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Monitoring koronaviru SARS-CoV-2
v odpadnich vodach — co nam dosud ukazal

a kam sméruje

Ve VUV TGM, v. v. i,, je od dubna 2020 provadén monitoring pfitomnosti koro-
naviru SARS-CoV-2 v odpadnich vodach. Metoda prikazu je obdobnad jako u kli-
nickych vzorkd, tj. pomoci PCR je zjistovana pfitomnost specifického fragmentu
virové RNA. Vyznamny rozdil je v ndro¢nosti Upravy vzorku odpadni vody, kdy
je z ni nutné separovat ¢istou RNA s minimalizaci ztrat jejiho cilového mnoz-
stvi. Analyzy provadi virologicka laboratof Vyzkumného Ustavu veterinarniho
lékafstvi (VUVel) v Brng, kterd mé s detekci virtl v odpadnich vodéch dlouho-
leté zkudenosti. Stejny monitoring na vybranych COV byl provadeén v jarnim
obdobi spole¢nosti SOVAK, kterd zjisténa data poskytla do spole¢ného hodno-
ceni. Vyhodnocenf je provadéno ve spolupraci se Statnim zdravotnim Ustavem
(SZU), ktery ze zdravotnického sektoru zajistil Udaje o poctech infikovanych
osob v monitorovanych oblastech. V prvnim kole monitoringu bylo odebrano
celkem 137 vzork(l natok{ na 40 cistimach odpadnich vod (COV) z celého tzemi
CR. Pozitivni nélez specifického fragmentu viru SARS-CoV-2 byl zjistén u 28 %
COV v 15 % vzorkd.

V soucasné dobé probiha vyhodnocenijarniho kola odbérd s vyuZitim udajd
o poctech infikovanych osob v konkrétnich oblastech, které byly v pribéhu
monitoringu nedostupné. Data o osobdach pozitivnich na SARS-CoV-2 jsou zis-
kdna z celostatniho systému ISIN (Informacni systém infekénich nemoci). Data
do ISIN jsou vkladéna z Krajskych hygienickych stanic. Ke grafickému zobrazenf
epidemiologické situace bylo vyuzito datum prvnich pfiznakd a predpoklad, ze
Clovék je infekéni az 3 dny pred timto datem a nejvice viru vylucuje do 10. dne
od prvnich pfiznakd. U nékterych osob vylucovani probiha déle nez 10 dnf, coz
je v grafech zobrazeno slabsi barvou. Délka se odviji od toho, zda je zndmo
datum negativniho PCR testu, pokud ne, je fada ukonc¢ena po 30 dnech. Pokud
osoba zemrela, fada kon¢i datem umrti. Grafy zobrazujf vysledky monitoringu
odpadnich vod v konkrétnich datech.

Monitoring pokracuje podzimnim kolem odbérd vzorkl odpadnich vod,
aby byly ziskdny informace z druhé viny epidemie, kdy jsou pocty infikovanych
osob fadoveé vyssi nez v jarnim obdobi. Podil infikovanych osob na poc¢tu oby-
vatel napojenych na sledované COV se na jafe pohyboval kolem 0,1 %, v pod-
zimni viné je to cca 2 %.

Za Ucelem zachyceni nastupu dalsi viny zvyseného vyskytu onemocnéni
COVID-19 byla ze 40 sledovanych COV vybrana jedna stiedné velka COV, na niz
je od dubna kontinualné provadén monitoring s frekvenci odbérd 1-2 tydny. Na
této COV byla pfitomnost virovych fragmentd v jarnim kole monitoringu pro-
kdzadna ve 3 z 8 odbérd. Zachyt odpovidal 3-25 evidovanym infikovanym oso-
bam z vice jak 20 000 napojenych obyvatel. V oblasti napojené na tuto COV bylo
v dobé prvniviny (do7.7.2020) evidovéno cca 60 infikovanych osob, tj. cca 0,3 %
napojenych obyvatel. V podzimni viné zde pocet infikovanych osob stoupl na
cca 2 % (> 400 osob). Pozitivni ndlez virové RNA v odpadni vodé zde od jarni
viny nebyl zachycen. Pficinou mdze byt rozdil v pribéhu nemoci v jarni a pod-
zimni ving, a tedy s moznym mensim mnozstvim virovych ¢astic, obsazenych
ve stolici nebo moci v lokalité s intenzivnim vyskytem v jarni viné.
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Dosavadni vysledky vyzkumu ndm potvrdily informace publikované, na
zacadtku pandemie, nizozemskymi vyzkumniky o vyskytu virovych fragment(
viru SARS-CoV-2 v necisténych odpadnich vodach. Jak vyplyva z klinickych
studi, je jejich pravdépodobnym zdrojem travici a vyluc¢ovaci systém cloveka.
Téma pfiitomnosti koronavirl ve stfevech a moci vsak nenf dosud dostate¢né
klinicky probadano, ale vyzkum intenzivné pokracuje. Vyznamny objev udélali
vedci z Hubrechtova institutu v Utrechtu, ktefi vyzkumy na tkdriovych kulturach
potvrdili, ze viry SARS-CoV-2 mohou infikovat bunky stfev a mnozit se v nich.
Timto poznatkem se vyznamné zvysuje vyznam monitoringu odpadnich vod
a studium mozné kontaminace vodniho prostredi. Priikaz pfenosu fekéalné-
-ordIni cestou viak dosud prokdzan nebyl. Zatim nejsou zndmy Udaje, zda se
v télnich exkretech vyskytuji fragmenty viru u vsech infikovanych osob nebo
zda zalezi na prlbéhu a symptomech, v jakém mnozstvi, po jak dlouhou dobu,
v které fazi nemocia zda i u bezpfiznakovych jedincd. Ddlezité je také konkrétni
imunitni odpovéd infikované osoby, kterd maze probihat raznymi mechanismy,
7 nichz nékteré mohou genom viru rozlozit az na nedetekovatelné fragmenty.
Lze tedy predpoklddat, Ze neexistuje pfiméd Uméra mezi poc¢tem infikovanych
osob a kontaminaci odpadnich vod virovymi fragmenty.

Viysledky prvni viny monitoringu pfinesly, diky celkové velmi nizkému poctu
infikovanych osob v CR v prvni viné epidemie, jedinecné vysledky, nebot
umoznily zachytit dolni mez detekce zvolené metody. Pozitivni ndlez frag-
mentd SARS-CoV-2 byl stanoven u COV, kde byly aktudlné v dany den evido-
vany 1-3 infikované osoby z objemu odpadnich vod od 6 000 do 12 000 napo-
jenych obyvatel. Vzhledem k predpoklddanému casovému intervalu mezi
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Obr. 1. Piiklad COV s negativnim nélezem viru SARS-CoV-2 v odpadni vodé a pozitivnim
vyskytem infikovanych osob



hlasenim infekce a potencidlnim vylu¢ovanim virl do odpadnich vod, je zde
vhodnéjsi jako mozné maximum pouzit kumulativni idaj o poctu infikovanych
osob v dané lokalité za celé jarni obdobi (do 7. 7. 2020). Také v tomto ptipadé byly
v odpadnich vodach zachyceny fragmenty virové RNA jiz od 3-5 infikovanych
osob z objemu odpadnich vod od 6 000 do 80 000 napojenych obyvatel. Tato
velmi nizkd ¢isla ukazuji na velmi vysokou citlivost metody. Pri interpretaci dat je
nezbytné vzit v Uvahu dalsi zjisténd fakta a souvislosti, kterda budou vyznamna
pfi ndvrhu systematického epidemiologického sledovani odpadnich vod.
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Obr. 2. Piklad COV s pozitivnim nalezem viru SARS-CoV-2 v odpadni vodé a negativnim
vyskytem infikovanych osob v dobé odbéru vzorkd
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Obr. 3. Piiklad COV s pozitivnim nalezem viru SARS-CoV-2 v odpadni vodé a pozitivnim
vyskytem infikovanych osob
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Prvnim faktem je zjisténa absence viru v odpadnich vodach v lokalitéch, kde
byl evidovan vyskyt pozitivné testovanych osob (obr. 7). Pficinou mize byt velké
nafedéni odpadnich vod, tj. hledana ¢éstice genomu nebyla do vzorku zachy-
cena v detekovatelném mnozstvi nebo stavu (doslo napf. k degradaci RNA
pomoci enzym stépicich RNA jiz pfed odbérem nebo pfi transportu vzorku).
Dalsim dlvodem mUze byt fakt, Ze se virové castice nedostaly do traviciho
nebo vyluc¢ovaciho systému infikovanych osob, jak bylo popsano vyse, nebo ze
se v dobé nemoci tyto osoby nevyskytovaly v misté, kde byly evidovéany jako
infikované (pobyt v zaméstnani, v rekreacnich objektech apod.).

Druhym zajimavym faktem je pozitivni nalez virovych fragment( v odpad-
nich vodach v lokalitach, kde nebyly hlaseny zadné infikované osoby (obr. 2).
Tento pfipad Ize vysvétlit pfitomnosti neevidovanych infikovanych osob, tj. bud
bezptiznakovych, nenahlasenych, nebo evidovanych v jiném misté nez sku-
tecné pobyvaly.
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Obr. 4. Potet napojenych obyvatel a mnoZstvi odpadnich vod u sledovanych COV
s pozitivnim nalezem SARS-CoV-2

Pro vyvoj systému vcasného varovani budou nejdilezitéjsi vysledky z lokalit,
kde byly nalezeny pozitivni vzorky odpadnich vod a hldsena pfitomnost pozi-
tivné testovanych osob (obr. 3). Pro spravnou interpretaci téchto vysledkl je
treba ddrazné akceptovat rozdily mezi typy a charakterem cistiren odpadnich
vod, nebot ne viechny jsou vhodné pro epidemiologické progndzy. Cistimy
odpadnich vod se lisi pfedeviim mnozstvim odpadnich vod, které jsou na né
privadény; poc¢tem napojenych obyvatel; délkou a vétvenim kanaliza¢ni sité
a ve vetsiné pfipadd zpracovanim kombinace komundlnich a primyslovych
odpadnich vod (obr. 4). U velkych COV je nutné brét jesté zietel na napojovant
dil¢ich stok a odebirat vzorky z vice mist.

Na komplikovanou interpretaci vysledkd monitoringu odpadnich vod, ze
stejnych ddvodu, upozornili i nizozemsti kolegové (https:/www.waternewseu-
rope.com/netherlands-covid-19-sewage-measurements-difficult-to-interpret/),
kteff jako prvni pfisli s myslenkou vyuziti odpadnich vod k epidemiologickému
monitoringu.
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Prvni kolo monitoringu odpadnich vod, provddéné v jarni viné epidemie
nemoci COVID-19, pfineslo fadu zajimavych vysledkd, které budou velmi cenné
a nezbytné pro dalsi praci na tvorbé systému, jehoz cilem bude v¢asné zachy-
cenf varovného signalu nastupujici epidemiologické situace v CR a lokalizace
rizikovych mist. Tento cil, spolu s optimalizaci metodiky detekce viru SARS-CoV-2
v odpadnich vodach, bude v letech 2021-2022 feSen v rdmci projektu ,VyuZiti
monitoringu odpadnich vod jako néstroje v¢asného varovéani pred vznikem
epidemiologické situace”’, ktery byl podporfen ve 4. vefejné soutézi ,Programu
bezpec¢nostniho vyzkumu Ceské republiky v letech 2015-2022" (BV 111/1-VS).

Hlavnimi vystupy projektu budou dvé metodiky: ,Metodika vyuZiti moni-
toringu rizikovych biologickych agens a biomarkerd v komunélnich odpad-
nich vodach jako ndstroje pro v¢asné epidemiologické varovani” a ,Metodika
detekce vybranych rizikovych mikrobiologickych agens pomoci PCR v odpad-
nich vodach”. Metodiky budou nabidnuty kompetentnim slozkdm statu k vyu-
ziti v praxi.
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