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Monitoring koronaviru SARS-CoV-2
\'/ odpadnl’ch vodach v CR pro vyuziti v systému
vcasného protiepidemického varovani

Hana Mlejnkova, Katefina Sovova, Lucie Jasikova, Petra Vasickova,
Véra Ocendskova, Lucia Gharwalova, Alena Fialova, Eva Juranova

Koronavirus SARS-CoV-2 je za-
stupcem vird, zptsobujicich one-
mocnéni dychacich cest, které jsou
primarné vylucovany respira¢nimi
sekrety. Genové fragmenty SARS-CoV-2 byly vSak v mnoha pfi-
padech prokazany takeé ve stolici a moci infikovanych osob (u vi-
ce nez 50 % nakazenych) [1,2] a jejich vylucovéni bylo zjisténo
3 az 33 dni po negativnim respiracnim testu pacienta [3]. Kli-
nické studie ukdzaly, Ze stfevo muZze byt dalsim cilovym orga-
nem viru SARS-CoV-2, pomoci bunéénych kultur byla prokdzana
i moznost pomnozeni vira ve stolici [4]. Jsou popsdny i gastro-
intestinalni pfiznaky jako bolesti bficha, zvraceni, ¢asto i pri-
jem (u cca 2 az 50 % nakazenych), které se vyskytovaly ¢asto
ptred vypuknutim nemoci a pretrvaly i dlouho (cca 10-14 dni)
po odeznéni respiracnich potizi a prikazu viru v dychacich ces-
tach [5].

Uvedené informace nabizi moZznost vyuziti koronaviru SARS-
CoV-2 jako biomarkeru pro vytvorfeni systému vcasného epide-
mického varovéni. Epidemiologicky piistup k odpadnim vodam
(WBE - wastewater based epidemiology) je relativné novy pfi-
stup, vyuzivajici kvantitativniho méfeni lidskych biomarkert
v odpadnich vodéch za ucelem cilenych hodnoceni, napf. Zivot-
niho stylu, zdravi nebo expozice populace nejriznéjsim latkam.
V CR je aktudlné vyuzivan ke stanoveni drog [6], poliovirt [7]
a enterovird.

Detekce fragmentu RNA viru SARS-CoV-2 jako biomarkeru
v odpadnich voddch nabizi moznost poskytnuti jedinecnych
epidemiologickych informaci o vyskytu viru v populaci nebo
v urcité komunité, tedy sledovani jeho pritomnosti, absence, se-
zénnich nebo jinych trendd a vykyvi. Pfi spravné nastaveném
systému monitoringu odpadnich vod bude mozné sledovat na-
stup a vyvoj poctu infekénich onemocnéni v dalSich obdobich
a vyuzit monitoring jako néstroj véasného varovani pro nasta-
veni systému ucinného dohledu nad Sifenim ndkazy.

V CR je diky rozsahlé siti kanalizaci a cistiren odpadnich
vod (COV) vhodné prostiedi pro jejich vyuziti k systematickému
epidemiologickému monitoringu. Podle informaci Ministerstva
zemédélstvi je v CR 3 166 COV, z toho 9 nad 100 000 ekviva-
lentnich obyvatel (EO), 122 nad 10 000 EO, 417 nad 2 000 EO
a 2618 do 2000 EO. Podle poctu napojenych obyvatel na COV
by monitoringem jejich odpadnich vod mohl byt podchycen
stav u cca 80 % obyvatel CR, sledovanim COV nad 10 000 EO
by bylo podchyceno vice nez 50 % obyvatel CR.

KONFERENCE

Metodika
Vzorkovani

Monitoring pfitomnosti koronaviru SARS-CoV-2 v odpad-
nich vodéch je provadén od dubna 2020. V jarni viné epidemie

Piispévek zaznél na mezinarodni konferenci VODARENSKA BIOLOGIE 2021, konané ve
dnech 10.az 11. inora 2021 v Interhotelu Olympik v Praze.

bylo spole¢né se spolecnosti SOVAK CR ziskano 137 vzork na-
tokt na 40 COV z celého tizemi CR. Dalsi dvé etapy monitoringu
zahrnovaly odbéry vzork( odpadnich vod v obdobi od listopadu
do prosince 2020 a od tinora do bfezna 202 1. Snahou rozséhlé-
ho vzorkovéni je zachytit rtizné tdrovné poctli infikovanych
osob. Podil infikovanych osob na pocet obyvatel napojenych na
sledované COV se na jaie (duben-cerven) pohyboval v priiméru
kolem 0,2 %, v listopadu kolem 0,9 % a v obdobi od tnora do
biezna 2021 to bylo 0,4 az 1,2 % (ddaje byly ziskany z vefej-
nych zdrojt: seznam.cz a novinky.cz).

V podzimni vIné bylo odebréno ptes 240 vzorkd raznych ty-
pt z 50 COV riznych velikosti. Podle moznosti jednotlivych
COV byly odebirany vzorky prosté (P) -~ bodovy odbér, 2hodi-
nové smésné (A), 24hodinové smésné (B), 24hodinové smésné
umérné pratoku (C). V roce 2021 probiha odbér vzorka defino-
vanym zpusobem (smésné vzorky v 15minutovych intervalech
od 5.00 do 23.00 hodin) na zékladé ptedchozi charakterizace
pritékajicich odpadnich vod. Odbéry jsou provadény automatic-
kymi vzorkova¢i, umisténymi na pfitocich do COV. Ziskani vzor-
ki prispiva vstficnd spoluprace provozovateltt COV. Vzorky
jsou po odbéru do 24 hodin pfedany ke zpracovéani nebo zamra-
Zeny na -70 °C.

PCR analyza

Detekce pritomnosti viru SARS-CoV-2 v odpadnich vodéach
byla provadéna ve virologické laboratofi VUVeL v Brné, které
mad s detekci viri v odpadnich voddch dlouholeté zkuSenosti [8].
Stanoveni bylo provadéno pomoci RT-qPCR analyzy, kterou
byla zjiStovdna piitomnost specifického fragmentu RNA viru
SARS-CoV. Pro extrakci RNA byla pouZzita metoda pfimé floku-
lace [9] a tfepdni po dobu 10 hodin. RNA byla izolovédna s po-
uzitim NucliSENS® miniMAG® systému (BioMérieux). Pro kon-
trolu procesu byl pouzit praseci koronavirus TGEV, kmen M42
ze Sbirky zoopatogennich organismii, VUVeL. Vlastni detekce
byla provedena s vyuzitim kitu EliGene COVID19 Basic A RT
(Elizabeth Pharmacon, CR). Za pozitivni byly povazovany vzorky
s kvantifika¢ni hodnotou Cq < 40.

Zpracovani dat

Zpracovani dat bylo provadéno ve spoluprdci s Oddélenim
biostatistiky Stdtniho zdravotniho dstavu, ktery ze zdravotnic-
kého sektoru zajistil udaje o poctech infikovanych osob v mo-
nitorovanych oblastech. Zpracovéni sady vzork z jarniho kola
odbéra bylo provadéno s vyuzitim ddajit o poctech infikova-
nych osob v konkrétnich oblastech, které byly v prabéhu moni-
toringu nedostupné. Data o osobéch pozitivnich na SARS-CoV-2
byla ziskana z celostatniho systému ISIN (Informac¢ni systém in-
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fekénich nemoci). Data do ISINu jsou vkladana z krajskych hy-
gienickych stanic. Ke grafickému zobrazeni epidemiologické si-
tuace bylo vyuZito datum prvnich pfiznakt a pfedpoklad, ze
clovék je infekeni az tfi dny pfed timto datem a nejvice viru
vylucuje do 10. dne od prvnich pfiznakt. U nékterych osob vy-
lucovani probihd déle nez 10 dni, coZ je v grafech zobrazeno
slab3i barvou. Délka se odviji od toho, zda je zndmo datum ne-
gativniho PCR testu, pokud ne, je fada ukoncena po 30 dnech.
Pokud osoba zemfela, fada konci datem tmrti. Grafy zobrazuji
vysledky monitoringu odpadnich vod v konkrétnich datech.

Vysledky

Tabulka 1 uvadi vysledky monitoringu z prvni viny epide-
mie. Od dubna do ¢ervna 2020 bylo monitorovéno 7 COV v ka-
tegorii nad 100 000 ekvivalentnich obyvatel (EO), z 19 ode-
branych vzorka byly 4 pozitivni (21 %), v kategorii 10 az
100 000 EO bylo na 24 COV odebrano 74 vzork(, z nichz bylo
12 pozitivnich (24 %), v kategorii 2 az 10 000 EO bylo sledo-
véno 6 COV, z 24 odebranych vzork( byly pozitivni 3 (14 %)
a v kategorii do 2 000 EO bylo odebréno 7 vzorkt z 3 COV,
1 vzorek byl pozitivni (14 %) - obr. 1. Pozitivni nalezy byly zji-

Tabulka 1: Vysledky monitoringu odpadnich vod v CR v prvni viné epidemie covid-19
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CoV_1a 2392 0,2 - nad 100 tis. P 1 1
Cov_1b 2392 0,2 - nad 100 tis. P 1 1
Cov_1c 2392 0,2 - nad 100 tis. P 1 1
cov_2 272 0,1 1146 60/30/— nad 100 tis. C 9 0
cov_3 513 0,2 898 70/30/— nad 100 tis. P 3 1
cov_4 89 0,1 552 50/50/— nad 100 tis. P 2 0
¢ov_5 100 0,1 474 80/20/— nad 100 tis. ¢] 2 0
Cov_6 65 0,1 308 33/12/55 10-100 tis. ¢] 2 0
cov_7 53 0,1 182 80/20/— 10-100 tis. ¢] 2 1
cov_s 203 0,3 147 56/44/— 10-100 tis. B 2 0
Cov_9 41 0,1 211 - 10-100 tis. B 8 0
¢ov_10 87 0,2 157 68/32/— 10-100 tis. ¢] 2 0
cov_11 450 0,9 121 75/25/— 10-100 tis. ¢] 2 0
cov_12 43 0,1 127 77/33/— 10-100 tis. B 2 0
cov_13 33 0,1 214 64/36/— 10-100 tis. B 2 0
Cov_14 140 0,4 170 31/33/36 10-100 tis. B 4 0
¢ov_15 21 0,1 178 97/3/— 10-100 tis. B 2 0
Cov_16 2 0,0 102 90/10/— 10-100 tis. ¢] 1 0
cov_17 16 0,1 105 85/15/— 10-100 tis. B 1 0
cov_18 58 0,2 65 70/30/— 10-100 tis. B 11 3
¢ov_19 10 0,0 39 80/20/— 10-100 tis. ¢] 2 0
¢ov_20 73 0,3 141 61/39/— 10-100 tis. B 2 0
cov_21 0 0,0 80 50/50/— 10-100 tis. P 2 0
cov_22 2 0,0 96 76/24/— 10-100 tis. B 3 0
¢ov_23 6 0,0 83 76/24/— 10-100 tis. B 3 0
cov_24 3 0,0 71 75/25/— 10-100 tis. B 5 1
Cov_25 135 1,2 56 90/10/— 10-100 tis. ¢] 5 2
Cov_26 85 0,8 42,6 70/30/— 10-100 tis. P 2 0
Cov_28 42 0,5 - 75/25/— 10-100 tis. ¢] 3 0
¢ov_37 127 0,3 66 100/—/— 10-100 tis. B 2 0
Cov_3s8 99 0,6 52 100/—/— 10-100 tis. B 4 2
cov_27 16 0,2 72 90/10/— 2-10 tis. P 7 1
Cov_29 4 0,1 54 100/—/— 2-10 tis. A 2 0
COoV_30 0 0,0 28 80/20/— 2-10 tis. P 5 1
cov_31 18 0,3 56 100/—/— 2-10 tis. A 2 0
cov_32 5 0,1 29 80/20/— 2-10 tis. B 5 2
¢ov_33 4 0,1 25 84/16/— 2-10 tis. B 3 0
¢ov_34 0 0,0 11 100/—/— do 2 tis. B 3 1
Cov_35 0 0,0 0,03 100/—/— do 2 tis. B, A 2 0
Cov_36 10 0,0 - - do 2 tis. P 2 0

2 Pocet pozitivnich PCR osob — kumulativné do 7. 7. 2020 (-3. az 11. den).

® Komunalni/primyslové/balastni + destové.

¢ Duben az Cerven.
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epidemie bylo v celé CR, tj. i na sledova-
nych lokalitach, velmi nizké procento po-

stény ve viech kategoriich COV v podob-
ném procentudlnim podilu. V jarni viné

®
S
|

74

[ 1 pocet vzorkl (duben—Cerven)
I B pocet pozitivnich vzork( (duben—cerven)

pocet vzorku
n w P )] D ~
o o o o o o
\ [ | [

10 —

> 100 tis. 10-100 tis. 2-10 tis.

kategorie COV [poget EQ]

< 2 tis.

Obr. 1: Pocty vzorkii s detekovanou SARS-CoV-2 RNA v kategoriich COV podle poctu
ekvivalentnich obyvatel
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Obr. 2: Priklad COV s negativnim ndlezem SARS-CoV-2 RNA v odpadni vodé a pozitivnim
vyskytem infikovanych osob
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Obr. 3: Priklad COV s pozitivnim nalezem SARS-CoV-2 RNA v odpadni vodé a negativnim
vyskytem infikovanych osob

zitivnich osob z poctu obyvatel napoje-
nych na pfislusnou COV (0-1,2 %; priimér
0,2 %), pfestoze jsme se zamétfovali na ob-
lasti se zvySenym vyskytem nemoci.

Porovnani poctti vzorkda odpadnich
vod s prokazanou pritomnosti RNA viru
s hlaSenymi pocty nakazenych ukdazalo
nékolik variant vysledkt. Prvni variantou
je zjisténa absence viru v odpadnich vo-
déch v lokalitach, kde byl evidovan vyskyt
pozitivné testovanych osob (obr. 2). PFici-
nou muze byt velké nafedéni odpadnich
vod, tj. hledand ¢dstice genomu nebyla do
vzorku zachycena v detekovatelném mnoz-
stvi nebo stavu (doslo napft. k degradaci
ci nebo vlivem doprovodné mikrofléry jiz
pred odbérem nebo pfi transportu vzor-
ku). Dalsim davodem muize byt fakt, ze se
virové ¢dstice nedostaly do traviciho nebo
vylucovaciho systému infikovanych osob,
jak bylo popsédno vyse - nebo, zZe se v do-
bé nemoci tyto osoby nevyskytovaly
v misté, kde byly evidovany jako infikova-
né (pobyt v zaméstndni, v rekreacnich ob-
jektech apod.).

Dal$im vysledkem byla varianta s po-
zitivnim nalezem virovych fragmentt v od-
padnich vodach na lokalitdch, kde nebyly
hlaseny zadné infikované osoby (obr. 3).
Tento piipad Ize vysvétlit pfitomnosti ne-
evidovanych infikovanych osob, tj. bud
bezpfiznakovych, nenahldSenych nebo
evidovanych v jiném misté, nez skutecné
pobyvaly.
nejvice vyuzitelné pro vyvoj systému
v€asného varovéni, jsou z lokalit, kde byly
nalezeny pozitivni vzorky odpadnich vod
a hladSena pfitomnost pozitivné testova-
nych osob (obr. 4). Pro spravnou interpre-
taci téchto vysledkd je nutné rozliSovat
jednotlivé COV podle velikosti a pouzité
technologie, nebot ne vsechny jsou vhod-
né pro epidemiologické prognézy. COV se
1is{ pfedevsim mnoZstvim odpadnich vod,
které jsou na né privadény; poctem napo-
jenych obyvatel; délkou a vétvenim kana-
liza¢ni sité a ve vétsiné piipadu zpracové-
nim smési komundlnich a pramyslovych
odpadnich vod. U velkych COV je nutné
brét jesté zfetel na napojovani dil¢ich stok
a na vybér mist pro vzorkovani.

Na obr. 5 jsou rozliSeny regiony s ne-
gativnim a opakovanym ndlezem SARS-
CoV-2 RNA. Absolutni pocty evidovanych
osob s pozitivnim PCR testem se ve sle-
dovanych oblastech pohybovaly od O do
2 400, coz predstavovalo 0 az 1,2 % oby-
vatel napojenych na danou COV.

Diskuse

Testovani odpadnich vod na pfitom-
nost RNA viru SARS-CoV-2 se aktivné roz-
bihd v mnoha zemich na celém svété se
stejnym cilem, kterym je pfispét k ucin-
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nym opatfenim v boji se Sifenim zékefné
nemoci a zejména k vyuziti epidemiolo-
gického systému v pfipadé dalSich moz-
nych epidemii. Po dspésnych vyzkumech
nizozemskych védct [10,11] jsou publi-
kovany podobné vyzkumy z Australie
[12], Spanélska [13], Rakouska [14], USA,
Izraele, Brazilie, Turecka, Indie, Italie
a Francie [3]. S vyjimkou Japonska byla ve
vSech zemich pritomnost RNA viru SARS-
CoV-2 v neciSténych odpadnich vodéch
prokazana [3].

Studiu pfitomnosti koronavirti ve stie-
vech a moci a moznosti jejich pfenosu fe-
kdlné-oralni cestou se aktudlné vénuje
velké mnozstvi klinickych védcu z celého
svéta. Mnozi navazuji na vyzkum pied-
chozich vyznamnych zastupcti koronavirt
SARS-CoV-1 a MERS. Vyznamny objev
udélali védci z Hubrechtova institutu
v Utrechtu, ktefi vyzkumy na tkdnovych
kulturach potvrdili, Ze viry SARS-CoV-2
mohou infikovat buriky stfev a mnozit se
v nich [15]. Timto poznatkem se vyznam-
né zvySuje vyznam monitoringu odpad-
nich vod a studium moZzné kontaminace
vodniho prostiedi. Prikaz prenosu fekal-
né-ordlni cestou vsak dosud prokazan ne-
byl. Zatim nejsou zndmy udaje, zda se
v télnich exkretech vyskytuji fragmenty
viru u vsech infikovanych osob nebo zda
zdlezi na prubéhu a symptomech, v jakém
mnozstvi, po jak dlouhou dobu, v které f4-
zi nemoci a zda i u bezpfiznakovych je-
dinct. Dulezitd je také konkrétni imunitni
odpovéd' infikované osoby, kterd muze
probihat rGznymi mechanismy, z nichz
nékteré mohou genom viru rozloZit azZ na
nedetekovatelné fragmenty.

Diky velmi nizkym poc¢tim infikova-
nych osob v CR v jarni vIné epidemie se
podarilo ziskat jedinecné vysledky, které
umoznily zachytit dolni mez detekce zvo-
lené metody. Fragmenty SARS-CoV-2 byly
stanoveny v odpadnich vodéach od 6 000
az po 80 000 napojenych obyvatel z COV,
mezi nimiz byly aktualné v dany den evi-
dovény pouze jednotky infikovanych osob.
Tato velmi nizkd ¢isla ukazuji na velmi vy-
sokou citlivost metody [16].

Podminkou tspéSnosti celého postu-
pu je cileny a spravné provedeny odbér
odpadnich vod. Je tfeba durazné akcepto-
vat rozdily mezi typy a charakterem COV,
nebot ne vSechny jsou vhodné pro epide-
miologické prognézy. Mezi nejvyznamnéj-
§i faktory pro jejich vybér patii celkové
mnozstvi pfivddénych odpadnich vod, po-
cet napojenych obyvatel, délka a vétveni
kanaliza¢ni sité a nafedéni komundlnich
odpadnich vod pramyslovymi a srazkovy-
mi vodami (obr. 6). U velkych COV je nut-
né brat jeSté zietel na napojovani dil¢ich
stok a zvazit vice odbérovych mist [17].
Pro vlastni vzorkovani je dilezity typ vzor-
ku, doba odbéru, teplota odpadni vody,
nafedéni odpadnich vod, misto odbéru aj.
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Obr. 4: Priklad COV s pozitivnim nalezem SARS-CoV-2 RNA v odpadni vodé a pozitivnim

vyskytem infikovanych osob
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Obr. 5: Vyskyt SARS-CoV-2 RNA v odpadnich vodach v CR v jarni viné epidemie

Zavér

Epidemiologicky pfistup k odpadnim
vodam, aplikovany v dobé koronaviru
v mnoha zemich svéta, se podle dosavad-
nich vysledkt ukazuje jako jedna z moz-
nosti smysluplnych opatfeni v systému
vcasného varovdni. Vzhledem ke stdle
probihajici pandemii neni v sou¢asné do-
bé mozné odzkouset fazi zachyceni ndstu-
pu nové viny, na kterou je systém priorit-
né cilen.

Ziskané vysledky z prvni etapy moni-
toringu odpadnich vod, provadéné v jarni

vlné epidemie nemoci COVID-19, pfineslo
fadu zajimavych vysledkd, které budou
velmi cenné a nezbytné pro dalsi prdci na
tvorbé systému, jehoz cilem bude véasné
zachyceni varovného signdlu nastupujici
epidemiologické situace v CR a lokalizace
rizikovych mist. Tento cil, spolu s optima-
lizaci metodiky detekce viru SARS-CoV-2
v odpadnich vodach, bude v letech 2021
az 2022 teSen v ramci projektu Vyuziti
monitoringu odpadnich vod jako ndstroje
veasného varovani pfed vznikem epide-
miologické situace, ktery byl podporen ve
4. vefejné soutézi Programu bezpecnost-
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Obr. 6: Pocet napojenych obyvatel a mnozstvi odpadnich vod u sledovanych COV s pozitivnim nélezem SARS-CoV-2

niho vyzkumu Ceské republiky v letech 2015-2022 (BV I11/1-VS).
Hlavnimi vystupy projektu budou dvé metodiky: Metodika vy-
uziti monitoringu rizikovych biologickych agens a biomarkert
v komundlnich odpadnich vodéch jako nastroje pro vcéasné epi-

padnich vod jako néstroje v€asného varovani pfed vznikem epi-
demiologické situace programu 4. VS BV III. Autofi dékuji za po-
skytnuti vysledkii sdruzeni SOVAK CR a provozovateliim COV za
vstiicnou spolupraci pii poskytovani vzorkt odpadni vody.

demiologické varovani a Metodika detekce vybranych riziko-
vych mikrobiologickych agens pomoci PCR v odpadnich vo-
dach. Metodiky budou nabidnuty kompetentnim slozkam statu
k vyuziti v praxi. 1.
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Evropska komise dlirazné doporucuje zavedeni analyz odpadnich vod na SARS-CoV-2

Dne 17. 3. 2021 Evropska komise vydala doporuceni pro ¢lenské staty k zavedeni monitoringu odpadnich vod na natoku
meéstskych Cistiren odpadnich vod s kapacitou alespori 150 000 ekvivalentnich obyvatel. PoZzadovany termin vlastniho zavedeni
je 1.10. 2021 a je zéroven doporuceno odebirat minimélné dva vzorky tydné.

V Ceské republice jiz probéhlo a aktudlné i probiha pravidelné testovani odpadnich vod na pfitomnost SARS-CoV-2.
SOVAK CR, ktery sdruzuje vlastniky a provozovatele vefejnych vodovodii a kanalizaci, realizoval dvé mérné kampang, Vyzkum-
ny dstav vodohospodéisky T. G. M. také provedl ovéreni pritomnosti viru v odpadnich voddch a konec¢né i spolecnost Prazské
vodovody a kanalizace, a. s., ze skupiny VEOLIA realizuje spolecné s Vysokou Skolou chemicko-technologickou v Praze dlouho-
dobé sledovéni v rdmci rozsiteného projektu ArgTech. Obdobné systémy jsou jiz nékolik mésicti nasazeny i v jinych ¢lenskych
statech Evropské unie - napf. ve Francii, a to na plo3né bazi, ¢i na bazi konkrétni aglomerace.

Prestoze se lisi zptsob a rychlost vylucovéni fragment viru podle typu zasazenych obyvatel (KoziSek, Vodni hospodatstvi),
tak dlouhodobé sledovédni homogennich a dostate¢né hustych fad davé indikaci ndristu onemocnéni v aglomeraci ¢i konkrétni
¢asti aglomerace/podniku jiz ve 14dennim piedstihu oproti béznym statistikam. I z toho dtvodu bude SOVAK CR podporovat
a pomdhat se zavedenim fizeného procesu monitoringu a svézéani jeho vysledka s podrobnymi daty Ministerstva zdravotnictvi
pro dané aglomerace, ovSem s vyhradou dpravy ¢i iplného zastaveni monitoringu v pfipadé zmény trendt ¢i zménéch v dprave
podminek analyz ¢i dpravy vzorkd. SOVAK CR zéaroven doufs, Ze zvysené naklady spojené se zcela atypickym testovanim ne-
pujdou k tizi dotCenych vodarenskych spolecnosti, ale stanou se soucésti vydajii statu spojenych se zvladanim koronavirové
pandemie.
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