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Epidemiologicky pristup k odpadnim vodam (WBE)
SARS-CoV-2

® VyluCovani stolici az u 50 % infikovanych

> neprokazan prenos fekalne-oralni cestou (infekCnost viru

ve stolici?)
> neprokazan prenos kontaminovanou vodou — predpoklad e
/4
inaktivace viru béhem procesu Cisténi odpadnich vod o \ %%n
1 @ . / \ .

® Prdkaz RNA SARS-CoV-2 v moci (30 %)

> https://heis.vuv.cz/data/webmap/datovesady/projekty/
covmon/  docvystupy/Vsouhrn_ COVMON-
V104000017 _2022_final.pdf




Epidemiologicky pristup k odpadnim vodam (WBE)
Projekt SOVAK (14.4. — 6.5.2020)

® Primarni zaméreni projektu

> posoudit soucasnou epidemiologickou situaci — SARS-CoV-2

. stanovit miru vyskytu SARS-CoV-2 v odpadnich vodach v CR

> posoudit miru rizika prenosu SARS-CoV-2 ve spojeni s odpadni vodou
®* Analyzované vzorky

. 7 COV, 2 x 28 vzork( (interval 3 tydny)

. voda na pfitoku, b&hem gistirenského procesu a na odtoku z COV

> anonymni vzorky

MU
o C

> adaptace akreditované metody (Mlejnkova et al., 2020)



Vysledky projektu SOVAK — RNA SARS-CoV-2
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Epidemiologicky pristup k odpadnim vodam (WBE)

V104000017 - VYUZITIi MONITORINGU
ODPADNICH VOD JAKO NASTROJE
VCASNEHO VAROVANI PRED VZNIKEM
EPIDEMIOLOGICKE SITUACE (2021-2022,
MVO/VD

VVZKUMNY USTAV
. VODOHOSPODARSKY
T.G. MASAR¥KA

SARS-CoV-2 [GE/ml]

Monitoring SARS-CoV-2 v odpadnich vodéch v CR/
Monitoring of SARS-CoV-2 in wastewater in the Czech Republic

Tydny/weeks

https://www.vuv.cz/virus-covid19-v-odpadnich-vodach/o-tematu-23/
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Epidemiologicky pristup k odpadnim vodam (WBE)

ODPADNICH VOD JAKO

EPIDEMIOLOGICKE SITUACE

V104000017 - VYUZITI MONITORINGU

NASTROJE

VCASNEHO VAROVANI PRED VZNIKEM

(2021-2022,

https://www.vuv.cz/virus-covid19-v-odpadnich-vodach/o-tematu-23/
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VasSickova, Hrdy, Krasna, Sovova,
Gharwalova, Mlejnkova. Metodicky postup
analyzy odpadnich vod na pritomnost

specifickych oblasti genomu SARS-CoV-2.

Metodicky postup 141, 2022.

https://www.vri.cz/vyzkum/databaze-aplikovanych-vysledku/
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Metodicky postup

® Vybér vhodné metody

® Radny odbé&r vzorku

® Transport vzorku do laboratore x stabilita vzorku
® Systém kontrol celého postupu

> kontrola odbéru vzorku a podminek transportu do
laboratore (preanalyticka faze)

> kontrola zpracovani vzorku v laboratofi (analyticka faze)

> kontrola detekCniho a kvantifikacniho kroku (analyticka
faze)

® Charakteristika metodického postupu a mezilaboratorni
porovnani

® Radna interpretace vysledku
> Statisticka analyza dat

»  Faktorv ovlivhuijici vysledky

Assess inhibition Measure controls: Measure SARS-CoV-2

Matrix

recovery
control \
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\“@ RNA extraction
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measurement i
controls \ I
4
”””UU”UU RNA measurement
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* Human fecal control
* Matrix recovery control
* Quantitative control

https://www.cdc.gov/nwss/temti[lgl\rtT
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Metodicky postup

® Vybér vhodné metody

> vzorky odpadnich vod uméle kontaminovany definovanym mnozstvim vybranych
virovych agens (5 x 10° GE), vypocet ucinnosti

> duraz — uzivatelsky jednoducha metoda, dostupné vybaveni/reagencie, cena, rychlost

Agens Organicka Precipitace, Anorganicka Centrifugace
g flokulace, BE PEG/NaCl flokulace, Al 10 000xg/30 min
Virus prenosné gastroenteritidy prasat 42.64 % 43.94 % 17 55 % 17 55 %
(TGEV)
Defektni bakteriofag MS2 (aRNA) 5,81 % 26,94 % 0,83 % 5,41 %
Bovinni herpesvirus typu 1 (BHV-1) 11,40 % 41,11 % 0,56 % 15,85 %
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Epidemiologicky pristup k odpadnim vodam (WBE)
SARS-CoV-2

® VyluCovani stolici az u 50 % infikovanych
> neprokazan prenos fekalne-oralni cestou (infekCnost

viru ve stolici?)

> neprokazan prenos kontaminovanou vodou —

pfedpoklad inaktivace viru béhem procesu Cisténi

odpadnich vod

® Prukaz RNA SARS-CoV-2 v moci (30 %)

> https://heis.vuv.cz/data/webmap/datovesady/projekty/
covmon/ docvystupy/Vsouhrn_COVMON-VI04000017_2022_final.pdf




Epidemiologicky pristup k odpadnim vodam (WBE)
Projekt SOVAK (14.4. — 6.5.2020)

® Primarni zaméreni projektu

> posoudit soucasnou epidemiologickou situaci — SARS-CoV-2

. stanovit miru vyskytu SARS-CoV-2 v odpadnich vodach v CR

> posoudit miru rizika prenosu SARS-CoV-2 ve spojeni s odpadni vodou
®* Analyzované vzorky

. 7 COV, 2 x 28 vzork( (interval 3 tydny)

. voda na pfitoku, b&hem gistirenského procesu a na odtoku z COV

> anonymni vzorky

MU
o C

> adaptace akreditované metody (Mlejnkova et al., 2020)
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Vysledky projektu SOVAK — RNA SARS-CoV-2

1. odbér 2. odbér 1. odbér 2. odbér
Vz.L. SARS-CoV-2 Vz.L. SARS-CoV-2 Vz.L. SARS-CoV-2 Vz.L. SARS-CoV-2

1 - 29 - 16 - 44

2 30 + 17 - 45

3 31 + 18 . 46

4 32 - 19 - 47

> ¥ 33 - 20 + 48

6 34 + 21 ) 49

Y =2 22 - 50

g ig ] 23 - 51

10 38 - 24 ] >

11 39 - 2 ] 2 -
12 " 40 . = - . *
13 a1 ) 27 - 55 o
14 42 - 28 - 26

15 43

- negativni, + pozitivni vysledek; Vasickova a kol., 2020

=
O

11



Epidemiologicky pristup k odpadnim vodam (WBE)

V104000017 - VYUZITIi MONITORINGU
ODPADNICH VOD JAKO NASTROJE
VCASNEHO VAROVANI PRED VZNIKEM
EPIDEMIOLOGICKE SITUACE (2021-2022,

12

MVO/VI)

VVZKUMNY USTAV
. VODOHOSPODARSKY
T.G. MASAR¥KA

SARS-CoV-2 [GE/ml]

Monitoring SARS-CoV-2 v odpadnich vodéch v CR/
Monitoring of SARS-CoV-2 in wastewater in the Czech Republic

Tydny/weeks

https://www.vuv.cz/virus-covid19-v-odpadnich-vodach/o-tematu-23/
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Epidemiologicky pristup k odpadnim vodam (WBE)

ODPADNICH VOD JAKO

EPIDEMIOLOGICKE SITUACE

V104000017 - VYUZITI MONITORINGU

NASTROJE

VCASNEHO VAROVANI PRED VZNIKEM

(2021-2022,

https://www.vuv.cz/virus-covid19-v-odpadnich-vodach/o-tematu-23/
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VasSickova, Hrdy, Krasna, Sovova,
Gharwalova, Mlejnkova. Metodicky postup
analyzy odpadnich vod na pritomnost

specifickych oblasti genomu SARS-CoV-2.

Metodicky postup 141, 2022.

https://www.vri.cz/vyzkum/databaze-aplikovanych-vysledku/
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Metodicky postup

® Vybér vhodné metody

® Radny odbé&r vzorku

® Transport vzorku do laboratore x stabilita vzorku
® Systém kontrol celého postupu

> kontrola odbéru vzorku a podminek transportu do
laboratore (preanalyticka faze)

> kontrola zpracovani vzorku v laboratofi (analyticka faze)

> kontrola detekCniho a kvantifikacniho kroku (analyticka
faze)

® Charakteristika metodického postupu a mezilaboratorni
porovnani

® Radna interpretace vysledku
> Statisticka analyza dat

14
»  Faktorv ovlivhuijici vysledky

Assess inhibition Measure controls: Measure SARS-CoV-2
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* Human fecal control
* Matrix recovery control
* Quantitative control

https://www.cdc.gov/nwss/temti[lgl\rtT
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Metodicky postup

® Vybér vhodné metody

> vzorky odpadnich vod uméle kontaminovany definovanym mnozstvim vybranych
virovych agens (5 x 10° GE), vypocet ucinnosti

> duraz — uzivatelsky jednoducha metoda, dostupné vybaveni/reagencie, cena, rychlost

Agens Organicka Precipitace, Anorganicka Centrifugace
g flokulace, BE PEG/NaCl flokulace, Al 10 000xg/30 min
Virus prenosné gastroenteritidy prasat 42.64 % 43.94 % 17 55 % 17 55 %
(TGEV)
Defektni bakteriofag MS2 (aRNA) 5,81 % 26,94 % 0,83 % 5,41 %
Bovinni herpesvirus typu 1 (BHV-1) 11,40 % 41,11 % 0,56 % 15,85 %
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Metodicky postup

® Systém kontrol celého postupu Matrix
recovery
w - control

> kontrola odbéru a transportu vzorku do laboratore ‘ \j l

> humanni adenoviry (indikatory fekalniho znecisténi) - g°PCR

> kontrola zpracovani vzorku v laboratofri (U€innost

\
ﬁ Sample concentration

Izolace) .
Y _
> umeéla kontaminace kazdého vzorku TGEV (5 x 10° GE) — \@
RT-gPCR i

controls

I
i
 /
”UUUU”HU RNA measurement
z” - \\\

Assess inhibition Measure controls: Measure SARS-CoV-2
* Human fecal control

> kontrola detek€niho a kvantifikacniho kroku - RT-qPCR

> interni amplifikaCni kontrola + Matrix recovery eontrol
* Quantitative control
> pozitivni kontrola - RNA gradient (in vitro transkript) _ .
SARS/CoV:2 ‘fGE/SOO mi) = (x / 5) x y) x 14,29 x (100 / Giéinnost rttps'”""""""'CdC'gOV’ nwssiERIBoY"
16 izolacK BN SCI



Metodicky postup

® Charakteristika metodického postupu

> Citlivost/limit detekce (LOD), opakovatelnost a iCinnost

Teoretické mnozstvi Ziskané mnozstvi kopii P Pocet pozitivnich vzorkl /celkovy Uginnost
Redéni kopii2 Pramer SD¢ pocet analyzovanych vzorkl (%)
1 5 000 000 3 555 500 2 029,66 12/12 59,43
2 500 000 307 403 2 544,28 12/12 42,64
3 50 000 29 715 304,42 12/12 35,41
4 5 000 974 21,29 12/12 19,48
5 2 500 914 62,38 12/12 36,56
6 1 250 80 47,07 12/12 6,40
7 500 - - 4/12 -

aMnozstvi kopii viru, které bylo stanoveno pouZitim RT-qPCR.
b Skuteé¢né mnozstvi kopii bylo ziskano podle pFislusné kalibragni kfivky zafazené v kazdém experimentu, nasledné byl spocitan pramér a smérodatna odchylka.
¢ Smérodatna odchylka.

> LOD-1250 GE/500 ml, tzn. 2,5 GE/1 ml odpadni vody

> SpECIflta =~ Alphacoronavirus 1 (CAPM V-346, TGEV), Canine coronavirus (CAPM V-485), Avian coronavirus (CAPM V-440), Betacoronavirus 1 (Bovine coronavirus \I I

CAPM V 326), Porcine hemaglutinating Encephalomyelitis virus (CAPM V-316), Human adenovirus 2 (CAPM V-665), Human respiratory syncytial virus (NCPV, Catalogue No.
0012031v), Human rhinovirus (NCPV, Catalogue No 930), Influenza A (NCPV, Catalogue No 878), Influenza B (NCPV, Catalogue No 797).

Nl
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Metodicky postup

® Mezilaboratorni porovnani

. poradatel - Laboratof hygieny pady a odpadti, SZU

> UCastnici - laborator Virologie potravin a prostredi a
ZkusSebni laboratore Ustavu biochemie a mikrobiologie

(VSCHT)

> vyhovujici z-skore: |z| < 2
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Assess inhibition Measure controls: Measure SARS-CoV-2
* Human fecal control
* Matrix recovery control
* Quantitative control

https:// .cdc.gov/ ltesting .kt
| ps://www.c cgovnwssigﬁgr]iﬁ?m
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Metodicky postup

®* Radnainterpretace vysledki
>  statisticka analyza
> epidemiologicka data

> faktory ovlivaujici vysledky — srazky,
chemickeé parametry, mnozstvi odpadnich
vod (faktor fedéni srazky), podil
pramyslovych  odpadnich vod, délka
kanalizacni sité, poCet obyvatel napojenych
na COV, varianta viru, roéni obdobi,
Cetnost vzorkovani, pocCet ,napojenych®
obyvatel atd.
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Epidemiologicky pristup k odpadnim vodam (WBE)

Predikce vzniku a vyvoje epidemie

Nastroj molekularni epidemiologie

20

>

RNA SARS-CoV-2 v odpadnich vodach
je  mozné detekovat dfive, nez je
prokazana klinickymi testy

k dosazeni pozitivni detekce RNA SARS-
CoV-2 v odpadnich vodach — min. 4-17
(median 8), 9-43 (median 18) a 17-97
(median 38) denné hlasenych novych
pfipadd covid-19/100 000 obv. pro
hladiny pravdépodobnosti 50 %, 80 % a
99 %

> stanoveni/sledovani variant agens

| .

D p —

# ContigEditor.  -4VP1-P2A-0001-206R_EF01275878 - o X
conslz 3| ol 3 ‘ r Imul|EdilNodes>>‘ r CuLoI‘lx|Undu Nest Search | Commands >» | Settings > Quit | Help >
<< ¢ | > | » |< >
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Epidemiologicky pristup k odpadnim vodam (WBE)

Genom

Celed

Zastupci

Klinické priznaky

ds DNA

ds RNA

+ss RNA

Adenoviridae

Polyomaviridae

Reoviridae

Astroviridae
Caliciviridae
Hepeviridae

Picornaviridae

adenovirus sérotyp 40/41

JC polyomavirus

rotavirus (genoskupina A)

lidsky astrovirus serotyp 1
norovirus Gl a GlI

virus hepatitidy E

virus hepatitidy A, poliovirus,

enterovirus A 71, aichivirus

zvraceni, prijem (zejména déti)

neurologickeé priznaky

zvraceni, prijem (zejména déti)

zvraceni, prujem (zejmeéna déti)

zvraceni, prijem

hepatitida

hepatitida, neurologické priznaky, obrna, myokarditidy,

prujem

21

=
O



COV (odbér vzorka — vstup/vystup, 4%, 2019)

Agens Lokalita 1 Lokalita 2 (vstup/vystup) |Lokalita 3 Lokalita’4

(vstup/vystup) (vstup/vystup) (vstup/vystup)

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
AdV -/- +/- -/- -/- +/- +/+ +/+ | H/+ | H+ | | A+ | | A+ |+
NoV Gl -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- +- | H- | H+ | H+ | A+ | - | A+ | A+ | -
NoV Gl| -/- -/- -/- -/- -/- -/- +- | - | - | -+ | -+ | A+ - -/- -/- -/-
HAV -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/-
HEV -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- +- | -I- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/-

Spoluprace DEKONTA

a.S.




Vysledky projektu SOVAK

1. odbér 2. odbér
Vz.c. NoV GI | NoV GII HAV HEV AdV Vz.c. NoV GI | NoV GII HAV HEV

1 - - - - + 20 - - - -

2 - - - - - 30 - - - -

3 - - - - + 31 - - - -

4 - - - - + 32 - - - -

5) - - - - + 33 + + - -

6 - - - - + 34 - - - -

7 + + - - + 35 - - - - -
8 + + - - + 36 - - - - -
9 - - - - + 37 - - - - +
10 - - - - + 38 - - - - +
11 - - - - + 39 - - - - +
12 - + - - + 40 - - - +
13 + + - - + 41 - - - - +
14 - + - - + 42 - - - - +
15 + + - - + 43 - + - - +
16 + - - - + 44 - + - - +
17 - - - - + 45 - - - - +
18 - - - - + 46 - - - - +
19 + + - - + 47 + + - - +
20 - - - - + 48 - - - - -
21 - - - - + 49 - - - - +
22 - - - - + 50 - - - - +
23 - - - - + 51 - - - - +
24 - - - - + 52 - - - - +
25 - - - - + 53 - - - - +
26 - - - - + 54 - - - - +
27 - - - - + 55 - - - - +
28 - - - - + 56 - - - - +

- negativni

+ pozitivni vysledek
NoV - noroviry

HAV - virus hepatitidy A
HEV- virus hepatitidy E
AdV - adenovivy,
indikéatory fekalniho
znecisténi

MUNI
SC1



Vysledky projektu BV
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Povrchova voda CR (odbér jaro/podzim, 2018-2019)

Lokalita AdV NoV Gl NoV Gl HAV
2018 | 2019 || 2018 | 2019 | 2018 | 2019 | 2018 | 2019

| +/+ I+ /- /- /- /- /- /- /- /-
I ++ I+ /- /- /- /- /- /- /- /-
Il +/+ +/+ /- I+ /- -+ /- /- /- /-
W, +/- +/+ /- /- /- +/- /- /- /- /-
Vv +/+ I+ I+ I+ /- /- /- /- /- /-
Vi +/+ I+ /- I+ /- -+ /- /- /- /-
VIi +/+ +/- I+ /- /- +/- /- /- /- /-
VIl I+ I+ /- /- /- /- /- /- /- /-
IX +/+ +/+ I+ /- /- /- /- /- /- /-
X +/+ +/+ /- /- /- /- /- /- /- /-
X| +/+ +/+ I+ /- /- /- /- /- /- /-
XI| /- /- /- + /- + /- /- /- -
XIII I+ +/+ I+ /- /- /- /- /- /- /-
XIV /- I+ /- /- /- /- /- /- /- -
XV +/+ +/- /- /- /- /- /- /- /- /-

SCI
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Odolnost virl souvisejicich s alimentarnim onemocne

® Odolnost vudi vlivim vnéjSiho prostredi (chlad, acidorezistence, bézné desinfekéni

postupy) — persistence dny, mesice, roky

Matrice Teplota Doba ,,preziti* Virus
Hlavkovy salat, jahody, Sunka 4,10a21°C > 7 dni NoV
Voda, mléko 63a72°C 10 min NoV, HAV
Egtrrf;\g?y, maliny, jahody, bazalka, _20°C 90 dni NOV. HAV
Zeli, hlavkovy salat 4, 25a37°C 21 dni NoV, HAV
Podzemni voda 10°C 2 roky NoV
Povrchova voda 4/22 °C > 42 dni/42 dni NoV




Odolnost virl souvisejicich s alimentarnim onemocne

® Odolnost vudi vlivim vnéjSiho prostredi (chlad, acidorezistence, bézné desinfekéni

postupy) — persistence dny, mesice, roky

Proces Matrice Vliv

90°C/90 s mlzi inaktivace

Oplach drobné ovoce, listovy salat redukce 1,5 log

Tlak 375 MPa/21°C/5 min ovocné stavy redukce 4,3 log

Okyseleni (pH 3) ovocné stavy témer bez efektu

uv voda 52((1113171;(1:2 (1) -nf;;)cg ng)évislost na cistoté
Chlorovani voda ff)((iil}l}:ff :llgiggngn)zislost na Cistoté




Povrchova voda CR (zelenina)

Farmy NoV HAV
Zelenina 1/318 0/318
Voda 1/12 o/12
Prostredi (stéry) 0/58 0/58
Bylinky 4/115 o/115
Voda 5/14 0/14
Prostredi (stéry) 2/80 (ruce sbéracu) 0/80

Projekt MZe QJ12 ?‘f&
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Povrchova voda CR (drobné ovoce)

Farmy NoV HAV
Jahody 2/156 0/156
Voda 3/23 0/23
Prostfedi (stéry) 3/218 (ruce sbéracu, toalety) 0/218
Trzni sit’

Jahody CZ 0/45 0/45
Jahody dovoz 1/24 0/24
Ovoce mrazené 0/72 0/72
Ostatni (maliny, boruvky, ostruziny) | 1/83 0/83
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Molekularni epidemiologie

® Snaha o dosledovani vehikula/zdroje kontaminace
® Potvrzeni/vyvraceni epidemiologickych souvislosti

® Porovnani sekvenci genomu virovych agens prokazanych u lidi % prostredi x potravin
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Noroviry - pitna voda, epidemiologické souvislosti

2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019

NoV Gl 5/10 2114 6/32 6/40 3/26 2/23 2/44
NoV Gl 5/10 1/ 14 9/32 5/40 0/26 1/23 1/44
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Noroviry - pitna voda, epidemiologickée souvislosti
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Virus hepatitidy A — epidemiologickeé souvislosti

® Epidemie VHA (Liberecky kraj)
. voda vstup, vystup z komunalni COV — HAV +
> Cistirenské kaly— HAV +

» sekvencné shoda s kmenem prokazanym u tamnich VHA pacientu

®* Epidemie VHA (Moravskoslezsky kraj)

) T )

. voda vystup z domaci COV — HAV + T e e e
el s o bl

> pitna voda (blizka studna) — HAV + bbbt
. sekvenéné shoda s kmenem prokazanym u uZivatel(l studny puiw 'W'mwﬂﬂw% gl W\M ka ﬁ

> prenos pitnou vodou podporen epidemiologickymi daty
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