovavanych Oddélenim biostatistiky SZU pro konkrétni sledované
lokality. Data do ISINu jsou vkladana z Krajskych hygienickych stanic, systém hlaseni zahrnuje nejen
pfipady onemocnéni koronavirem, ale fadu dalSich infekénich nemoci. V Udajich o kazdém pfipadu je
zaznamenano mnozstvi Udajd, ale kvalita dat neni vZdy stoprocentni. Pacienti byli zarazeni podle mista
trvalého bydlisté, coz nemusi vidy souhlasit se skute¢nym pobytem osoby.

Pro moznost porovnani nejaktualnéjsich vysledk monitoringu odpadnich vod byly vidy pro aktudlni
obdobi vyuzivany volné dostupné uUdaje z covidovych map nebo verejné pristupnych webl pro
jednotlivda mésta (v soucasné dobé https://obce.nery.cz).

Pro porovnani vysledk( jednotlivych COV s celkovymi pocty pozitivné testovanych osob v celé CR byly
pouzivany udaje z https://onemocneni-aktualne.mzcr.cz/covid-19.

Zpusob pouziti epidemiologickych informaci o poctech osob s pozitivnim testem na covid-19
v monitorovanych oblastech, tj. méstech a obcich napojenych na piisluiné COV: do vypoctu byly
zahrnuty osoby 10 dn(i pfed datem prvnich pfiznak( do 3. dne po provedeném PCR testu, tj. 14denni
interval.

3.6.4 Porovnani mnozstvi RNA viru SARS-CoV-2 vodpadnich vodach spoéty pozitivné
testovanych osob

Pro posouzeni moznosti vyuziti dat ke sledovani epidemické situace bylo nezbytné korelovat mnozstvi
RNA viru SARS-CoV-2 v odpadnich vodach s pocty pozitivné testovanych osob. V rdmci monitoringu
bylo ziskdno velké mnozZstvi dat o rlizné vypovidaci hodnoté. Pr{ibéZné porovnani obou skupin dat
ukazovalo velmi dobrou shodu a tudiz velky potencial vyuZiti zvoleného pfistupu ke sledovani trendu
vyvoje a predikci nastupu nebo poklesu epidemie. Vysledky jsou uvedeny v nasledujicich grafech,
zdrojova data jsou uloZena v tabulkovém souboru T1 Vysledky_tabelarné.
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Udaje o mnoZstvi virové RNA jsou v grafech uvedeny v GE (genomové ekvivalenty) v 1 ml odpadni vody.
Spojnice trendu hodnot v grafech je vytvorena pomoci klouzavého prameéru.

Citlivost a presnost metodického pfistupu je zavisla na skupiné epidemiologickych (mj. mnozstvi a doba
vyluCovani viru) a vodohospodarskych proménnych (nafedéni virové RNA ve vzorku; podil
pramyslovych odpadnich vod, srazkovych vod a komunalnich odpadnich vod; reprezentativnost
a homogenita odebraného vzorku; rezim odbérl vzork( (prosté/slévané, pracovni dny/vikendy);
degradace RNA v dlouhé kanalizacni siti, zplsob a doba uchovani vzorku, aj.). Vliv na korelaci obou
skupin udaji ma také robustnost epidemiologickych dat a robustnost analytické metody (rozdily ve
vysledcich mezi laboratofemi). Tato data jsou ovlivnéna aktudlnim epidemickym rezimem, ktery urcuje
mnoZstvi osob, které jsou testovany, tj. Cetnost a zpUsob testovani, mobilita osob a mnoiZstvi
provadénych testd.

3.6.5 Vysledky monitoringu na jednotlivych COV

¢ov Beroun

Tab. 10 COV Beroun.

CoV Beroun

etapa 1, 2.
kategorie dle EO 10-100 tis.
pocet napojenych obyvatel 30354
nejnizsi zachyt nakazenych 109
-typ vzorku p
-datum 12/20
-mnozstvi GE/ml 35,8
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotnd
podil primyslovych odpadnich vod v % 3
vhodnd pro WBE ano
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Beroun

€oV Brno

71

R’=0,69
1000 .
Obr. 51 COV Beroun.
Tab. 11 COV Brno.

€OV Brno

etapa 1.-4.
kategorie dle EO nad 100 tis.
pocet napojenych obyvatel 426 483
nejnizsi zachyt nakazenych 30
-typ vzorku S24
-datum 5/20
-mnoZstvi kvalitativné
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotna (1/3 oddilnd)
podil primyslovych odpadnich vod v % 30
vhodna pro WBE Ano
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¢ov Breclav

Obr. 52 COV Brno.

Tab. 12 €OV Breclav.

CoV Breclav

etapa 1.-4.
kategorie dle EO 10-100 tis.
pocet napojenych obyvatel 243 000
nejnizsi zachyt nakazenych 2

-typ vzorku S24
-datum 5/20
-mnozstvi kvalitativné
nemocnice na Uzemi ano

typ kanalizace

jednotna (1/3 oddilna)

podil primyslovych odpadnich vod v %

30

vhodnd pro WBE

ano
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Breclav
3500,0 FigQ13s :
Obréazek 53 COV Breclav.
Cov Blansko

Tabulka 13 COV Blansko.
CoV Blansko
etapa 2.
kategorie dle EO 10-100 tis.
pocet napojenych obyvatel 21483
nejnizsi zachyt nakazenych 128
-typ vzorku S24
-datum 11/20
-mnozstvi 89 GE/ml
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotnd
podil primyslovych odpadnich vod v % 8
vhodnd pro WBE ano
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2 GE/ml

SARS-CoV

Blansko

Potet pozitivné testovanych osob v den odbérl

Pocet pozitivné testovanych osob v den odbérd * SARS-CoV-2 GE/ml

Obrazek 54 COV Blansko.

¢ov Broumov

Tab. 14 €OV Broumov.

€OV Broumov

etapa 2.
kategorie dle EO 10-100 tis.
pocet napojenych obyvatel 15530
nejnizsi zachyt nakazenych 47
-typ vzorku S24iP
-datum 11/20
-mnozstvi 59 GE/ml a 35,9 GE/ml
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotnd
podil primyslovych odpadnich vod v % 45
vhodnd pro WBE ano
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€OV Bucovice

Tab. 15 COV Bucovice.

COV Bucovice

etapa l.a2.
kategorie dle EO 2-10 tis.
pocet napojenych obyvatel 9861
nejnizsi zachyt nakazenych 0
-typ vzorku S24iP
-datum 5/20
-mnoZstvi kvalitativné
nemocnice na Uzemi ne
typ kanalizace jednotna
podil primyslovych odpadnich vod v % 20

vhodna pro WBE

ano (dobra korelace); zachyceni nenahlaseni nakazeni

Butovice

R*=0,92

oV-2 GE/ml

b v den odbérl

ych oso

n

ozitivné testove

Pocet p

Obr. 55 COV Bucovice.

¢oV Buchlovice

Tab. 16 COV Buchlovice.

CoV Buchlovice

etapa 2.a3.
kategorie dle EO 2-10 tis.
pocet napojenych obyvatel 2 340
nejnizsi zachyt nakazenych 12
-typ vzorku S24iP
-datum 4/21
-mnozstvi GE/ml 64,0; 94,0
nemocnice na Uzemi ne
typ kanalizace jednotna
podil priimyslovych odpadnich vod v % 18
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¢oV Bzenec

76

vhodna pro WBE ano
Buchlovice
R?=0,03 ¢
Obr. 56 COV Buchlovice.

Tab. 17 COV Bzenec.
COV Bzenec
etapa 2.
kategorie dle EO 10 -100 tis.
pocet napojenych obyvatel 10 032
nejnizsi zachyt nakazenych 32
-typ vzorku S24iP
-datum 11/20
-mnozstvi GE/ml 77,3; 6,5
nemocnice na Uzemi ne
typ kanalizace jednotnd
podil primyslovych odpadnich vod v % 26




€oV Cernosice

Tab. 18 COV Cernosice.

€oV Cernosice

etapa

1.

kategorie dle EO

2—-10tis.

pocet napojenych obyvatel

9108

evvs

nezachyceny 4 pfipady

-typ vzorku

-datum

-mnozstvi GE/ml

%

nemocnice na Uzemi ne
typ kanalizace jednotna
podil primyslovych odpadnich vod v 0

vhodna pro WBE

nelze hodnotit, sledovano v dobé nizkych poctd nakazenych

(4)

CoV Ceské Budéjovice

Tab. 19 COV Ceské Budé&jovice.

Etapa 2.
kategorie dle EO nad 100 tis.
nejnizsi zachyt nakazenych 430
-typ vzorku S24
-datum 11/20
-mnozstvi GE/ml 46,9
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotna
podil primyslovych ne
odpadnich vod v %

vhodna pro WBE nelze hodnotit, malo dat

€OV Dobfichovice

Tab. 20 COV Dobfichovice.

Etapa

2.

kategorie dle EO

2 —10tis.

cvvs

nezachyceno 18 pripadl

-typ vzorku

-datum

-mnozstvi GE/ml

nemocnice na Uzemi ne
typ kanalizace jednotna
podil pramyslovych ne
odpadnich vod v %

vhodna pro WBE

nelze hodnotit, malo dat
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€OV Domailice

Tab. 21 COV Domazlice.

Etapa l.a2.
kategorie dle EO 10-100 tis.
nejnizsi zachyt nakazenych 42
-typ vzorku S24iP
-datum 12/20
-mnozstvi GE/ml 39,6; 43,2
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotnd
podil pramyslovych ne
odpadnich vod v %

vhodna pro WBE ano

Domailice
R*=-0,304 *

Obrazek 57 COV Domazlice
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€OV Frydek-Mistek

Tab. 22 COV Frydek-Mistek.

Etapa

1.

kategorie dle EO

10 -100 tis.

cvvs

nezachyceny 203 pfipady

-typ vzorku

-datum

-mnozstvi GE/ml

nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotna
podil pramyslovych ne

odpadnich vod v %

vhodna pro WBE

nelze hodnotit, malo dat

¢oV Havli¢kiiv Brod

€OV Holysov

Tab. 23 COV Havli¢kv Brod.

Etapa 2.
kategorie dle EO 10-100 tis.
napojenych obyvatel 24 950
nejnizsi zachyt nakazenych 593
-typ vzorku S24iP
-datum 12/20
-mnozstvi GE/ml 186,5; 322,0
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotna
podil primyslovych ne

odpadnich vod v %

vhodnd pro WBE

nelze hodnotit, malo dat

Tab. 24 COV Holy3ov.

Etapa 2.
kategorie dle EO 2-10 tis.
napojenych obyvatel 3965
nejnizsi zachyt nakazenych 19
-typ vzorku S24iP
-datum 12/20
-mnoizstvi GE/ml 37,2; 71,5
nemocnice na Uzemi ne
typ kanalizace jednotna
podil pramyslovych ne

odpadnich vod v %

vhodna pro WBE

nelze hodnotit, malo dat
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COV Horsovsky Tyn

Tab. 25 COV Horsovsky Tyn.

odpadnich vod v %

Etapa 2.
kategorie dle EO 10-100 tis.
napojenych obyvatel 4029
nejnizsi zachyt nakazenych 18
-typ vzorku S24
-datum 11/20
-mnozstvi GE/ml 21,8
nemocnice na Uzemi ne
typ kanalizace jednotnd
podil pramyslovych ne

vhodna pro WBE

nelze hodnotit, malo dat

€OV Hostivice

Tab. 26 COV Hostivice.

COV Hostivice

Etapa la3.
kategorie dle EO 2-10 tis.
napojenych obyvatel 8 600
nejnizsi zachyt nakazenych 1
-typ vzorku P
-datum 4/20
-mnozstvi GE/ml kvalitativné
nemocnice na Uzemi ne
typ kanalizace oddilna
podil primyslovych ne
odpadnich vod v %

vhodnd pro WBE ano
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<
@

Hostivice

R?=0,0238

180

Poiet pozitivné testovanych osob v den odbéri

€OV Husinec

Obr. 58 COV Hostivice.

Tab. 27 COV Husinec.

Etapa 2.
kategorie dle EO Do 2 tis.
napojenych obyvatel 1018
nejnizsi zachyt nakazenych 18
-typ vzorku P
-datum 11/20
-mnozstvi GE/ml 12,0
nemocnice na Uzemi ne
typ kanalizace jednotna
podil primyslovych ne

odpadnich vod v %

vhodnd pro WBE

nelze hodnotit, malo dat
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€OV Cheb

Tab. 28 COV Cheb.

Etapa 2.
kategorie dle EO 10 - 100 tis.
napojenych obyvatel 36 402
nejnizsi zachyt nakazenych 96
-typ vzorku S24
-datum 11/20
-mnozstvi GE/ml C1=340,5; C2=735,0; C3=29,3;
C4=24,1
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotnd
podil pramyslovych ne
odpadnich vod v %
vhodna pro WBE ano

SARS-CoV-2

Cheb

* R?=0,0238

Obr. 59 COV Cheb.
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€oV Ivanéice

CoV Karlovy Vary

Tab. 29 COV Ivanéice.

Etapa 2.
kategorie dle EO 10 - 100 tis.
napojenych obyvatel 14 019

cvvs

nezachyceny 2 pfipady

-typ vzorku

-datum

-mnozstvi GE/ml

nemocnice na Uzemi ne
typ kanalizace jednotna
podil pramyslovych ne

odpadnich vod v %

vhodna pro WBE

nelze hodnotit, malo dat

Tab. 30 COV Karlovy Vary.

Etapa l.a2.
kategorie dle EO 10-100 tis.
napojenych obyvatel 61328
nejnizsi zachyt nakazenych 149
-typ vzorku S24iP
-datum 12/20
-mnozstvi GE/ml 560,0; 303,0
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace oddilna
podil primyslovych ne
odpadnich vod v %

vhodnd pro WBE ano
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GE/mI

SARS-CoV-2

Karlovy Vary

R?=0,0238

Poiet pozitivné testovanych osob v den odbéri

¢oV Karvina

Obr. 60 COV Karlovy Vary.

Tab. 31 COV Karvina.

Etapa 1.
kategorie dle EO 10 - 100 tis.
napojenych obyvatel 51421

nejnizsi zachyt nakazenych

nezachyceno 450

-typ vzorku

-datum

-mnozstvi GE/ml

nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotnd
podil pramyslovych ne

odpadnich vod v %

vhodnd pro WBE

nelze hodnotit, malo dat
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€OV Konice

Tab. 32 COV Konice.

Etapa 2.
kategorie dle EO do 2 tis.
napojenych obyvatel 813
nejnizsi zachyt nakazenych 1
-typ vzorku S24
-datum 12/20
-mnozstvi GE/ml 18,1
nemocnice na Uzemi ne
typ kanalizace jednotnd
podil primyslovych odpadnich vod v % 0

vhodna pro WBE

nelze hodnotit, malo dat;
zachyt 1 nahldseného

€OV Litoméfice

nakazeného
Tab. 33 COV Litomé&fice.

Etapa l.a2.
kategorie dle EO 10 - 100 tis.
napojenych obyvatel 38 202
nejnizsi zachyt nakazenych 150
-typ vzorku S24iP
-datum 12/20
-mnozstvi GE/ml 132,5; 122,0
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotna
podil primyslovych odpadnich vod v % 28
vhodnd pro WBE ano
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Litoméfice

den odbéri

Potet pozitivné testovanych osob v

bv den odbérd # SARS-CoV-2

€OV Marianské Lazné

¢ov Mélnik

Obr. 61 COV Litoméfice.

Tab. 34 COV Marianské Lazné.

Etapa l.a2.
kategorie dle EO 10 - 100 tis.
napojenych obyvatel 17 680
nejnizsi zachyt nakazenych 50
-typ vzorku P
-datum 12/20
-mnozstvi GE/ml 76,5
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotna
podil primyslovych odpadnich vod v % 0
vhodnd pro WBE ano
Tab. 35 COV Mélnik.
Etapa l.a2.
kategorie dle EO 10 - 100 tis.
napojenych obyvatel 22 800
nejnizsi zachyt nakazenych 154
-typ vzorku S24iP
-datum 12/20
-mnoizstvi GE/ml 48,1a70,0
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotnd
podil primyslovych odpadnich vod v % 10
vhodna pro WBE ano
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Mélnik

180

den odbéri

Potet pozitivné testovanych osob v

Pocet pozitivné testovanych osob v den odbérd

Obr. 62 COV Mélnik.

€OV Mezimésti

Tab. 36 COV Mezimésti.

Etapa 2.
kategorie dle EO do 2 tis.
napojenych obyvatel 2229
nejnizsi zachyt nakazenych 8
-typ vzorku P
-datum 11/20
-mnozstvi GE/ml 75,0
nemocnice na Uzemi ne
typ kanalizace jednotna
podil primyslovych odpadnich vod v % 10
vhodnd pro WBE ano
COV Néchod
Tab. 37 COV Néchod.
Etapa 2.
kategorie dle EO 10 -100 tis.
napojenych obyvatel 28 030
nejnizsi zachyt nakazenych 141
-typ vzorku S24
-datum 12/20
-mnoizstvi GE/ml 142,5
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotnd
podil primyslovych odpadnich vod v % 20
vhodna pro WBE ano
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NiZebohy — domov pro seniory

V terminech 28. 4. 2020 a 5. 5. 2020 nebyla zjiSténa pfitomnost RNA viru SARS-CoV-2 v odpadni vodé.

€OV Nové Mésto nad Metuji

Tab. 38 COV Nové Mésto nad Metuiji.

Etapa 2.
kategorie dle EO 10— 100 tis.
napojenych obyvatel 9047
nejnizsi zachyt nakazenych 57
-typ vzorku S24iP
-datum 11/20
-mnozstvi GE/ml 99,5a179,0
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotna
podil primyslovych odpadnich vod v % 20
vhodna pro WBE ano

Nové Mésto nad Metuji

GE/mI

SARS-CoV-2
*
Potet pozitivné testovanych osob v den odbérl

oéet pozitivné testovanych osob v den odbérd * SARS-CoV-2 GE/ml

Obr. 63 COV Nové Mésto nad Metuji.
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€OV Nové Mésto nad Metuji — bez Cisti

Tab. 39 COV Nové Mésto nad Metuji — bez Cisti.

Etapa 2.
kategorie dle EO do 2 tis.
napojenych obyvatel 182
nejnizsi zachyt nakazenych ?
-typ vzorku P
-datum 11/20
-mnozstvi GE/ml 132,5
nemocnice na Uzemi -
typ kanalizace jednotna
podil primyslovych odpadnich vod v % 0
vhodna pro WBE nelze hodnotit, malo dat

¢oV Olomouc

Tab. 40 COV Olomouc.

Etapa 2.
kategorie dle EO nad 100 tis.
napojenych obyvatel 95 867
nejnizsi zachyt nakazenych 350
-typ vzorku S24iP
-datum 11/20
-mnozstvi GE/ml 15,9
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotnd
podil primyslovych odpadnich vod v % 50
vhodna pro WBE ano; pozitivni byl i odtok
C€ov Opava
Tab. 41 COV Opava.
Etapa 1.
kategorie dle EO 10 - 100 tis.
napojenych obyvatel 51904
nejnizsi zachyt nakazenych nebylo zachyceno 87 pfipadu
-typ vzorku -
-datum -
-mnoizstvi GE/ml -
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotnd
podil primyslovych odpadnich vod v % 32
vhodna pro WBE nelze hodnotit, malo dat
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€OV Ostrava

Tab. 42 COV Ostrava.

Etapa l.a2.
kategorie dle EO nad 100 tis.
napojenych obyvatel 267 614
nejnizsi zachyt nakazenych 138
-typ vzorku P
-datum 5/20
-mnozstvi GE/ml kvalitativné
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotna
podil primyslovych odpadnich vod v % 30
vhodna pro WBE ano

Ostrava

oet pozitivné testovanych osob v den odbard

Obr. 64 COV Ostrava.

€OV Pardubice
Tab. 43 COV Pardubice.

Etapa 1.a3.
kategorie dle EO nad 100 tis.
napojenych obyvatel 103 342
nejnizsi zachyt nakazenych 31
-typ vzorku S24
-datum 5/21
-mnoizstvi GE/ml 8,7
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotnd
podil primyslovych odpadnich vod v % 20
vhodna pro WBE ano; velmi dobry zachyt na

velké COV
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Pardubice

GE/ml
tovanych osob v den odbérl

SARS-CoV-2

]

oéet pozitivné testovanych osob v den odbérd * SARS-CoV-2 GE/ml

Obr. 65 COV Pardubice.

CoV Petrovice (okres Usti n. L.)

Tab. 44 COV Petrovice (okres Usti n. L.).

Etapa 1.
kategorie dle EO do 2 tis.
napojenych obyvatel 850
nejnizsi zachyt nakazenych 0
-typ vzorku S24
-datum 4/20
-mnozstvi GE/ml kvalitativné
nemocnice na Uzemi ne
typ kanalizace oddilna
podil primyslovych odpadnich vod v % 0
vhodna pro WBE ano; zjisténa pritomnost RNA
viru SARS-CoV-2 v odpadni

vodé, i kdyZ nebyl hldasen zadny

nakazeny
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€oV Pelhfimov

¢ov Pisek

¢ovV Plzen

Tab. 45 COV Pelhfimov.

Etapa l.a2.
kategorie dle EO 10 -100 tis.
napojenych obyvatel 15 400
nejnizsi zachyt nakazenych 0
-typ vzorku P
-datum 4/20
-mnozstvi GE/ml kvalitativné
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotna
podil primyslovych odpadnich vod v % 50

vhodna pro WBE

ano; zjiSténa pritomnost RNA
viru SARS-CoV-2 v odpadni
vodé, i kdyz nebyl hlasen zadny

nakaZeny
Tab. 46 COV Pisek.
Etapa 2.
kategorie dle EO 10 - 100 tis.
napojenych obyvatel 30350
nejnizsi zachyt nakazenych 161
-typ vzorku S24iP
-datum 11/20
-mnozstvi GE/ml 39,4 a 65,5
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotna
podil primyslovych odpadnich vod v % 25
vhodnd pro WBE ano
Tab. 47 COV Plzen.

Etapa 1.-3.
kategorie dle EO nad 100 tis.
napojenych obyvatel 173 210
nejnizsi zachyt nakazenych 472
-typ vzorku S24iP
-datum 4/21
-mnoizstvi GE/ml 7,1a2,0
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotnd
podil primyslovych odpadnich vod v % 30
vhodna pro WBE ano
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Plzef

2 GE/ml

SARS-CoV

Obr. 66 COV Plzen.

UCoV Praha (obé vodni linky - SVL i NVL)

Tab. 48 UCOV Praha (obé vodni linky - SVL i NVL).

UCOV Praha (obé vodni linky - SVL i NVL)

etapa 1.-4.
kategorie dle EO nad 100 tis.
napojenych obyvatel 1297021
nejnizsi zachyt nakazenych 622
-typ vzorku S24 (NVL)
-datum 8/21
-mnozstvi GE/ml 51
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotnd
podil primyslovych odpadnich vod v % 31
vhodnd pro WBE ano
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SARS-CoV-2 GE/ml

Praha - obé linky

1000,0

600,0 *

400,0

vden odbéri

Pocet pozitivné testovanych osob

* SARS-CoV-2 GE/m|

Obr. 67 UCOV Praha (obé vodni linky - SVL i NVL).

COV Prostéjov
Tab. 49 COV Prostéjov.
Etapa 2.
kategorie dle EO 10 - 100 tis.
napojenych obyvatel 48 149
nejnizsi zachyt nakazenych 262
-typ vzorku S24iP
-datum 11/20
-mnozstvi GE/ml 114,0 a 0,3 (pod mezi detekce)
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotnd
podil primyslovych odpadnich vod v % 39
vhodna pro WBE ano
CoV Prerov
Tab. 50 COV PFerov.
Etapa 2.a3.
kategorie dle EO nad 100 tis.
napojenych obyvatel 41741
nejnizsi zachyt nakazenych 131
-typ vzorku S24iP
-datum 4/21
-mnozstvi GE/ml 5,3a6,2
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotna
podil primyslovych odpadnich vod v % 39
vhodna pro WBE ano
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SARS-CoV-2 GE/ml

Pferov

Poiet pozitivné testovanych osob v den odbéri

Obr. 68 COV Prerov.

CoV Roztoky
Tab. 51 COV Roztoky.
Etapa 1.a3.
kategorie dle EO 10 - 100 tis.
napojenych obyvatel 16 000
nejnizsi zachyt nakazenych 31
-typ vzorku S24iP
-datum 4/21
-mnoizstvi GE/ml 135,5a107,0
nemocnice na Uzemi ne
typ kanalizace jednotna
podil primyslovych odpadnich vod v % 25
vhodna pro WBE ano
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€ovV Slavkov

u Brna

Tab. 52 COV Slavkov u Brna.

Etapa 1.-3.
kategorie dle EO 2 - 10 tis.
napojenych obyvatel 6 500
nejnizsi zachyt nakazenych 9
-typ vzorku S24iP
-datum 5/21
-mnozstvi GE/ml 32,5a242,5
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotna
podil primyslovych odpadnich vod v % 20
vhodna pro WBE ano
Slavkov u Brna
Obr. 69 COV Slavkov u Brna.
CoV Starikov
Tab. 53 COV Starikov.
Etapa 2.
kategorie dle EO 2 - 10 tis.
napojenych obyvatel 2761
nejnizsi zachyt nakazenych 10
-typ vzorku S24iP
-datum 12/20
-mnozstvi GE/ml 65,5a11,1
nemocnice na Uzemi ne
typ kanalizace jednotnd
podil primyslovych odpadnich vod v % 31
vhodna pro WBE ano
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€OV Straznice

Tab. 54 COV Straznice.

€oV Studnice

¢ov Tabor

Etapa 2.
kategorie dle EO 2 - 10 tis.
napojenych obyvatel 6 345
nejnizsi zachyt nakazenych 31
-typ vzorku S24iP
-datum 11/20
-mnozstvi GE/ml 14,0a5,9
nemocnice na Uzemi ne
typ kanalizace jednotna
podil primyslovych odpadnich vod v % 13
vhodna pro WBE ano
Tab. 55 COV Studnice.
Etapa 2.
kategorie dle EO do 2 tis.
napojenych obyvatel 111
nejnizsi zachyt nakazenych 2
-typ vzorku P
-datum 12/20
-mnozstvi GE/ml 22,9
nemocnice na Uzemi ne
typ kanalizace jednotnd
podil primyslovych odpadnich vod v % 30
vhodnd pro WBE ano
Tab. 56 COV Tabor.
Etapa 2.
kategorie dle EO 10-100 tis.
napojenych obyvatel 31805
nejnizsi zachyt nakazenych 177
-typ vzorku S24
-datum 11/20
-mnoizstvi GE/ml 78,5
nemocnice na Uzemi ne
typ kanalizace oddilna
podil primyslovych odpadnich vod v % 34
vhodna pro WBE ano
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CoV Tabor - Klokoty

Tab. 57 COV Tabor — Klokoty.

Etapa 2.
kategorie dle EO 10 -100 tis.
napojenych obyvatel 12 739

cvvs

nebylo zachyceno 121 pfipadd

-typ vzorku -
-datum -
-mnozstvi GE/ml -
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotna
podil primyslovych odpadnich vod v % 25

vhodna pro WBE

malo dat, nelze posoudit

CoV Teplice nad Metuiji

Tab. 58 COV Teplice nad Metuji.

Etapa 2.
kategorie dle EO do 2 tis.
napojenych obyvatel 1285
nejnizsi zachyt nakazenych 11
-typ vzorku P
-datum 11/20
-mnozstvi GE/ml 17,8
nemocnice na Uzemi ne
typ kanalizace oddilna
podil primyslovych odpadnich vod v % 0

vhodnd pro WBE

malo dat, nelze posoudit

€OV Teplice nad Metuji - Podhradi

Tab. 59 COV Teplice nad Metuji — Podhradi.

Etapa 2.
kategorie dle EO do 2 tis.
napojenych obyvatel 250
nejnizsi zachyt nakazenych ?
-typ vzorku -
-datum -
-mnoizstvi GE/ml -
nemocnice na Uzemi ne
typ kanalizace jednotnd
podil primyslovych odpadnich vod v % 0

vhodna pro WBE

malo dat, nelze posoudit
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€OV Tetcice

¢ov Tisnov

Tab. 60 COV Tetcice.

Etapa 1.
kategorie dle EO 10 - 100 tis.
napojenych obyvatel 12 238

cvvs

nebylo zachyceno 6 pripadi

-typ vzorku

-datum

-mnozstvi GE/ml

nemocnice na Uzemi ne
typ kanalizace jednotna
podil primyslovych odpadnich vod v % 24

vhodna pro WBE

malo dat, nelze posoudit

Tab. 61 COV Tignov.

Etapa 1.-3.
kategorie dle EO 10-100 tis.
napojenych obyvatel 11439
nejnizsi zachyt nakazenych 3
-typ vzorku S24
-datum 4/20
-mnozstvi GE/ml kvalitativné
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotnd
podil primyslovych odpadnich vod v % 25
vhodna pro WBE ano; velmi dobry zachyt na COV

stfedni kategorie

Tidnov

SARS-CoV-2 GE/ml

vden ¢

Obr. 70 COV Tinov.
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€OV Uherské Hradisté

Tab. 62 COV Uherské Hradiété".

Etapa l.a2.
kategorie dle EO 10 - 100 tis.
napojenych obyvatel 39610
nejnizsi zachyt nakazenych 262
-typ vzorku S24iP
-datum 11/20
-mnozstvi GE/ml 24,7a7,0
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotna
podil primyslovych odpadnich vod v % 36
vhodna pro WBE ano
€OV Uhersky Brod
Tab. 63 COV Uhersky Brod.
Etapa l.a2.
kategorie dle EO 10 - 100 tis.
napojenych obyvatel 21410
nejnizsi zachyt nakazenych 99
-typ vzorku S24iP
-datum 11/20
-mnozstvi GE/ml 424,9 a 202,5
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotnd
podil primyslovych odpadnich vod v % 39
vhodnd pro WBE ano

SARS-CoV-2

Uhersky Brod

Obr. 71 COV Uhersky Brod.
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€OV Uhfice

€OV Unicov

Tab. 64 COV Uhfice.

€oV Usti nad Labem

Etapa 2.
kategorie dle EO do 2 tis.
napojenych obyvatel 691
nejnizsi zachyt nakazenych 4
-typ vzorku S24iP
-datum 12/20
-mnozstvi GE/ml 69,5a 19,8
nemocnice na Uzemi ne
typ kanalizace jednotna
podil primyslovych odpadnich vod v % 10
vhodna pro WBE ano
Tab. 65 COV Unicov.
Etapa 2.
kategorie dle EO 2 - 10 tis.
napojenych obyvatel 10 200
nejnizsi zachyt nakazenych 45
-typ vzorku S24iP
-datum 11/20
-mnozstvi GE/ml 59,5a77,2
nemocnice na Uzemi ne
typ kanalizace jednotnd
podil primyslovych odpadnich vod v % 40
vhodnd pro WBE ano
Tab. 66 COV Usti nad Labem.
Etapa 1.a2.
kategorie dle EO 10 - 100 tis.
napojenych obyvatel 88 606
nejnizsi zachyt nakazenych 486
-typ vzorku S24iP
-datum 12/20
-mnoizstvi GE/ml 95,5a71,0
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotnd
podil primyslovych odpadnich vod v % 60
vhodna pro WBE ano
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€oV Velehrad

Tab. 67 COV Velehrad.

Etapa 2.
kategorie dle EO 2 - 10 tis.
napojenych obyvatel 1855
nejnizsi zachyt nakazenych 35
-typ vzorku S24iP
-datum 11/20
-mnozstvi GE/ml 19,2 a 25,6
nemocnice na Uzemi ne
typ kanalizace jednotna
podil primyslovych odpadnich vod v % 23
vhodna pro WBE ano

€oV Kladno (

Vrapice)

Tab. 68 COV Kladno (Vrapice).

€oV Kladno (Vrapice)

etapa 1.a4.
kategorie dle EO 10 - 100 tis.
napojenych obyvatel 80000
nejnizsi zachyt nakazenych 14
-typ vzorku S24
-datum 6/21
-mnozstvi GE/ml 32,5
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotnd
podil priimyslovych odpadnich vod v % 20
vhodna pro WBE ano

SARS-CoV-2 GE/ml

Kladno (Vrapice)

800,0

400,0

asob v den odbérd

Potet pozitivné testovanych o

Obr. 72 COV Kladno (Vrapice).
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CoV Vyskov

Tab. 69 COV Vyskov.

Etapa 2.
kategorie dle EO 10 - 100 tis.
napojenych obyvatel 24 709
nejnizsi zachyt nakazenych 143
-typ vzorku S24iP
-datum 12/20
-mnozstvi GE/ml 54,0 a 41,0
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotna
podil primyslovych odpadnich vod v % 15
vhodna pro WBE ano
€OV Znojmo
Tab. 70 COV Znojmo.
Etapa 1.
kategorie dle EO 10 - 100 tis.
napojenych obyvatel 42 890

vy

nezachyceno 43 ptipadl

-typ vzorku -
-datum -
-mnozstvi GE/ml -
nemocnice na Uzemi ano
typ kanalizace jednotnd
podil primyslovych odpadnich vod v % 23

vhodnd pro WBE

malo dat, nelze posoudit

€ovV Zidlochovice

Tab. 71 COV Zidlochovice.

Etapa 1.
kategorie dle EO 2 - 10 tis.
napojenych obyvatel 4532

cvvs

nezachyceny 4 ptipady

-typ vzorku -
-datum -
-mnoizstvi GE/ml -
nemocnice na Uzemi ne
typ kanalizace oddilna
podil primyslovych odpadnich vod v % 16

vhodna pro WBE

malo dat, nelze posoudit

103




€oV Zdirec nad Doubravou

Tab. 72 €OV Zdirec nad Doubravou.

Etapa 2.
kategorie dle EO 2 - 10 tis.
napojenych obyvatel 3200
nejnizsi zachyt nakazenych 29
-typ vzorku S24iP
-datum 11/20
-mnozstvi GE/ml 82,0a39,8
nemocnice na Uzemi ne
typ kanalizace jednotna
podil primyslovych odpadnich vod v % 50
vhodna pro WBE ano

3.6.6 Vysledky dlouhodobého monitoringu

Na 5 vybranych COV (SVL a NVL UCOV Praha, COV Brno, COV Kladno a COV Breclav), které spadaji do
rGznych kategorii, byl provadén dlouhodoby monitoring, ktery poskytl jedinecné vysledky pro
hodnoceni jednotlivych ukazatel( a jejich korelaci, viz. obr. 73. Tyto COV byly sledovany od dubna 2020
do konce roku 2022, aktudlni vysledky vcetné komentafli vyvoje byly jednou za tyden az 14 ni
publikovany na webovych strankach http://covmon.vuv.cz a soucasné na https://www.vuv.cz/virus-
covid19-v-odpadnich-vodach/o-tematu-23/.

Vysledky stanoveni RNA SARS-CoV-2 v OV na téchto COV byly porovnavény s verifikovanymi pocty
pozitivné testovanych osob, ze systému ISIN, priibéZné zpracovavanych Oddélenim biostatistiky SZU
pro konkrétni sledované lokality. Pro moznost porovnani nejaktudlnéjsich vysledkl monitoringu
odpadnich vod byly vZidy pro aktualni obdobi vyuZivany volné dostupné Udaje z covidovych map nebo
vefejné pfistupnych web( pro jednotlivd mésta (v soucasné dobé https://obce.nery.cz/). Udaje
o0 mnozstvi virové RNA jsou uvedeny v GE (genomové jednotky) v 1 ml odpadni vody. Spojnice trendu
hodnot v grafech je vytvorena pomoci klouzavého priméru.

Statistické zpracovani dlouhodobého sledovani je soucasti kapitoly 3.6.6.

Uvadime komentare situace pro 47. tyden 2022. Stranky budou aktualizovany do 50. tydne 2022, kdy
monitoring odpadnich vod kon¢i.
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Obr. 73 Vysledky dlouhodobého monitoringu na vybranych COV — porovnani mnozstvi RNA viru SARS-
CoV-2 v odpadni vodé a poctd pozitivné testovanych osob v celé CR (na 100 tis. obyvatel).

Komentaf¥ situace k 25. 11. 2022 pro COV Brno

Vv

Po poklesu na konci srpna 2022 doslo béhem zafi a fijna ke zvySovani na dosud nejvyssi hodnoty. Pomér
k poctliim pozitivné testovanych je vSak jiz od zac¢atku |éta inverzni, tj. virus je v populaci pfitomen, ale
nezplsobuje vyznamné ovlivnéni zdravotniho stavu populace. Rijnové hodnoty ukazaly na ukonéeni
dalsi viny a postupné snizovani mnozstvi markeru covidu-19 v odpadni vodé. Soucasné dochazi i ke
sniZzovani poctu pozitivné testovanych osob. Na konci fijna byl zjiStén narlst mnozZstvi markeru SARS-
CoV-2 v odpadnich vodach, ndsledovany dalsim poklesem. Listopadova data ukazuji na ustaleni hodnot
(stagnaci) markeru covid-19.

105



€OV Brno/WWTP Brno

6000
3400

3200
3000
5000
2 800
2 600
2 400 2000
—2200
£
<2000
w
(L
g 1800 3000
81600
2
£1400
1000
800

600 1000

400

200

Pocet pozitivné testovanych osob/100 tis. napojenych obyvatel/Number of
positively tested persons /100 thous. connecetd inhabitants

TN g Sl g e gl r S dd TG s e e N miglog I T e in god ged S g N i S U N S B S gl i g ST e @ e T T e
e = A e i I G = T R L B I e I L R e T
= = = i et (RIS

Obr. 74 Vysledky dlouhodobého monitoringu na COV Brno — porovnani mnoZstvi RNA viru SARS-CoV-
2 v odpadni vodé a poctu pozitivné testovanych osob (na 100 tis. obyvatel).

Komenta situace k 25. 11. 2022 pro COV Bfeclav

Mnoizstvi virovych ¢astic v odpadni vodé v zafi stouplo k dosud nejvyssim hodnotam. Pomér k po¢tim
pozitivné testovanych je vsak jiz od zacatku léta inverzni, tj. virus je v populaci pfitomen, ale
nezplsobuje vyznamné ovlivnéni zdravotniho stavu populace. Rijnové hodnoty ukézaly na ukonéeni
dalsi viny a postupné sniZovani mnoZstvi markeru covidu-19 v odpadni vodé. Soucasné dochdzelo ke
sniZzovani poctu pozitivné testovanych osob. Na konci fijna byl zjistén narlst mnozstvi markeru SARS-
CoV-2 v odpadnich vodach, nasledovany jeho dalSim poklesem. Listopadova data ukazuji na ustaleni
hodnot (stagnaci) markeru covid-19.
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Obr. 75 Vysledky dlouhodobého monitoringu na COV BFeclav — porovnani mnozstvi RNA viru SARS-
CoV-2 v odpadni vodé a poctu pozitivné testovanych osob (na 100 tis. obyvatel).

Komentaf situace k 23. 11. 2022 pro €OV Kladno

Ve 2. poloviné roku 2022 byly v odpadnich vodadch zaznamenany dvé epidemické viny, kterym
odpovidal vyznamné nizsi pocet klinicky potvrzenych pfipadl neZz na zacatku roku. Aktualni stav
ukazuje od 2. poloviny fijna pokles vyskytu markeru covid-19, ktery je doprovazen poklesem poctu
pozitivné testovanych osob.
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Obr. 76 Vysledky dlouhodobého monitoringu na COV Kladno (Vrapice) — porovnani mnozstvi RNA viru
SARS-CoV-2 v odpadni vodé a poctu pozitivné testovanych osob (na 100 tis. obyvatel).

Komenta¥ situace k 23. 11. 2022 pro UCOV Praha - SVL (stavajici) a NVL (nova vodni linka)

V fijnu 2022 byla v odpadnich vodach zachycena podzimni epidemicka vina, ktera jiz nebyla
doprovazena vyskytem vyznamného poctu klinickych ptipad(. Aktudlni stav ukazuje pokracujici pokles
vyskytu markeru covid-19, ktery je doprovazen poklesem poctu pozitivné testovanych osob.
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Obr. 77 Viysledky dlouhodobého monitoringu na stavajici vodni lince UCOV Praha — porovnani mnozstvi
RNA viru SARS-CoV-2 v odpadni vodé a poctu pozitivné testovanych osob (na 100 tis. obyvatel).
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Ob. 78 Vysledky dlouhodobého monitoringu na nové vodni lince UCOV Praha — porovnani mnozstvi
RNA viru SARS-CoV-2 v odpadni vodé a poctu pozitivné testovanych osob (na 100 tis. obyvatel).

109



NA webovych strankdch je k dispozici porovndni mnozstvi RNA viru SARS-CoV-2 v odpadnich vodach s
pocty pozitivné testovanych osob na 100 tis. napojenych obyvatel:

Porovnani vysledku

Porovnani mnozstvi RNA viru SARS-CoV-2 v odpadnich vodach s poéty pozitivné testovanych osob na 100 tis./
Comparison of the amount of RNA of the SARS-CoV-2 virus in wastewater with the number of positively tested persons
per 100 thous. population

UEOV Praha - stivajici linka/WWTP Praha - current line UCOV Praha - nov linka/WWTP Praha - new line

OV Brno/WWTP Brno. EOV Breclav/WWTP Bieclav OV Kladno (Vrapice)/ WWTP Kladne (Veapice)

L bl 'a i Au

Obr. 79 Porovnani mnoZstvi RNA viru SARS-CoV-2 v odpadnich vodach s pocty pozitivné testovanych
osob na 100 tis. napojenych obyvatel.

3.6.7 Statistické vyhodnoceni vysledku

Data, ktera byla ziskdna v rdmci feSeni projektu, byla statisticky zpracovana. Korelacni analyzy byly
provedeny v programu R (verze 4.0.3, www.rproject.org) pomoci Spearmanova korela¢niho
koeficientu. Pro véechny korela¢ni analyzy byla pouZita pouze data z natokd na COV.

3.6.7.1 Korela¢nianalyza SARS-CoV-2 GE/ml s poCty pozitivné testovanych osob, chemickymi parametry
odpadnich vod a vybranymi charakteristikami COV

Pro zjisténi souvislosti mezi mnoZstvim detekovaného SARS-CoV-2 GE/ml, pocty pozitivné testovanych
osob, chemickymi parametry odpadnich vod a vybranymi charakteristikami COV byla pouzita viechna
dostupna data bez rozliseni typu odbéru vzorkli. Hodnoceni bylo provedeno bez ohledu na varianty
viru viz. obr. 80, tak i pro jednotlivé varianty, viz. obr. 81 — 83.
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Obr. 80 Statistické hodnoceni SARS-CoV-2 GE/ml a poctll pozitivné testovanych osob, chemickych
parametr( odpadnich vod a vybranych charakteristik COV — véechny etapy.

Vysledek korelaéni analyzy ukazal pro viechny COV na korelaci mezi poétem pozitivné testovanych
osob v oblasti COV a mnoistvim detekovaného SARS-CoV-2 GE/ml v odpadnich vodéch. Korelaéni
koeficient dosahoval hodnoty 0,55. Podobna korelace byla pozorovana mezi mnoZstvim detekovaného
SARS-CoV-2 GE/ml a podilem pozitivné testovanych osob ze viech osob napojenych na ptislusnou COV
(0,48).

Ze ziskanych dat byla zjistovana korelace mezi SARS-CoV-2 GE/ml a koncentraci chemickych
parametri. Korelace nebyla v ziskanych datech prokazana. Korelacni koeficient dosahoval hodnot 0,1-
0,3. Korelace nebyla zjisténa ani mezi SARS-CoV-2 GE/ml a mnoistvim odpadnich vod, podilem
primyslovych odpadnich vod, délkou kanalizaéni sité ¢i po¢tem na COV napojenych obyvatel.
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Obr. 81 Statistické hodnoceni SARS-CoV-2 GE/ml a poc¢td pozitivné testovanych osob, chemickych
parametrd odpadnich vod a vybranych charakteristik COV — Varianta ALFA.

Vysledek z korelani analyzy pro variantu alfa neprokdazal korelaci mezi po¢tem pozitivné testovanych
osob v oblasti COV a mnoZstvim detekovaného SARS-CoV-2 GE/ml v odpadnich vodéach. Korelaéni
koeficient dosahoval hodnoty pouze 0,3. Podobnd korelace byla pozorovdna mezi mnoZstvim
detekovaného SARS-CoV-2 GE/ml a podilem pozitivné testovanych osob ze vSech osob napojenych na
prislusnou COV (0,16). Tyto vysledky byly vyznamné ovlivnény poctem a skladbou analyzovanych dat.
V p¥ipadé varianty alfa to bylo malo ziskanych hodnot pro mnoho COV.

Ze ziskanych dat byla zjistovana korelace mezi SARS-CoV-2 GE/ml a koncentraci chemickych
parametr(. Korelace nebyla v ptipadé varianty alfa v ziskanych datech prokazana. Korela¢ni koeficient
dosahoval hodnot 0,1-0,3. Korelace nebyla zjisténa ani mezi SARS-CoV-2 GE/ml a mnoizstvim
odpadnich vod, podilem pramyslovych odpadnich vod, délkou kanaliza¢ni sité ¢ poctem na COV
napojenych obyvatel.
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Obr. 82 Statistické hodnoceni SARS-CoV-2 GE/ml a poc¢tl pozitivné testovanych osob, chemickych
parametrd odpadnich vod a vybranych charakteristik COV — Varianta DELTA.

Vysledek z korela¢ni analyzy pro variantu delta prokazal vysokou korelaci mezi poctem pozitivné
testovanych osob v oblasti COV a mnoZstvim detekovaného SARS-CoV-2 GE/ml v odpadnich vodach.
Korelacni koeficient dosahoval hodnoty 0,74. Podobnd korelace byla pozorovdna mezi mnozstvim
detekovaného SARS-CoV-2 GE/ml a podilem pozitivné testovanych osob ze vsech osob napojenych na
pFislusnou COV (0,74). Tyto vysledky byly vyznamné ovlivnény poétem a skladbou analyzovanych dat.
V pfipadé varianty alfa to bylo zplisobeno nizkym poé&tem ziskanych hodnot pro mnoho COV.

Ze ziskanych dat byla zjistovana korelace mezi SARS-CoV-2 GE/ml a koncentraci chemickych
parametrd. Korelace nebyla v pripadé varianty delta v ziskanych datech prokazana. Korelacni
koeficient dosahoval hodnot 0,1-0,4. Korelace nebyla zjisténa ani mezi SARS-CoV-2 GE/ml a mnoZstvim
odpadnich vod, podilem priimyslovych odpadnich vod, délkou kanalizaéni sité ¢i poétem na COV
napojenych obyvatel.
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Obr. 83 Statistické hodnoceni SARS-CoV-2 GE/ml a poc¢td pozitivné testovanych osob, chemickych
parametrd odpadnich vod a vybranych charakteristik COV — Varianta OMIKRON.

Vysledek z korelacni analyzy pro variantu omikron neprokdzal korelaci mezi podtem pozitivné
testovanych osob v oblasti COV a mnoZstvim detekovaného SARS-CoV-2 GE/ml v odpadnich vodach.
Korelac¢ni koeficient dosahoval hodnoty jen 0,22. Podobna korelace byla pozorovdna mezi mnozstvim
detekovaného SARS-CoV-2 GE/ml a podilem pozitivné testovanych osob ze vsech osob napojenych na
prislusnou COV (0,36). Tyto vysledky byly vyznamné ovlivnény poctem a skladbou analyzovanych dat.
V pfipadé varianty omikron to bylo zplsobeno zejména zménou zavaznosti klinickych pfiznakd infekce
a pfistupu obyvatel k testovani.

Ze ziskanych dat byla zjistovana korelace mezi SARS-CoV-2 GE/ml a koncentraci chemickych
parametrl. Korelace nebyla v pripadé varianty delta v ziskanych datech prokazana. Korelac¢ni
koeficient dosahoval hodnot 0,01-0,3. Korelace nebyla zjisténa ani mezi SARS-CoV-2 GE/ml a
mnozstvim odpadnich vod, podilem priimyslovych odpadnich vod, délkou kanalizacni sité ¢i poctem na
COV napojenych obyvatel.
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3.6.7.2 Korelaéni analyza SARS-CoV-2 GE/ml s pocty hospitalizovanych osob

Pro zjisténi vztahu mezi mnozstvim detekovaného SARS-CoV-2 GE/ml v odpadnich vodach a pocty
hospitalizovanych osob byla pouZzita data z odbérnych mist Bfeclav, Brno, Praha a Kladno (Vrapice), pro
ktera byla tato data dostupnd. Analyzy byly provedeny pro jednotlivé varianty viru, viz. obr. 84 — 86.
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Obr. 84 Statistické hodnoceni SARS-CoV-2 GE/ml a poctl hospitalizovanych osob — varianta ALFA.
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Obr. 85 Statistické hodnoceni SARS-CoV-2 GE/ml a poctl hospitalizovanych osob — varianta DELTA.
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Obr. 86 Statistické hodnoceni SARS-CoV-2 GE/ml a poctl hospitalizovanych osob — varianta OMIKRON.

Z analyzovanych dat vyplynula pozitivni korelace mezi SARS-CoV-2 GE/ml a pocty hospitalizovanych
osob v pripadé varianty delta, korela¢ni koeficient dosdhl hodnoty 0,7.

3.6.7.3 Korelace SARS-CoV-2 GE/ml s poéty pozitivné testovanych osob v zavislosti na velikostni
kategorii COV, typu odbéru a varianté viru

Pro zjisténi vztahu mezi mnoZstvim detekovaného SARS-CoV-2 GE/ml a poctem pozitivné testovanych
osob v zavislosti na velikostni kategorii COV, typu odbéru a varianté viru byla pouZita viechna dostupna
data. Vysledky jsou uvedeny niZe, viz. tab. 73.
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Tab. 73 Uréeni vztahu mezi mnoZistvim detekovaného SARS-CoV-2 GE/ml a poétem pozitivné
testovanych osob v zavislosti na velikostni kategorii COV, typu odbéru a varianté viru.

signifikantni korelace

data nejsou k dispozici

byly naméfené samé 0

z kolika z kolika
hodnot je hodnot je
korelacni provedena korelacni provedena
koef. signifikance analyza koef. signifikance analyza
eo_kat proste_rho | proste_p proste_N | smesne_rho | smesne_p smesne_N
viechny | 10-100 tis. 0,31 0,0053 79 0,50 3,78E-18 268
varianty | 2-10 tis. 0,36 0,0499 31 0,59 4,07E-06 52
dohromady | 44 5 s, 0,68 0,0101 13 0,78 0,22 4
nad 100 tis. 0,68 0,0004 22 0,61 1,07E-24 233
eo_kat proste_rho | proste_p proste_N | smesne_rho | smesne_p smesne_N
10-100 tis. NA NA 4 NA NA 58
divoka 2-10 tis. NA NA 9 NA NA
do 2 tis. NA NA 2 NA NA
nad 100 tis. NA NA 3 -0,21 0,477 14
eo_kat proste_rho | proste_p proste_N | smesne_rho | smesne_p smesne_N
10-100 tis. 0,23 0,050 75 0,22 0,02 102
alfa 2-10 tis. -0,03 0,905 22 0,42 0,01 43
do 2 tis. 0,55 0,079 11 -1,00 1,00 2
nad 100 tis. 0,62 0,004 19 0,57 0,000003 59
eo_kat proste_rho | proste_p proste_N | smesne_rho | smesne_p smesne_N
10-100 tis. 0 0 0 0,81 1,11E-10 41
delta 2-10 tis. 0 0 0 0 0
do 2 tis. 0 0 0 0 0
nad 100 tis. 0 0 0 0,80 2,70E-14 59
eo_kat proste_rho | proste_p proste_N | smesne_rho | smesne_p smesne_N
10-100 tis. 0 0 0 0,10 0,421 67
omikron | 2-10 tis. 0 0 0 0 0 0
do 2 tis. 0 0 0 0 0 0
nad 100 tis. 0 0 0 -0,12 0,237 101

Z uvedenych vysledk( je patrné, Ze signifikantni korelace byly zjistény pro prosté i smésné vzorky a pro
véechny velikostni kategorie COV, s vyjimkou slévanych vzork( z COV do 2 tisic napojenych obyvatel.
Vysledek pro tuto kategorii COV byl ale do zna¢né miry ovlivnén nedostatkem dat k analyze. Z hlediska
korelacnich koeficientl se ukazalo, Ze pro monitoring SARS-CoV-2 v odpadnich vodach jsou vhodnéjsi
smésné vzorky. Analyzy neprokazaly, Ze by nékteré z uvedenych velikostnich kategorii COV byly pro
ucel monitoringu vhodnéjsi.
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4 SOUHRN

V pribéhu reseni projektu bylo ziskdno mnozZstvi zasadnich informaci Cerpajicich z obdobnych studii
a mnoho empiricky ziskanych udaju, ze kterych byly vyvozeny zavéry s cilem formulace nejvhodnéjsiho
pristupu k monitoringu odpadnich vod pro podminky CR.

Vyznamné poznatky ziskané z odbornych studii a vyzkumnych praci v oblasti WBE v dobé covidu-19:

e RNA viru SARS-CoV-2 v odpadnich vodach je moiné detekovat dfive, neZ je prokdzana
klinickymi testy,

e k dosaZeni pozitivni detekce RNA SARS-CoV-2 v odpadnich vodach je zapotfebi minimalné
4-17 (median 8), 9-43 (median 18) a 17-97 (median 38) denné hldsenych novych pfipad
covid-19 na 100 000 obyvatel pro hladiny pravdépodobnosti 50 %, 80 % a 99 %,

e dozorova ¢innost pro monitorovani trend(l v daném misté by méla byt provadéna jednou
laboratofi za pouZiti jedné metody,

e nenik dispozici Zddné zdGvodnéni ani silné empirické dlkazy, které by slouzily jako zaklad
pro prevod koncentrace genetickych ekvivalent( v odpadnich vodach na pocet nakazenych
osob ve sledované populaci.

Souhrn ziskanych vysledk( a zavéra ziskanych v prabéhu Feseni projektu:

1. Vzorkovani

Byly prokdzany rozdily ve fekalnim znecisténi odpadnich vod na natoku na COV v pribéhu dne,
pfiéemi pfiblizné 70 % denniho znetiéténi vstupuje do COV mezi 10. a 23. hodinou. V této dobé
byly zjistény i nejvyssi koncentrace RNA SARS-CoV-2.

Pro stanoveni RNA SARS-CoV-2 je mozné pouzit slévané i prosté vzorky. Odbér prostych vzorkd
by mél byt sméfovan do doby vysokého fekdIniho zatizeni odpadnich vod.

Pti Cetnosti 2 odbér( tydné Ize ziskat presné;jsi pfedstavu o vyvoji epidemické situace, které je
vhodné pro aktivni sledovani trendu probihajici epidemie, zpfesnéni a potvrzeni nastalé
vyznamnéjsi zmény a eliminaci vykyva v obsahu virové RNA. Vhodné je vzorkovani provadét
s odstupem 3 dnU bez zahrnuti vikend(, z dlivodu odlisného Zivotniho rezimu obyvatel. Pro
dlouhodobé preventivni sledovani je dostacujici cetnost odbér(i 1x tydné.

K provadéni monitoringu jsou vhodné COV viech velikostnich kategorii i pfi nizké prevalenci
nakaZenych osob ve spadové oblasti.

Rozsahld sit COV a velky rozsah kanaliza¢nich siti v CR nabizi velmi vhodné prostiedi pro
provadéni WBE monitoringu.

2. Stabilizace a uchovani vzorka

Optimalnim postupem zpracovani vzorku je okamzité zpracovani vzorku do 24 hodin po
odbéru, stabilizaci PEG + NaCl je vhodné provést co nejdrive, tj. po ptijmu vzorku do laboratore.
V ptipadé nutnosti je mozné vzorek skladovat v lednici pfi 53 °C po pfidani PEG + NaCl po
dobu jednoho tydne. Pfi nutnosti delSiho uchovani vzorku pfed analyzou je nezbytné rychlé
zamraZeni na -70 °C.

Pti skladovani vzork( pfi -20 °C dochazi k vyznamnym poklesiim koncentraci virové RNA vir(
v pribéhu casu; po 1 mésici klesla koncentrace o 90 %, po 3 mésicich o 95 % a po 6 mésicich
az 097 %.
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3. Stanoveni RNA SARS-CoV-2

Byl vyvinut a odzkousen ,,Metodicky postup analyzy odpadnich vod na pfitomnost specifickych
oblasti genomu viru SARS-CoV-2metoda stanoveni RNA SARS-CoV-2 v odpadnich vodach”,
ktery byl predan MZ a je zverejnén zde: https://www.vri.cz/wp-
content/uploads/2022/02/141 MetPostup Final Vasickova.pdf.

PouZitd metoda je vysoce citlivd, pozitivni ndlez virové RNA byl zjistén jiz pro jednotky aZ
desitky osob zachycenych klinickym PCR testovdanim. Metodou byl ziskdn pozitivni vysledek
analyzy i pro pfipad, Ze v dané lokalité nebyl oficialné zaznamenan Zadny pfipad infekce SARS-
CoV-2.

Za odpovidajici nejistotu stanoveni bylo stanoveno 40 %.

Vyznamnou ¢asti postupu analyzy odpadnich vod je homogenita vzorku, kterd mlze byt
vyznamnym pfispévkem chyby stanoveni. Tento fakt je nezbytné brat pfi analyzach odpadni
vody v Uvahu, i pfesto, Ze vysledek nasich pokusl nezjistil zasadni rozdily v alikvotnich podilech
vzorku.

Metoda byla modifikovana i pro stanoveni RNA SARS-CoV-2 v moci. Vysledky provedené
klinické studie prokazaly vylu¢ovani RNA SARS-CoV-2 moci u témér 30 % priznakovych jedincd.

3. PCR stanoveni pfitomnosti RNA vird chiipky A a B a hepatitidy A (HAV)

Byly vytvoreny a validovany postupy detekce specifickych oblasti genomu vird chfipky A a B
a viru hepatitidy A metodou RT-qPCR v odpadnich vodach.

Bylo analyzovano 118 vzork( z velkych mést, kde byl v dobé epidemie predpokladan alespon
minimalni vyskyt chfipky. Ve vzorcich byla v 88 % prokazana pfitomnost RNA SARS-CoV-2,
v zadném vzorku nebyly detekovany specifické oblasti genomu vir(i chfipky A a B, coz bylo
zplsobeno Uplnym potlacenim vyskytu chfipky na tzemi CR v obdobi epidemie.

| pfes neprokazani specifickych oblasti genomu virG chfipky A a B v naSich vzorcich je
pravdépodobné, 7e vyuZiti WBE je v podminkach CR vhodnym ndstrojem pro epidemiologicky
dohled vyskytu a Sifeni respiracnich nemoci, jejichZ epidemické Sifeni ma celospolecensky
vyznam v dlsledku velmi vysoké nemocnosti a pracovni neschopnosti s rychlym nastupem
nemoci.

Detekce specifickych oblasti genomu HAV byla do projektu zafazena jako alternativni
biomarker a soucasné puvodce velmi nebezpecného onemocnéni. Stanoveni byla doplnéna
detekci RNA vir(i NoV Gl a NoV GlI. PfestoZe byla RNA HAV stanovovana ve vzorcich vybranych
dle informaci o vyskytu VHA v populaci CR ve sledovaném obdobi, nebyla v 74dném ze 121
vzorkd prokazana pritomnost RNA HAV. Pricinou byl pravdépodobné velmi nizky vyskyt HAV
v CR ve sledovaném obdobi (cca 400 piipadil) a vybér lokalit, cileny na jiny tcel.

Z predchozich studii autord jsou znamy epidemiologické souvislosti, pfi nichz byla prokazana
RNA HAV v odpadnich vodach. Proto Ize pfedpokladat, Ze vyuZiti WBE pro detekci RNA HAV
bude v podminkdch CR vhodnym néstrojem pro epidemiologicky dohled nad vyskytem
a Sitenim nebezpecného onemocnéni.

4. Stanoveni neopterinu

Byl vyvinut a odzkouSen postup stanoveni neopterinu v odpadnich vodach jako biomarkeru
bunécné imunitni reakce téla na virové a bakteridlni infekce. Metoda je na principu kapalinové
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS), mez stanovitelnosti
metody byla 0,05 ug/l odpadni vody.

Na tfech dlouhodobéji monitorovanych COV (UCOV Praha, COV Brno, COV Kladno (Vrapice)
bylo zjisténo, Ze v odpadnich vodach nejdrive dochazi ke zvySovani koncentrace neopterinu,
které je nasledovano zvySovanim koncentrace RNA SARS-CoV-2.
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Provedend studie stanoveni neopterinu v moci prokazala vyssi koncentraci neopterinu
u priznakovych jedincl s covid-19.

Neopterin jako prediktor zdnétlivych onemocnéni se ukdzal byt vhodnym nastrojem pro
monitoring téchto onemocnéni z pohledu epidemiologického pfistupu k odpadnim vodam.

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

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 pfiznakd) a hospitalizovanych
osob v pribéhu celé epidemie covid-19 a v obdobi vyskytu jednotlivych variant viru.
Vyhodnoceni bylo komplikovano pribéhem protiepidemickych opatreni, kdy se velmi ¢asto
ménily mozZnosti a povinnosti testovani, které vyznamné ovliviiovaly pfirozené
epidemiologické udaje o poctech pozitivné testovanych osob. Tato fakta se promitla do kvality
datovych sad poctu pozitivné testovanych osob, které byly pouZity pro vyhodnoceni a ovlivnily
korelace téchto poctl s vysledky z odpadnich vod.

Vysledné hodnoceni vysledkd bylo ovlivnéno i evidenci pozitivné testovanych osob. Pozitivné
testované osoby byli do systému zarazeni podle mista trvalého bydlisté, coz nemuselo vidy
souhlasit s jejich skute¢nym pobytem.

Vysledek korelacni analyzy vSech ziskanych dat ukdzal na korelaci mezi poétem pozitivné
testovanych osob napojenych na sledované COV a mnoistvim detekované RNA SARS-CoV-2
(GE/ml) v odpadnich vodach. Podobna korelace byla pozorovdna mezi mnozstvim
detekovaného SARS-CoV-2 GE/ml a podilem pozitivné testovanych osob napojenych na
jednotlivé COV.

Nebyla prokazdna korelace mezi mnoZstvim RNA SARS-CoV-2 a koncentraci chemickych
parametrdq.

Nebyla prokazana korelace mezi mnozstvim RNA SARS-CoV-2 a mnoZstvim odpadnich vod,
podilem prdmyslovych odpadnich vod, délkou kanaliza¢ni sité ¢i po¢tem na COV napojenych
obyvatel.

Vysledek korelacni analyzy pro variantu alfa neprokazal korelaci mezi poctem pozitivné
testovanych osob v oblasti COV a mnoistvim detekované RNA SARS-CoV-2 v odpadnich
vodach. Vysledky byly vyznamné ovlivnény poctem a skladbou analyzovanych dat (malo
ziskanych hodnot pro mnoho COV). Korelace mezi mnozstvim RNA SARS-CoV-2 a koncentraci
chemickych parametrli nebyla v pfipadé varianty alfa v ziskanych datech prokazana. Korelace
nebyla zjisténa ani mezi mnoZstvim RNA SARS-CoV-2 a mnoZstvim odpadnich vod, podilem
primyslovych odpadnich vod, délkou kanaliza¢ni sité & poétem na COV napojenych obyvatel.
Vysledek korela¢ni analyzy pro variantu delta prokazal vysokou korelaci mezi poétem pozitivné
testovanych osob v oblasti COV a mnoistvim detekované RNA SARS-CoV-2 v odpadnich
vodach. Podobna korelace byla pozorovdna mezi mnozZstvim detekované RNA SARS-CoV-2
a podilem pozitivné testovanych osob ze véech osob napojenych na ptislusnou COV. Korelace
mezi mnozstvim RNA SARS-CoV-2 a koncentraci chemickych parametrd nebyla v pfipadé
varianty delta v ziskanych datech prokazana. Korelace nebyla zjisténa ani mezi mnoZstvim RNA
SARS-CoV-2 a mnoistvim odpadnich vod, podilem primyslovych odpadnich vod, délkou
kanalizaéni sité ¢i po¢tem na COV napojenych obyvatel.

Vysledek z korelacni analyzy pro variantu omikron neprokazal korelaci mezi poftem pozitivné
testovanych osob v oblasti COV a mnoistvim detekované RNA SARS-CoV-2 v odpadnich
vodach. Korelace nebyla pozorovana ani mezi mnozZstvim detekovaného mnoZstvi RNA SARS-
CoV-2 a podilem pozitivné testovanych osob ze viech osob napojenych na konkrétni COV. Tyto
vysledky byly vyznamné ovlivnény poctem a skladbou analyzovanych dat (zména zdvaznosti
klinickych pfiznakd infekce a pristupu obyvatel k testovani). Korelace mezi mnozstvim RNA
SARS-CoV-2 a koncentraci chemickych parametr( nebyla v pripadé varianty delta v ziskanych
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datech prokazana. Korelace nebyla zjisténa ani mezi mnozstvim RNA SARS-CoV-2 a mnoZstvim
odpadnich vod, podilem primyslovych odpadnich vod, délkou kanalizac¢ni sité ¢i poétem na
COV napojenych obyvatel.

e Analyzovand data ukazala pozitivni korelace mezi mnoiZstvim RNA SARS-CoV-2 a pocty
hospitalizovanych osob v pfipadé varianty delta. Vysledky pro variantu alfa a omikron byly mj.
ovlivnény poctem a skladbou analyzovanych dat a zdvaznosti klinickych priznakl infekce.

e  Statistické vyhodnoceni pomoci korelacnich koeficientd potvrdilo, Ze pro monitoring SARS-
CoV-2 v odpadnich vodach jsou vhodnéjsi slévané vzorky.

e Statistické analyzy neprokazaly, 7e by nékteré z uvedenych velikostnich kategorii COV byly
pro ucel monitoringu vhodnéjsi nez jiné.

e Charakter hodnocenych dat (tj. prokazané korelace udaji 10 dni pfed datem prvnich klinickych
pfiznakl s Udaji o mnoZstvi RNA SARS-CoV-2 ve dnech odbéru vzork() potvrzuje predpoklad,
Ze WBE pfistup umoZziuje predikci vyvoje epidemie

5 ZAVER

Stanoveni korelaci a komparaci mezi naméfenym mnozZstvim genetického materidlu rizikového
biologického agens nebo biomarkeru v odpadnich vodach a hlasenymi klinickymi pfipady onemocnéni
nebo rozsifenim onemocnéni ve sledované populaci je koneénym cilem WBE. Korelace prokazané
v nasi studii potvrdily, 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. PFi akceptovani
zjisténych poznatk( a véasné a spravné interpretaci vysledkd mize byt WBE monitoring schopen velmi
ucinné prispét k prevenci Sifeni, sledovani a progndzy vyvoje vyskytu epidemicky vyznamnych
etiologickych agens a zavadéni vhodnych opatfeni v CR.

Nezbytnym predkladem UspéSného WBE monitoringu je vytvoreni podminek pro jeho cilené
a systematické provadéni (viz Metodicky postup vyuZiti monitoringu rizikovych biologickych agens
a biomarkerd v komunalnich odpadnich vodach jako nastroje pro véasné epidemiologické varovani).
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6 PRILOHY

P1_ Metodicky postup analyzy odpadnich vod na pfitomnost specifickych oblasti
genomu viru SARS-CoV-2 (VUVel 141/2022)

P2_Detekce indikator( fekalniho znecisténi — humannich adenovirli metodou gPCRet
a

P3_Detekce a kvantifikace externi kontroly procesu analyzy vzork( odpadnich vod
metodou RT-gPCR s nasledujicim stanovenim ucinnosti celého procesu

P4_Protokol o schvaleni Metodického postupu analyzy odpadnich vod na pfitomnost
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