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Wastewater Based Epidemiology (WBE) = epidemiologicky pfistup
k odpadnim vodam

 WBE vychazi z predpokladu, ze jakoukoli latku, ktera je vyluCovana Clovékem do
odpadnich vod, Ize detekovat a pouZzit k zpétnému vypoctu puvodni koncentrace v
konkrétni populaci za predpokladu, ze je latka stabilni v odpadnich vodach. To bez
vyhrad plati pro mikroby a jejich degradacni produkty vCetné jejich DNA a RNA.

* poprve pouzit v roce 2008 ke sledovani spotfeby nelegalnich drog,

» dalSi vyuziti: alkohol, tabak, vyrobky osobni péce, dopingové latky, l1éCiva, odolnost vuci
antibiotikiim, pesticidy, hormony, aj.

» sledovani incidence specifickych chorob (cukrovka, alergie, oxidacni stres, rakovina aj.)
» doplrikovy nastroj pro sledovani vyskytu infekCnich agens a prevenci epidemii.
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Viry v odpadnich vodach

» vyskytuji se bézne,

« Casto jsou perzistentni,

« v CR od roku 2004 monitoring vyskytu poliovird ve velkych méstech a
uteGeneckych taborech (SzU),

« puvodci klinicky vyznamnych onemocnéni: Adenoviridae, Astroviridae,
Caliciviridae (noroviry), Coronaviridae, Flaviviridae, Hepeviridae,
Herpesviridae, Matonaviridae, Papillomaviridae, Parvoviridae, Picornaviridae
(enteroviry), Poxviridae, Retroviridae, a Togaviridae.
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Sledovani vyskytu koronaviru SARS-CoV-2 v odpadnich vodach

« genove fragmenty SARS-CoV-2 jsou bézné prokazovany ve stolici a moci
infikovanych osob,

» vyluCovani bylo zjiSténo az 33 dni po negativnim respiracnim testu pacienta
= ovlivnéno mj. rychlosti vyluCovani, dobou trvani infekce, urovni virémie,
vékem pacienta, zavaznosti onemocneni.

» stfevo muze byt dalSim cilovym organem viru SARS-CoV-2 (klinické
studie),

» byla prokdzana moznost pomnozeni virl ve stolici (bunécné kultury),

» gastrointestinalni pfiznaky - bolesti bficha, zvraceni, ¢asto i prijem, ¢asto
pred vypuknutim nemoci a pretrvaly i dlouho po odezneni respiracnich
potizi,

* nebyl prokazan prenos fekalne-oralni cestou, vyluCované zbytky RNA viru
jsou prevazneé neaktivni a nejsou schopné vyvolat infekci,

» U asymptomatickych jedincl je mira vylu¢ovani RNA mnohem nizSi nez u
symptomatickych pacientd,
« schopnost WBE odhalit asymptomatickou a oligosymptomatickou populaci

znamena, ze hodnoceni rizika pritomnosti infekce v populaci je témér vzdy
podhodnoceno.




Pouziti WBE ke sledovani SARS-CoV-2 v CR a ve svété

monitoring markerd SARS-CoV-2 v odpadnich vodach je provadén v mnoha
zemich svéta,

v nékterych zemich - systematicky monitoring — Nizozemi, Rakousko,
Recko...

Doporuceni Evropske komise na zavedeni systematickeho monitoringu
SARS-CoV-2 v odpadnich vodach ze dne 17.3.2021 (COV>150 000 EO)

na COV v CR je napojeno cca 80 % obyvatel,
rozsahla sit' je velmi dobrym predpokladem k systematickému
epidemiologickému monitoringu,

Nicméné - ke spravné interpretaci vysledku je tfeba zohlednit mnoho faktoru,
jako stabilitu viru SARS-CoV-2 v odpadnich vodach, nafedéni a charakter
odpadnich vod, délku a typ kanalizacCni sité a uCinnou detekci viru v
komplikované matrici...ne kazda COV je vhodna pro WBE monitoring.

Katvegorie Pocet (celkem: % napojenych
cov 3 166) obyvatel
>100 000 EO 9 24
>10 000 EO 122 29
>nad 2 000 417 24
<2 000 EO 2618 15




Metodika - odbéry vzorku odpadnich vod

- surova odpadni voda na natoku do COV za éeslemi,

. cela CR, vSechny velikostni kategorie COV

« vzorky prosté (P) - bodovy odbér, 2hodinové smésné (A),
24hodinové smésné (B), 24hodinové smésné umérné prutoku (C),

« zpracovani do 24 hodin nebo zamrazeni na -70 °C.

. etapa: 4/20 az 6/20 (+SOVAK: 137 vzorku; 40 COV)

. etapa: 11/20 az 12/20 (247 vzork(; 19 COV)

1I. etapa: 02/21 az 05/21 (134 vzorkd; 22 COV)

IV. etapa: od 05/21 (2 COV; tydenni etnost, do konce roku)

optimalni odbéry: automatické odberaky, chlazeni, 18hodinové smésné po
15 min (8:00 — 23:00)




Metodika - detekce SARS-CoV-2 RNA v odpadnich vodach

pomoci RT-qPCR

» Vv prvnich etapach - komerc¢ni kity

* NucliSENS® miniMAG® systém a EliGene COVID19 Basic A RT,

* Vv soucCasné dobé - vlastni optimalizovana metoda (,Metodicky postup
analyzy odpadni vody na pfitomnost specifickych oblasti genomu SARS-
CoV-2¢,

« vyuziva silikagel-kolonkovy kit pro izolaci RNA a optimalizovanou
dvoukrokovou RT-gPCR s citlivé nastavenou interni amplifikacni
kontrolou, ktera je méné nachylna k inhibicim,

« externi kontrola celého procesu analyzy umoznuje presnéjSi stanoveni
mnozstvi SARS-CoV-2 RNA ve vzorcich,

» vysledek je udavan v poCtech genomovych jednotek (GE) v 1 ml.

* ucinnost postupu je 22 — 45 %, Cq = 31 az 40.




Hodnoceni dat

* k pribéznému hodnoceni dat jsou vyuzivany volné dostupné udaje (z
medii) o poctech infikovanych osob v monitorovanych oblastech,
« pro detailni hodnoceni jsou, ve spolupraci s Oddé&lenim biostatistiky SZU,

pouzita data z celostatniho systému ISIN (Informacni systém infekCnich
nemoci), ktera jsou dodavana z Krajskych hygienickych stanic,

« zapocitano 10 dni pred az 3 dny po odbéru vzorku, dle data 1. priznaku.

* Udaje nedostatecné spolehlivé (Udaje nenahlaseny, vyskyt osoby v jiném
misté, nespolehlivé vysledky klinického testovani, rizné modely klinického
testovani dle aktualnich opatreni...)

254

6 pozitivnich obyvatelz po&tu napojenych na COV




Vysledky

« monitoring je provadén na 66 COV vsech velikosti a zahrnuje odpadni vody
od cca 3,7 mil. obyvatel, coz predstavuje 43 % vSech obyvatel CR
napojenych na COV,

» od dubna 2020 do srpna 2021 bylo celkem odebrano vice nez 500 vzorku
necistéenych odpadnich vod,

» ze zpracovanych 235 vzorku byla u vice nez 40 % potvrzena pfitomnost
SARS-CoV-2 RNA,

» vysoce citliva metoda zachytila v odpadnich vodach i jednotky pozitivhe
testovanych osob,

- porovnani velikostnich kategorii COV ukazaly pozitivni nalezy ve vdech
velikostnich kategoriich = pro epidemiologicke analyzy Ize pouzit vSechny
kategorie COV.




Vysledky

» dobra korelace mezi pocty p9zitivné testovanych osob v oblastech
napojenych na ruzné velké COV a RNA SARS-CoV-2: COV Plzen, COV
Pardubice, COV Breclav, COV Prerov, COV Brno, COV Hostivice,
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Vysledky

« na COV Plzen, Pardubice, Brno a Hostivice byla shoda datovych sad
potvrzena vysokymi regresnimi koeficienty,
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Vysledky

tydenni monitoring na UCOV Praha ukazuje nastup podzimni viny Sifeni
viru SARS-CoV-2 v souladu s pocty pozitivné testovanych (SL=stavajici
linka, NL=nova linka)
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Zavéry

v" Do souc¢asné doby ziskané vysledky monitoringu SARS-CoV-2 v
odpadnich vodach ukazaly korelaci mezi mnozstvim virové RNA a pocty
pozitivné testovanych jedincu.

v Byla vyvinuta spolehliva robustni metoda pro detekci virll v odpadnich
vodach, vyuzitelna i pro jiné viry.

v' Charakterizace rozdilt v odpadni vodé v pribéhu 24 hodin pomoci
vybranych fyzikalné-chemickych a mikrobiologickych ukazatelt ukazala na
duleZitost spravného vzorkovani.

v' Aktualné probihajici etapa zaméfena na zachyceni nastupu noveé viny
epidemie ukazuje velmi slibné vysledky.

v Vyuziti pfistupu je vhodné pro v€asné zachyceni varovného signalu
nastupujici epidemiologické situace v CR a lokalizace rizikovych mist =
navrh epidemiologické monitorovaci sité v CR.




Podékovani

Prace vznikla za podpory institucionalnich prostfedkg‘] MZP
prostfednictvim interniho grantu 3600.52.33/2020 VUV T. G. M, v.i. l. a

projektu VI04000017 ,VyuZiti monitoringu odpadnich vod jako nastroje
v€asného varovani pfed vznikem epidemiologické situace” programu 4.
VS BV Il

Autofi dékuji za poskytnuti vysledki sdruZzeni SOVAK CR a
provozovatelim COV za vstficnou spolupraci pii poskytovani vzorku
odpadni vody.

Dékuji Vam za pozornost ©




