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ProC detekovat SARS-CoV-2 v odpadnich vodach?
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ProC detekovat SARS-CoV-2 v odpadnich vodach?
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Motivace — Epidemiologie zalozena na odpadnich
vodach

 kvantifikace lidskych biomarkerut (léky, polioviry)
e v€asné varovani pred novou vinou COVID-19
* identifikace ohnisek

* nastroj k monitoringu cikrulace SARS-CoV-2 v populaci
 aktualni téma ve vyzkumu

https://www.kwrwater.nl/en/actueel/sewage
-monitoring-shows-how-covid-19-is-evolving-
in-the-population/

* EU vydala doporuceni pro stanoveni Ol ol of e aopean Union
SARS-CoV-2 v od padnl'ch vodach RECOMMENDATIONS

COMMISSION RECOMMENDATION (EU) 2021/472
of 17 March 2021

a common approach to establish a systematic surveillance of SARS-CoV-2 and its variants in
wastewaters in the EU



Proc detekovat SARS-CoV-2 v odpadnich vodach?
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, 1. Nejméné 45 % pacientli s COVID-19 vylucuje SARS-CoV-2
C )\ ’ virové c¢astice ve stolici nebo modi

- V¢etné asymptomatickych pacient




ProcC detekovat SARS-CoV-2 v odpadnich vodach?
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1. Nejméné 45% pacientd s COVID-19 vylucuje SARS-CoV-2
C N "/, virové castice ve stolici nebo moci
!

- V¢etné asymptomatickych pacientu

2. Zda se, ze pacienti obvykle vylu€uji virovou RNA dfiv, nez jdou
na testovani
a1 s = Udaje o odpadnich vodach mohou mit az 2-tydenni naskok pred
klinickymi udaji
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ProC detekovat SARS-CoV-Z v odpadnich vodach?

1. Nejméné 45% pacientli s COVID-19 vylucuje SARS-CoV-2
C >\ ’ virové Castice ve stolici nebo modi
= virova RNA vstupuje do odpadnich vod

2. Pacienti obvykle vyluCuji virovou RNA dfiv nez se otestuji
= data z odpadnich vod mohou mit az 2-tydenni naskok pred
;@; klinickymi udaji

3. Sekrece RNA stolici typicky trva po dobu 2-3 tydni, nékdy
i vice nez 30 dnd.

4. Virovou RNA ze stolice lze detekovat v kanalizaci i v desitkach
pripadti COVID-19 na 100 000 obyvatel.




Why detect SARS-CoV-Z in waste water?

@\ 5. Cena za analyzu
- Pro Ceskou republiku:

20,000 PCR testt / den ~ CZK 34 milionu / den

X

100 OV dvakrat tydné ~ CZK 26 milionti / rok




... Slibny zdroj dat, ale pro koho?

* muze byt rychlejsi nez testovani jednotlivcu

* sekvenovani genomu muze odhalit mutanty, které v klinickych vzorcich
dosud nejsou znamy

e zdat z OV nelze odvodit konkrétni pocet infikovanych lidi
e vypocet reprodukcniho cisla (CH)
* Vyhnuti se pandemii v budoucnu

| detection limit in times Early warning for

of low incidence [I| increases in COVID-19
S / cases

* Spoluprace mezi
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e védou, prumyslem a Urady

@

)
B

2
=)
-
o
>
o]
o

epidemiological

” unreporteq cases during considerations using
the first wave sequencing — detection of
mutations
Susanne Lackner, Shelesh Agrawal, oy T S e gt b, by IWAR

TU Darmstadt



Detekce SARS-CoV-2 v OV (Metodika)

2. 3.
Pfeduprava —> Izolace

vzorku RNA

4

1. :
RT-qPCR*

Vzorkovani

*Reverse Transcription quantitative Polymerase Chain Reaction



2.

I\/I etod | ka 1. Preduprava

Vzorkovani

* Vzorky odpadnich vod
* Prazska kanalizacni sit
* Letisteé Vaclava Havla
* bodové vzorky - ranni Casy

Vzorkovani natoku OV
* Celkovy obraz epidemie
* Vyhledavani mutaci

|
Vzorkovaci aparatura @ Vzorkovani na stokové siti
(Zdroj: PVK) » Vyhledavani rizikovych lokalit



Metodika

2.
Preduprava
vzorku

3

RNA izolace

* Maximalizuje zachyt virovych c¢astic

* Mnoho metod pro koncentraci virové RNA

* precipitace, ultrafiltrace, filtrace, extrakce na
kolonkach, centrifugace, ...

* PEG + centrifugace

e Odstranéni inhibitoru? a -

http://universe84a.com/centrifuge-introduction-principle-types/



Metodika

3

2. .
RNA izolation

Preduprava vzorku

* odstranéni (RT-)gPCR inhibitoru

* Trizol nebo komercni kity

—t— Aqueous phase: RNA
Interphase: DNA

— (Oganic phase: protein, lipids




RNA DNA Cilové geny

Metodika .

3.

RNA izolace

Positive

 Potlacit (RT-)gPCR inhibitory

Fluorescence

Threshold

Negative

* RT-qPCR:

« Jednokrokovy (RT-qPCR) nebo dva samostatné kroky (RT, gPCR) e

 Geny: N1, S, RdRp ' I .

l5* T EENORFLS _._ ]E-l-l* UTR¥
3a3b p6 8 9 ORF10
- i v o o o o B g = Poly A

* Cilové geny von . 5

(spravné sady primert - mutace?) O Pin s R pinen b ——

Hamouda et al. 2021



SARS-CoV-2 v Prazskych odpadnich vodach -
vysledky:

* Na zdkladé udaju z odpadnich vod (napf. pocet
kopii cilového genu v litru odpadni vody) je
mozné:

1. Odhadnout mnozstvi nakazenych

jedincu v populaci (bez ohledu na mnozstvi
a kvalitu provedenych klinickych testu)

2. Zmapovat Sireni znamych nebezpecnych
variant viru v populaci

3. Detekovat rizikové oblasti se zvysenou
prevalenci infikovanych jedincl (nebo jedinct
infikovanych nebezpecnymi virovymi variantami)

RT-qPCR data
Nakazeni




Rodinné domy

Vysledky — pilotni studie:

* Bodoveé vzorky

* 14 lokalit (3 x sidlisté, ubytovna, letisté,

nemocnice, nakupni centrum, atd.)

* korelace s epidemiologickymi opatrenimi

Aktivni pripady, 7denni primér
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Dlouhodoby monitoring . ...  Nemtntvisediy

¢ Odhad poctu nakazenych Aktivni ptipady, 7denni primér

Rodinné domy Centrum Prahy
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Dlouhodoby monitoring — korelace

* Korelace mezi mnozstvi kopii RNA

na litr OV poctem nakazenych okalita 16
VvV Praze w 1200
=
* Logaritmicky vztah: o 1000 Y=30.352¢+ 30,829
, : e v N 800 e
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Log(pocet kopiii genu N1/L OV)

Intenzivni vzorkovaci kampan — kmenové stoky
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Intenzivni kampan — Ma
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Intenzivni kampan — Ma
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Zaver
* Uspégné zavedeni metodiky detekce SARS-CoV-2 v OV na VSCHT Praha
(akreditace)

* Dohled nad odpadnimi vodami ma potencial bojovat proti pandemii COVID-19

* Dobra korelace s epidemiologickymi daty = moznost detekovat ohniska
* Vzorky z kmenovych stok (24 hodin) poskytuji velmi dobry popis epidemie

* Je mozné pracovat i s bodovymi vzorky
 Ziskani objektivnich udaju o vyvoji epidemie (bez chyb zplsobenych chovanim populace)

* nizSi naklady nez klinické testy (desitky az stovky vzorkl tydné)

e VCasné varovani lze poskytnout sledovanim viroveé zatéze odpadnich vod
e Vztah k pocCtu nakazenych neni linearni (tvar poklesu se lisi)
e Real-time monitoring je mozny

* Limitace:
* Aby byla data epidemiologicky uZitec¢na, je nezbytny vyrazné Castéjsi odbér vzorku (alespon

dvakrat tydné).
e Odstranéni inhibice PCR

e Strucéné: ma to smysl! ©



Vyhled do budoucna

* Odbér vzorkd v rdmci projektu ARG Tech do 06/2022

* VVysoka frekvence (2x tydné)

* MensSi mnozstvi lokalit (napf. nemocnice, rodinné domy, atd)

* Monitoring znamych variant viru (mutace)

* VSCHT vyviji metody (spoleéné se SZU)

* U nékterych variant jiz dostupné od komercnich spolecnosti

* Planovana publikace ©

e Dostupny preprint
doi: https://doi.org/10.1101/2021.07.28.21261272
https://medrxiv.org/cgi/content/short/2021.07.28.21261272v1

Monitoring COVID-19 spread in Prague local neighborhoods based on the presence of SARS-CoV-2

RNA in wastewater collected throughout the sewer network

Authors: Kamile Zdenkova®, Jana Bartackova®, Eliska Cermakova®, Katerina Demnerova®, Alzbeta
Dostalkova’®, Vaclav Jandd?, Zuzana Novakova®, Michaela Rumlova®, Jana Rihova Ambrozove?, Klara
Skodakovd®, Iva Swierczkova®, Petr Sykora®, Dana Vejmelkova®, Jiri Wanner?, Jan Bartacek?

! Department of Biochemistry and Microbiology, University of Chemistry and Technology Prague,
Czechia

2 Department of Water Technology and Environmental Engineering, University of Chemistry and
Technology Prague, Czechia

3 Department of Biotechnology, University of Chemistry and Technology Prague, Czechia

4 prazske vodovody a kanalizace, a.s., Czechia

3 Military Health Institute, Military Medical Agency, Tychonova 1, 160 01 Prague 6, Czechia
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Déekuji Vam za pozornost!

* fialovae@vscht.cz
e bartacej@vscht.cz




