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PREDMLUVA

Epidemiologicky pfistup k odpadnim vodam byl vyvinut a zdokonalovan védci v oblasti
zivotniho prostiedi pfed téméf 20 lety. Tento piistup byl Casto pouzivan ke stanoveni
populacni spotieby chemikalii, zejména nelegéalnich drog, napfi¢ rGznymi komunitami
ivpribéhu casu. Lze jej vSak také vyuzit k vcasnému odhaleni potencidlnich rizik
epidemického ¢i pandemického vyskytu patogennich agens. O této moznosti svéd¢i zaclenéni
monitoringu odpadnich vod a tak environmetdlniho dohledu nad vyskytem polioviru do
strategického planu Svétové zdravotnické organizace (WHO) ke globalni eradikaci détskeé
obrny. Vyuziti tohoto pfistupu se nabizi i v rdmci soucasné epidemické situace tykajici se
onemocnéni covid-19, kdy kromé profylaxe pied expozici nebo terapeutické 1écby je

vvvvvv

2019; Mlejnkova et al., 2020).

I) CIL METODIKY

Cilem metodiky je zajistit validni analyzu kaZdého jednoho vzorku odpadni vody na
ptitomnost specifickych oblasti genomu ptivodce onemocnéni covid-19, viru SARS-CoV-2, s
pouzitim RT-qPCR a nésledujici kvantifikaci virové néaloze (resp. genomovych ekvivalentl)
v definovaném objemu vzorku. Metodicky postup zahrnuje definovany systém kontrol celého
procesu analyzy (odbér vzorku, izolace/zakoncentrovani virovych ¢€astic, izolace nukleovych
kyselin a RT-qPCR), ktery ovéii nejen fadny prabeh odbéru vzorku, ale také umozni stanovit
ucinnost celého analytického postupu a tak presnéji kvantifikovat mnozstvi sledovanych virt
(resp. genomovych ekvivalentll) v kazdém vysetieném vzorku.

II) VLASTNI POPIS METODIKY
1 Popis postupu analyzy odpadnich vod a jejich kontrolnich bodu

Vzhledem k problemati¢nosti kultivace ne€kterych virt na bunéénych kulturach jsou metody
detekce virovych agens zaloZzeny na modernich molekuldrnich metodach, z nichz
umoznuje nejen detekci, ale také kvantifikaci virové naloze v riznych typech matric.
U virovych agens, jejichz genom je tvofen RNA (napi. SARS-CoV-2), je pfed tento krok
nutno zahrnut reverzni transkripci (RT), tzn. prepis specifickych oblasti genomu (RNA)
sledovanych virti do formy ¢cDNA, ktera je nasledné pouzita jako matrice do reakce qPCR
(RT-qPCR).

Radny pribéh qPCR/RT-qPCR reakci vyzaduje Upravu analyzovanych vzorki, tzn. zejména
izolaci nukleovych kyselin. Postupy piimé izolace nukleovych kyselin s naslednou detekci
sledovanych agens jsou jasn¢ definovany a zavedeny pro klinické vzorky. U vzorkl prostiedi,
jako jsou napf. i odpadni vody, existuje pfedpoklad nizs§i virové naloze. Proto je vhodné
k vlastni analyze pouZit vétsi mnozstvi vzorku a pied izolaci nukleovych kyselin provést krok
proces, ktery je tak nachylnéjsi k chybovosti. Z tohoto diivodu, tak aby byly zajistény validni
vysledky, by mél byt kazdy krok analyzy ptisn¢ kontrolovan. Ac¢koli je kontrola analytického
postupu u klinickych vzorkli pouze doporucena, v ptipad¢ sledovani vyznamnych zéastupcii



virti zptisobujicich alimentarni onemocnéni (noroviry a virus hepatitidy A) je v potravinovych
matricich a prostedi pfesné stanovena metodami ISO 15216-1:2017 a ISO 15216-2:2019.

Vzhledem k vySe uvedenému vypracovany metodicky postup analyzy odpadnich vod na
pritomnost specifickych oblasti genomu SARS-CoV-2 obsahuje kontrolni body celé analyzy,
které umoznuji ziskat fadné a validni vysledky. Tyto body zahrnuji:

1) kontrolu odbéru vzorkli odpadnich vod, vcetné€ jejich transportu pii vhodnych
podminkach (teplota a Cas) do analytickych laboratofi (kapitola 1.1 Kontrola odbéru
vzorku vyuzitim stanoveni indikatort fekalniho znecisténi, podrobné;ji viz Priloha €. 1).

2) kontrolu upravy odpadnich vod, tzn. zakoncentrovani virovych ¢astic z definovaného
objemu vzorku a nasledujici izolaci nukleovych kyselin. Tato externi kontrola analyzy
umoznuje také urcit ucinnost celého postupu, ¢imz je zarucena piesnéjsi kvantifikace
SARS-CoV-2 (resp. jeho genomovych ekvivalentl) ve sledovanych vzorcich (kapitola
1.2 Kontrola procesu zpracovani vzorku (zakoncentrovani virovych castic aizolace
nukleovych kyselin) s vyuzitim artificialni kontaminace vzorku, podrobnéji viz Priloha
¢.2).

3) kontrolu vlastniho pribéhu detekéniho a kvantifikacniho kroku SARS-CoV-2 (resp.
genomovych ekvivalentll) ve sledovanych vzorcich s pouzitim RT-qPCR (kapitola 1.3.
Detekce specifickych oblasti genomu SARS-CoV-2).

1.1 Kontrola odbéru vzorku vyuzitim stanoveni indikatora fekalniho zneciSténi

Virova agens jsou casto detekovana ve vod¢, kterd splituje kritéria uréena na zakladé
bakteriologickych rozbort. Z tohoto diivodu je nutno zvolit vhodnéjsi indikatory fekdlniho
znecisténi, které 1épe koresponduji s vyskytem patogennich virovych agens. Proto za tc¢elem
kontroly tadného odbéru vzorkd odpadnich vod a jejich nésledného transportu do
analytickych laboratofi je zavedena detekce humannich adenovird, které kritéria indikatort
fekalniho znec€iSténi s pfihlédnutim na vyskyt dalSich virovych agens Iépe splnuji (Farkas et
al., 2020).

Jako detekéni cil k pritkazu huménnich adenoviri byla zvolena oblast genu pro protein
hexonu. Aby bylo mozné detekovat co nejvice raznych sérotypit humannich adenovirti véetné
sérotypu 40 a 41 byly vybrany dvé sady primerli a sond: hex2 v rozsahu genomu 18892-
18976 bp (GenBank reference AY339865.1; délka vysledného amplikonu je 85 bp) a hex3
v rozsahu genomu 18296-18379 bp (GenBank reference AY487947.1; délka vysledného
amplikonu je 84 bp). Metoda qPCR ma zavedenu interni amplifika¢ni kontrolu (IAC)
k odhaleni faleSn¢ negativnich vysledkli v disledku inhibice reakce. Postup qPCR k prikazu
humannich adenovirti ve vzorcich odpadnich vod je podrobné&ji popsan v Priloze ¢. 1.*

* Priloha €. 1 je na vyzadani k dispozici u Mgr. Petry Vasickové, Ph.D., Vyzkumny ustav
veterinarniho lékarstvi, v.v.i., Hudcova 70, 621 00 Brno, e-mail: petra.vasickova@yvri.cz,
tel.+420 777 786 756 nebo hlavni feSitelky projetu BV RNDr. Hany Mlejnkové, Ph.D.,
Vyzkumny ustav vodohospodarsky T.G.M., Podbabské 2582, 160 00 Praha 6-Dejvice, e-mail:
hana.mlejnkova@vuv.cz, tel. +420 724 583 662.
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1.2 Kontrola procesu zpracovani vzorku (zakoncentrovani virovych &astic a izolace
nukleovych kyselin) s vyuzitim artificialni kontaminace vzorku

V piipadé analyzy vzorkli na pfitomnost vird, jejichz genom je tvofen RNA, Ize kontrolu
procesu analyzy vzorku fesit n€kolika zplsoby; artificidlni kontaminaci vzorku specifickou
molekulou RNA nebo plazmidovou DNA. Molekula RNA je vysoce citliva k plisobeni
vSudyptitomnych RNaz, coz muze vést k podhodnoceni ucinnosti analytického procesu.
Oproti tomu kontaminace vzorku plazmidovou DNA, ktera je daleko stabilnéjsi/odoInéjsi nez
RNA, mize vést k chybnému stanoveni vyssi G¢innosti izolace. Z téchto diivodi je jednou
z nejvhodnéjSich moznosti kontroly pouziti jiného viru, ktery ma podobné strukturalni
vlastnosti jako cilovy virus (ISO 15216-1:2017; ISO 15216-2:2019). Vzhledem k bezpec¢nosti
laboratornich postupti by tento virus zaroven mél byt pro ¢lovéka nepatogenni a nemél by tak
pfedstavovat hrozbu pro okoli. Proto byl ktomuto ucelu zvolen virus transmisivni
gastroenteritidy prasat (TGEV), ktery je spolecn¢ se SARS-CoV-2 klasifikovan do celedi
Caliciviridae, existuje zde ptredpoklad jejich podobnych strukturalnich vlastnosti a pro
¢lovéka je nepatogenni.

Detekce specifické casti genomu TGEV je cilena na oblast genu S (oblast mezi 370 -515
nukleotidem otevieného ¢teciho ramce genu S) s délkou vysledného amplikonu 145 bp. Do
kazdé reakce je pfidana IAC, kterda upozorni na faleSné¢ negativni vysledek v duasledku
pfitomnosti inhibitorG ovliviiujicich pribéh reakce. Jedna se tedy o duplexni RT-qPCR.
Kvantifikace probihd podle kalibra¢ni kiivky desetindsobnych fedéni gradientu in vitro
ptfipravenych molekul RNA. Umé¢la kontaminace kazdého jednoho vzorku definovanym
mnozstvim TGEV (5x10° TGEV ¢&4stic) nasledné umozni stanovit uéinnost celého postupu
a tak presnéj$i kvantifikaci genomovych ekvivalenti SARS-CoV-2 v danych vzorcich. Postup
stanoveni a kvantifikace TGEV ve vzorku odpadni vody je podrobnéji popsan v Priloze €. 2.*

* Priloha ¢. 2 je na vyzadani k dispozici u Mgr. Petry Vasickové, Ph.D., Vyzkumny ustav
veterinarniho 1ékarstvi, v.v.i., Hudcova 70, 621 00 Brno, e-mail: petra.vasickova@yvri.cz,
tel.+420 777 786 756 nebo hlavni feSitelky projetu BV RNDr. Hany Mlejnkove, Ph.D.,
Vyzkumny ustav vodohospodaisky T.G.M., Podbabské 2582, 160 00 Praha 6-Dejvice, e-mail:
hana.mlejnkova@vuv.cz, tel. +420 724 583 662.

1.3. Detekce specifickych oblasti genomu SARS-CoV-2

Vzhledem ke genetické variabilit¢ virt, jejichz genom je tvofen RNA (SARS-CoV-2
nevyjimaje), byly detekéni cile k priitkazu SARS-CoV-2 cileny na n€kolik specifickych oblasti
genomu tohoto viru. K prikazu specifickych oblasti genomu SARS-CoV-2 metodou RT-
qPCR je nov€ pouzita kombinace tii sad specifickych oligonukleotidi (primery a sonda).
Podklad dvou sad téchto oligonukleotidii vychazi z jiz publikovanych systému (Bustin et al.,
2020), pii navrhu jejich modifikaci (degeneraci) byly zohlednény zndmé mutace tohoto viru.
Dalsi sada oligonukleotidil byla, s pfihlédnutim na jeji vhodnost k pouZiti k analyze vzorki
prostiedi, navrzena de novo. Dvé€ sady specifickych oligonukleotidii jsou cileny na gen N,
pozice v genomu 28 939 - 29 029 nt a 28 351 - 28 463 nt (GenBank reference NC 045512.2).
Treti sada je zaméfena na oblast kodujici nestrukturalni protein nspl2, pozice v genomu
14975 - 15 071 nt (GenBank reference NC 004718.3). Veskeré primery a sondy byly
ovéieny/navrzeny pomoci programu Primer3 (Rozen et al., 1998). Kvantifikace SARS-CoV-2
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(resp. genomovych ekvivalent) je provadéna na zékladé in vitro pripravenych RNA
standardi. *

Do kazdé RT-qPCR reakce je pfiddna IAC, kterd slouzi k odhaleni faleSné negativnich
vysledkit v disledku inhibice RT-qPCR reakce. K piripravé IAC ve formé¢ RNA byla jako
templatova DNA pouzita Cast sekvence genu St7S! (AF483209) pochazejici z brambor
(Solanum tuberosum). K této Casti genu byla pfipojena vazebna mista pro hybridni primery
nep/F57. Cast sekvence téchto primert byla odvozena z genu pro endochitindzu (GQ338261)
laCkovky (Nepenthes), ¢ast z genu F57 (X70277) Mycobacterium paratuberculosis. Takto
pfipraveny konstrukt je zcela artificidlni a podobnd sekvence se nevyskytuje v zadném
znamém zivocisném, rostlinném, ¢i bakteridlnim druhu. IAC je tedy mozné pouzit pro
jakykoliv templat ¢i matrici. Délka vysledného amplikonu je 141 bp. *



* Umelé konstrukty (in vitro transkripty) pouzitelné jako kvantifikacni standard/pozitivni kontrola a interni amplifikacni kontrola (IAC)jsou na

vyzadani k dispozici u Mgr. Petry Vasickové, Ph.D., Vyzkumny tustav veterinarniho lékarstvi,

petra.vasickova@uvri.cz, tel.+420 777 786 756.

v.v.i., Hudcova 70, Brno, 621 00, e-mail:

Nazev Sekvence Cilova Velikost
oblast amplikonu

SARS-CoV-2 Ndeg F 5’- GCTKCTWGACAGATTGAAC -3’
SARS-CoV-2 Ndeg R 5’- ARCAGATTTCTTARTGACAGTTTG -3’ N 88 bp
SARS-CoV-2 Ndeg P1 5’- FAM- ATKTYTGGTWAAKGCCAACAACAACA -BHQ1-3’
SARS-CoV-2 Ndeg P2 5’-FAM- TYTGGTWAATGCCAACAACAACAAGG -BHQ1-3’
SARS-CoV-2 N-HM F 5’- TAACCAGAATGGAGRACRCA -3’
SARS-CoV-2 N-HM R 5’-KTMYTCCTTGCCATGYTGAG -3’ N 112 bp
SARS-CoV-2 N-HM P 5’- FAM- AAAACARCGYCGRCCCCAAGGTTTA -BHQ1-3’
SARS-CoV-2 Nspl2 F 5’- CATCCCTACTATAACTCAAATGAA -3’
SARS-CoV-2 Nspl2 R 5’- GTCATAGTACTACAGATAGAGACAC -3’ nspl2 96 bp
SARS-CoV-2 Nspl2 P 5’-HEX- TGCAAAGAATAGAGCTCGCACCGT -BHQ1-3’
IACF 5— AGAGGACCGGGATATTCGAC-3’
IACR 5— AGGTAGTCCGAGGAAAACTCTAAAC-3’ IAC 141 bp
IACP 5— Cy5 — AGGCTCTTCTATGTTCTGACCTTGTTGGA —BHQ-3’
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2 Piedmét a piisobnost

Metodicky postup je zavazny ke stanoveni specifickych oblasti genomu SARS-CoV-2
ve vzorcich odpadnich vod a knasledné kvantifikaci SARS-CoV-2 (resp. genomovych
ekvivalentil) v definovaném objemu vzorku. Tento postup ma zavedeny systém kontrol celého
procesu analyzy kazdého jednoho vzorku, ktery umoziuje validni analyzu a zaroven presnéjsi
kvantifikaci SARS-CoV-2 (resp. genomovych ekvivalentll) v definovanych vzorcich.

2.1 Podstata zkousky

Jedna se o metodicky postup uréeny ke stanoveni pfitomnosti specifickych oblasti genomu
SARS-CoV-2 ve vzorcich odpadnich vod pouzitim RT-qPCR. Postup zahrnuje nékolik na
sebe navazujic krokli 1) zakoncentrovani virovych ¢astic z fadné odebraného vzorku odpadni
vody, 2) izolaci nukleovych kyselin, 3) vlastni detekci sledovanych agens (kontrola odbéru
a transportu vzorku, kontrola procesu zpracovani vzorku a vlastni detekci specifickych oblasti
genomu SARS-CoV-2) a kvantifikaci SARS-CoV-2 (resp. genomovych ekvivalenti)
v definovaném objemu vzorku.

2.2 Pristrojové vybaveni a zaFizeni laboratore

. Chlazena centrifuga - parametry 10 000 g, objemy 500 nebo 250 ml

. Ptislusné centrifuga¢ni zkumavky o objemu 500 ml nebo 250 ml

. Sterilni mikrozkumavky o objemu 0,2; 1,5 (doporuc¢eno DNA low-binding tubes) a 2
ml (doruceno se Sroubovacim vickem)

. Sada pipet:

- s rozsahem nastavitelnym od 1000 — 5000 pl (s chybou do 5%)

- s rozsahem nastavitelnym od 100 — 1000 pl (s chybou do 5%)

- s rozsahem nastavitelnym od 5 — 50 ul (s chybou do 5%)

- s rozsahem nastavitelnym od 0,5 — 10 pl (s chybou do 5%)

- doporucena automaticka pipeta s rozsahem od 100 — 300 pul (s chybou do 5%)
- doporucena 8-kanalova pipeta s rozsahem od 1 — 10 pl (s chybou do 5%)

. Spicky s filtrem k pipetam s pfislu§nym rozsahem
. Chladnicka

. Vortex

. Mraznicka (-20/-70 °C)

. Laboratorni vahy

. Centrifuga MiniSpin

. Centrifuga s adaptérem na 96-jamkové desticky

. Termocycler (reverzni transkripce)

. Termocycler k provedeni real time PCR (qPCR)



2.3 Chemikalie a roztoky

2.3.1 Polyetylen glykol (PEG) a chlorid sodny (NaCl)

Pro zakoncentrovani virovych ¢astic ze vzorkti odpadnich vod je pouzit polyetylen glykol
6000 (PEG 6000) a chlorid sodny (NaCl). Na vzorek o objemu 500 ml je doporuceno pouzit
navazku 40 g PEG 6000 a 8,8 g NaCl. Chemikalie lze skladovat pii laboratorni teploté po
dobu uvedenou dodavatelem.

2.3.2 Fosfatovy pufr (PBS)

Fosfatovy pufr (PBS) je ptipraven z 8 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,15 g NaxHPO4, 0,2 g KH>PO4
a 1000 ml destilované vody. Nésledn¢ je nutno upravit pH na 7,2 (1N HCI). Roztok je mozno
skladovat pfi teploté 15-25 °C po dobu max. 6 mésict.

2.3.3 Etanol

V uvedené metodice se pouzivd vyhradné bezvody etanol, p.a., min. 99,8% (molecular
biology grade), ktery je mozno skladovat pfi laboratorni teploté po dobu 1 roku.

2.3.4 Souprava Kk izolaci nukleovych kyselin

Izolace nukleovych kyselin je provadéna komeréni soupravou QIAamp Viral RNA Mini Kit
(Qiagen; https://www.ibiotech.cz/produkt/qiaamp-viral-rna-mini-kit). Postup je zalozen na
Iyzi virovych &astic, vysrdZeni vysokou koncentraci chaotropnich soli a imobilizaci
nukleovych kyselin na kolon¢. Purifikované nukleové kyseliny jsou nasledné eluovany do
»RNdaza free” vody s pfidavkem Inhibitoru RNaz (vyslednd koncentrace 200U/ml vody).
Izolaéni soupravu je mozné skladovat pii teploté 15-25 °C max. po dobu 1 roku.

2.3.5 Carrier RNA

Pro zamezeni ztrat ptfi nizkych koncentracich cilové RNA se pouziva tzv. nosicova (angl.
carrier) RNA (Ambion, USA). Tato RNA se pouzivd v koncentraci 50 ng/pl k ptiprave
(nafedéni) kvantifikacniho gradientu a RNA TAC. Chemikalii je moZno skladovat pfi teploté
cca -20 °C po dobu nejdéle 6 mésicii. Je nutno pfipravit tzv. pomérné vzorky a z divodu
degradace RNA zabranit opakovanému rozmrazovani a zamrazovani chemikélie.

2.3.6 Inhibitor RNaz

V reverzni transkripci je pouzit inhibitor enzymu, které $tépi molekuly RNA, Ribonuclease
Inhibitor (Porcine liver; 40 U/ul; New England BioLabs). Chemikalii je moZno skladovat pfi
teploté cca -20 °C po dobu nejdéle 6 mésicti.

2.3.7 Priprava kvantifika¢niho standardu a RNA TAC

Kvantifikacni standard je pfipraven z 20 ul dodanych in vitro transkriptii specifickych oblasti
genomu SARS-CoV-2 desitkovym fedénim v rozmezi koncentraci 1x10° az 1x10! kopii/ul,
fedéni je provadéno v ,RNaza free” vodé s piidavkem carrier RNA 50 ng/ul a inhibitoru
RNaz (vyslednd koncentrace 0,8 U/ul). Do reverzni transkripce je pouziti 5 pl z kazdého
fedéni, tzn. 5x10° az 5x10' kopii na reakci RT-qPCR. Z divodu degradace RNA je nutno
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takto pfipravené RNA gradienty okamzité¢ pouzit v experimentu a neni vhodné je dale
skladovat ¢i opétovn¢ zamrazovat.

IAC RNA je pouzivana v koncentraci 1 fg/ul. RNA IAC je nutno je nutno skladovat pfi
teploté cca -70 °C £ 4 °C a pted provedenim reverzni transkripce rozmrazit. RNA IAC nesmi
byt opétovne rozmrazovana a zamrazovana.

2.3.8 Specifické oligonukleotidy (primery a sondy)

Primery a sondy se dodavaji v lyofilizovaném stavu od firmy Generi Biotech (Ceska
republika). Podle ndvodu uvedeného vyrobcem jsou na pracovisti rozpustény v PCR vodé tak,
aby vysledna zasobni koncentrace byla 100 pmol/ul. Primery a sondy ulozeny v mraznicce pii
teploté -20 °C + 4 °C.

2.3.9 Souprava pro reverzni transkripci

K reverzni transkripci (pfepisu RNA do formy cDNA) je pouzita PrimeScriptTM Reverze
Transcriptase, (200 U/ul, Takara, Japonsko). Reverzni transkriptdzu je nutno skladovat pii
teploté¢ cca -20 °C po dobu nejdéle 6 mésici. Kvili ztraté ucinnosti je nutno zabranit
opakovanému rozmrazovani a zamrazovani enzymu.

2.3.10 Nukleotidy

Pii ptipravé reakénich smési reverzni transkripce se pouzivaji volné nukleotidy, dNTPs
(10 mM, Serva). Chemikalii je mozno skladovat pfi teploté cca -20 °C po dobu nejdéle 6
meésich a opakované zamrazovat a rozmrazovat.

2.3.11 Voda pro PCR

Pro fedéni vSech komponent qPCR reakce se pouziva voda LightCycler 480 Probes Master
H>0O, PCR-grade (Roche). PCR voda je soucasti baleni Master Mixu. Pii delSim skladovéni by
méla byt uchovavana pfi teploté cca -20 °C.

2.3.12 Reakéni smés pro nekompetitivni qPCR

LightCycler 480 Probes Master (Roche), ktery je pouzit k ptipravé qPCR reakcei, je nutno
skladovat pfi teploté cca -20 °C s minimalizaci opakovaného zamrazovéni a rozmrazovani.

2.3.13 Uracil-DNA-glykosylaza (UDG)
K zamezeni moznych kontaminaci PCR produkty kazda reakce qPCR obsahuje Uracil-DNA-

glykosylazu (UNG; Roche). Chemikalii je mozno skladovat pfti teploté cca -20 °C po dobu
nejdéle 6 mésich a opakovan€ zamrazovat a rozmrazovat.
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2.4 Postup zkousky

2.4.1 Bezpecnostni opati‘eni

Provedeni metody vyZzaduje ochranné pomucky béhem prvotni upravy vzorki odpadni vody
(zakoncentrovani virovych castic) v podobé respiratori FFP3, jednordzovych plasth
a ochrannych rukavic. Cely postup zakoncentrovani virovych ¢astic az po jejich inaktivaci je
nutno provadét v biohazardnim boxu ttidy 11.

2.4.2 Okolni podminky zkousky
Provedeni metody nevyzaduje kontrolu zadnych limitnich podminek.
2.4.3 Mnozstvi vzorku

Metodicky postup je optimalizovan na 500 ml odpadni vody. Do reverzni transkripce je
pouzito 5 pl izolované RNA a do qPCR je pouzito 5 ul cDNA.

2.4.4 Slepy pokus

2.4.4.1 Negativni kontrola zakoncentrovani virovych castic a izolace nukleovych kyselin

Jako negativni kontrola zakoncentrovani virovych castic a izolace RNA (NIC) je
v ekvivalentnim mnozstvi misto vzorku pouzita Cistd voda. Jedna NIC musi byt pouzita
v kazdé izolaci RNA.

2.4.4.2 Negativni kontrola RT-qPCR

Jako negativni kontrola RT-qPCR je do reverzni transkripce pfidana voda v ekvivalentnim
mnozstvi, produkt je dale pouzit v qPCR. Jeden slepy vzorek musi byt pouzit pii kazdém
reverzné transkripnim experimentu. Jako negativni kontrola qPCR je v ekvivalentnim
mnozstvi do reakce pfidana voda. Jeden slepy vzorek musi byt pouzit pfi kazdém qPCR
experimentu.

2.4.4.3 Kontrola odbéru vzorku a jeho transportu do laboratore

Jako kontrola fadného odbéru vzorku a vhodnych podminek jeho transportu do laboratote je
pouzita detekce indikatort fekalniho znecisténi, huménnich adenovirt, podrobné&ji viz
Priloha ¢&. 1.

2.4.4.4 Pozitivni kontrola zakoncentrovani virovych castic a izolace nukleovych kyselin

Jako pozitivni kontrola celého postupu zpracovéani vzorku (zakoncetrovani virovych castic
a izolace nukleovych kyselin) slouzi roztok TGEV o definované koncentraci, ktery je pfidan
ke kazdému vzorku pfed zahajenim procesu jeho zpracovani (kromé& negativni kontroly
zakoncentrovani virovych ¢éstic a izolace nukleovych kyselin), podrobnéji viz Priloha €. 2.
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2.4.4.5 Pozitivni kontrola RT-gPCR

Pozitivni kontrola je do RT-qPCR dévana v kazdém experimentu. Jako pozitivni kontrola
slouzi RNA gradient (nafedény desitkovym fedénim), ktery je pouzivan zéaroven ke
kvantifikaci SARS-CoV-2 (resp. genomovych ekvivalentl) v definovaném objemu vzorku.

24.5

Replikaty

Kazdy vzorek je analyzovan nejméné v duplikatu.

2.4.6

2.4.7

Postup zakoncentrovani virovych ¢astic ze vzorka odpadni vody

Ke vzorku vody o objemu cca 500 ml pridat 5 pl externi kontroly procesu zpracovani
vzorku (TGEV); vzorek mozno nechat v odbérové nadobé

Ptidat navazku PEG 6000 (40 g) a NaCl (8,8 g)

Vzorek fadné protiepat (az do Gplného rozpusténi pridané smesi)

Inkubace vzorkt pfi chladnickové teploté (=4 °C) cca 12 - 16 hod (do druhého dne)
Vzorek opatrné protiepat a %2 vzorku nalit do 250 ml centrifugacni zkumavky, zbytek
vzorku umistit do chladnicky

Vzorek odstiedit pfi cca 10 000xg/30 min/4 °C

Opatrné slit supernatant

Do centrifuga¢ni zkumavky nalit zbytek vzorku

Vzorek odstiedit pti cca 10 000xg/30 min/4 °C

Opatrné slit supernatant

Vzorek odstiedit pti cca 10 000xg/5 min/4 °C

Pipetou opatrn¢ odebrat supernatant

Ke vzorku (peleté) pridat 2 ml PBS

Radné resuspendovat peletu (mozné vortexovat)

Odsttedit pfi cca 3 000xg/cca 15 min/cca 4 °C

Pipetou odebrat 2 ml supernatantu

V ptipadé€ izolace nukleovych kyselin provedené do 24 hod lze supernatant umistit do
chladnicky

V piipadé€ izolace nukleovych kyselin provedené az dal$i dny zamrazit na -70 °C +
4 °C; takto je vhodné dlouhodobé skladovat 1 zbytek supernatantu po izolaci
nukleovych kyselin

Izolace nukleovych kyselin

2.4.7.1 Priprava materialu pred izolaci nukleovych kyselin

Piipravit smés vody a inhibitoru RN4az smichanim 1 ml RNaza free vody a 5 pl
(40 U/ul) inhibitoru, pomérné vzorky je mozno skladovat pii teploté¢ cca -20 °C
po dobu max. 1 rok.

Pfi prvnim pouZiti izola¢ni soupravy (QIAamp Viral RNA Mini Kit)

- k310 pg lyofilizované carrier RNA piidat 310 ul AVE pufru nebo k 1550 pg
carrier RNA pfidat 1550 ml AVE pufru (¢ 1pg/ul; soucést izolacni soupravy),
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pipetou promichat a po 5,6 pl rozplnit do 1,5 ml mikrocentrifuga¢nich zkumavek.
Zkumavky mozno zamrazit pii -20 °C a nasledné pouzit dle potieby

- kpufru AWI (soucast izolacni soupravy) piidat patficné mnoZzstvi etanolu
(molecular biology grade)

- kpufru AW2 (soucast izolacni soupravy) piidat patficné mnozstvi etanolu
(molecular biology grade)

- Pokud jsou v pufru AVL (soucast izolacni soupravy) vysrazeny soli - zahfat na cca
80 °C/max. 5 min

2.4.7.2 Izolace nukleovych kyselin

. Do zkumavek s 5,6 ul AVE pufru pridat 560 ul AVL pufru

. Ptidat 140 ul vzorku (odebirat ,,¢irou ¢ast™ vzorku)

. Vortex cca 15 s

. Inkubace cca 10 min/15-25 °C

. Kratce odstfedit

. Ptidat 560 pul etanolu (molecular biology grade, 96-100%)
. Vortex cca 15 s

. Kratce odstfedit

. Na kolonku napipetovat 630 pl lyzovaného vzorku

. Odsttedit pfi cca 8 000 rpm/1 min

. Kolonku umistit do nové sbérné zkumavky

. Na kolonku pridat zbytek lyzatu

. Odsttedit pfi cca 8 000 rpm/1 min

. Kolonku umistit do nové sbérné zkumavky
. Ptidat 500 ul AW1 pufru

. Odstredit pii cca 8 000 rpm/1 min

. Kolonku umistit do nové sbérné zkumavky
. Pridat 500 ul AW?2 pufru

. Odsttedit pfi cca 14 000 rpm/3 min

. Kolonku umistit do nové sbérné zkumavky

. Odsttedit pfi cca 14 000 rpm/2 min; membranka musi byt pln€ vysuSena

. Kolonku umistit do sterilni zkumavky (DNA low-binding; 1,5 ml)

. Ptimo na membranku ptidat 50 ul RNase-free H2O s ptidavkem inhibitoru RNaz

. Inkubace cca 1 min/15-25 °C

. Odsttedit 8 000 rpm/1 min

. Pfimo na membranku pfidat 50 pul RNase-free H>O s ptidavkem inhibitoru RNaz
. Inkubace cca 1 min/15-25 °C

. Odstfedit cca 8 000 rpm/1 min

V ptipad€ analyzy provedené do 24 hod eludt umistit do chladni¢ky (2-8 °C), v ptipadé
analyzy provedené az dalsi dny eluat zamrazit na -70 °C + 4 °C.
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2.4.8 Protokol reverzni transkripce

2.4.8.1 Priprava pracovnich roztokii specifickych oligonukleotidii

Primery jsou dodavany v lyofilizovaném stavu. Podle navodu uvedeného vyrobcem jsou na
pracovisti rozpustény v PCR vodé¢ tak, aby vysledna zasobni koncentrace byla 100 pmol/ul.

K omezeni moznosti kontaminaci jsou tyto zdsobni roztoky pouzity k ptipravé tzv.
pracovnich roztoki, které slouzi k néasledujici piiprave reak¢nich smési.

Slozka Zasobni roztok (ul) Voda (ul) Koncentrace
(pmol/pl)
SARS-CoV-2 Ndeg R 50 450 10
SARS-CoV-2 N-HM R 50 450 10
SARS-CoV-2 Nspl2 R 50 450 10
IACR 50 450 10

2.4.8.2 Priprava reakcnich smési a provedeni reverzni transkripce (prepisu RNA SARS-CoV-2

do cDNA)

Na chlazeném stojanku pfipravit reakéni smés I o nasledujicim slozeni

3 Konecna 100 reakei

SloZka Iy koncentrace (ub

dNTP mix (10 nmol/ul) 1,0 0,5 nmol/ul 100
SARS-CoV-2 Ndeg R (10 pmol/ul) 0,2 0,1 pmol/ul 20
SARS-CoV-2 N-HM R (10 pmol/ul) 0,2 0,1 pmol/ul 20
SARS-CoV-2 Nspl2 R (10 pmol/ul) 0,2 0,1 pmol/ul 20
IAC R (10 pmol/ul) 0,2 0,1 pmol/ul 20
TAC RNA (1 fg/ul) 1,0 50 fg/ul 100
RNase-free voda 2.2
Celkovy objem 5

* Reak¢ni smés [ promichat

* Rozplnit po 5 pl do stript €1 jinych vhodnych zkumavek (v této fazi je moZzno zkumavky
popsat a uskladnit pii -70 °C+ 4 °C po dobu nejdéle 6 mésict)

* Pridat 5 ul RNA
¢ Kratce stocit

* Inkubace pti 65 °C/5 min (cycler)
» Zkumavky ochladit na ledu (cca 5 min)

¢ Kratce stocit

» Pridat 10 pl reakéni smési II (konecny objem reakce 20 pl)
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Slozka

1 x (ub)

Koneéna koncentrace

RNase-free voda 5,0
Primescript reaction buffer 4,0
PrimeScript enzyme (200 U/ul) 0,5 50/l
RNase Inhibitor (40 U/ul) 0,5 1 U/ul
Konecny objem reakéni smési 10,0

. Jemn¢ promichat
. Kratce stocit
. Protokol reakce (cycler): 50 °C/60 min

75 °C/15 min
10 °C/for ever

Ptipravena cDNA je nésledn¢ pouzita jako templat do qPCR, nésledné€ je mozno ji skladovat

pii-20 °C+ 4 °C.

2.4.9 Protokol PCR

2.4.9.1 Priprava pracovnich roztokii specifickych oligonukleotidii

Primery a sondy jsou dodavany v lyofilizovaném stavu. Podle ndvodu uvedené¢ho vyrobcem
jsou na pracovisti rozpustény v PCR vod¢ tak, aby vyslednd zasobni koncentrace byla
100 pmol/ul. K omezeni moznosti kontaminaci jsou tyto zasobni roztoky pouzity k ptipraveé
tzv. pracovnich roztok, které slouzi k jednodussi ptipravé reakénich smési.

Popis zkumavky Slozka Zasobni | Voda (pnl) Koncentrace
roztok (pl) (pmol/pnl)
Sondy SARS-CoV-2 N SARS-CoV-2 Ndeg Pl 50 350 10
SARS-CoV-2 Ndeg P2 50 10
SARS-CoV-2 N-HM P 50 10
Sonda SARS-CoV-2 nspl2 | SARS-CoV-2 Nspl2 P 50 450 10
Sonda IAC IACP 50 450 10
Primery SARS-CoV-2 N SARS-CoV-2 Ndeg F 50 300 10
SARS-CoV-2 Ndeg R 50 10
SARS-CoV-2 N-HM F 50 10
SARS-CoV-2 N-HM R 50 10
Primery SARS-CoV-2 SARS-CoV-2 Nspl2 F 50 400 10
nspl2 SARS-CoV-2 Nspl2 R 50 10
Primery IAC IACF 50 400 10
IACR 50 10
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2.4.9.2 Priprava reakcni smeési gPCR

Reakeéni smés lze ptipravit ve vét§im objemu dle nasledujici tabulky, jeji pomérné vzorky lze
uskladnit pti -20 °C £ 4 °C po dobu nejdéle 6 mésicti a opakované rozmrazovat a zamrazovat,

max. vSak 5x.

Slozka 1 reakce (ul) | 100 reakei (ul) | Koneéna koncentrace
LightCycler 480 Probes Master 2x 10 1000 1x
Primery SARS-CoV-2 N (10 pmol/pl) 0,7 70 0,35 pmol/ul
Primery SARS-CoV-2 nsp12 (10 pmol/pl) 0,7 70 0,35 pmol/ul
Primery IAC (10 pmol/pl) 0,3 30 0,15 pmol/ul
Sondy SARS-CoV-2 N (10 pmol/ul) 0,2 20 0,1 pmol/ul
Sonda SARS-CoV-2 nsp12 (10 pmol/ul) 0,2 20 0,1 pmol/ul
Sonda IAC (10 pmol/ul) 0,2 20 0,1 pmol/ul
UNG (1 U/ul) 0,2 20 0,01 U/ul
PCR voda 2,5 250
Celkovy objem 15

2.4.9.3 Postup pripravy qPCR reakce

* Pomérny vzorek reakéni smési nechat samovolné rozpustit a promichat

* Rozplnit 15 pl reakéni smési do 96-jamkové desticky €1 jinych, patfiénych zkumavek

* Pridat 5 pul cDNA podle nasledujiciho v potradi:1) analyzované vzorky (vzdy
analyzovat v duplikatu), 2) kvantifikaéni standard, 3) negativni kontrola izolace
nukleovych kyselin, 4) negativni kontrola RT, 5) negativni kontrola qPCR

* Prelepit 96-jamkové desticku specialni kryci folii ¢i zavtit patfi€éné zkumavky

* Odstredit pfi cca 2 000 g/2 min

* Vlozit 96-jamkovou desticku/zkumavky do pfistroje (napt. LightCycler 480) a spustit
program dle nasledujiciho protokolu qPCR

2.4.9.4 Protokol gPCR (nastaveni pro LightCycler 480, Roche)

Krok qPCR Teplota/cas Ramp Rate Aquisition mode
Uvodni denaturace 95 °C/10 min 4.4°C/s
Denaturace 95°C/10 s 4,4 °C/s
Annealing 45 cykla 55°C/30s o .
Extenze 72°C/10's 2.2°Chs Single
Chlazeni 40°C/10's 2,2°C/s

Analysis mode: Quantification
Detection format: 3 Color Hydrolysis Probe
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3  Vypocet a vyjadieni vysledku

3.1 Hodnoceni vystupu

3.1.1 Kbvalitativni hodnoceni

Kwvalitativni hodnoceni se provadi podle nasledujici tabulky:

F(lll?:::lc ;I::&Sl‘:l;fﬁlg;;z Fluorescence IAC (Kanal CyS5) Celkovy vysledek
Pozitivni Pozitivni RNA SARS-CoV-2 pozitivni*
Pozitivni Negativni RNA SARS-CoV-2 pozitivni*
Negativni Pozitivni RNA SARS-CoV-2 negativni
Negativni Negativni Inhibice RT-qPCR

Pokud je vzorek inhibovan, je nutné izolovanou RNA 5x a 10x nafedit, piipadné zopakovat izolaci
nukleovych kyselin z uskladnéného pomérného vzorku.

Vzorek je povazovan za pozitivni, pokud je pozitivni alespon v jednom opakovani.

IAC — interni amplifika¢ni kontrola.

*Pokud jsou hodnoty Cq > 40 vzorek je povazovan za negativni.

3.1.2 Kvantitativni hodnoceni
Urceni mnozstvi SARS-CoV-2 se provadi pomoci metody absolutni kvantifikace na zékladé

kalibra¢ni kiivky (kanal HEX).

3.1.2.1 Stanoveni mnozstvi SARS-CoV-2 (resp. genomovych ekvivalentii) v analyzovaném

vzorku

Urceni mnozstvi SARS-CoV-2 (resp. genomovych ekvivalentl) v 500 ml odpadni vody se
provadi podle nasledujiciho vzorce:

SARS-CoV-2 = ((x/5) xy) x 14,29 x (100 / u¢innost izolace TGEV¥)

x ~pocet kopii cile v reakci (stanoveno RT-qPCR)

y — mnozstvi, do které¢ho je eluovana izolovand nukleova kyselina (udavano v pl), v popsané
metodice je tato hodnota 100

* - hodnota t¢innosti analytického postupu v % (viz Priloha ¢. 2)

3.1.2.4 Priklad vypoctu mnozstvi SARS-CoV-2 ve vzorku odpadni vody (stanoveni virové
naloze)
Dle RT-qPCR metody absolutni kvantifikace na zaklad¢ kalibraéni kiivky bylo ve vzorku

odpadni vody stanoveno mnozstvi 5,23x10> SARS-CoV-2 a 742x10° TGEV.
Zakoncentrovani vzorku odpadni vody je provadéno ze vstupniho mnozstvi 500 ml, toto
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mnozstvi je zredukovano na 2 ml eluétu, ze kterého je do vlastni izolace nukleovych kyselin
pouzito 140 pl, eluce izolované nukleové kyseliny je provadéna do 100 pl, do RT-qPCR je
davano 5 ul nukleové kyseliny. Ke vzorku bylo artificidlné (jako kontrola izolace
analytického postupu) piidano 5,00x10° ¢astic TGEV (podrobné popséno viz Piloha ¢&. 2).

Stanoveni mnozstvi TGEV v analyzovaném vzorku
. TGEV =(x/5) xy

J TGEV = (7,42x103/ 5) x 100 x 14,29

o TGEV = 2,12x10%

Stanoveni u¢innosti celého analytického postupu
. ucinnost procesu (%) = stanovené mnozstvi TGEV ve vzorku/5x10¢ x 100
. ucinnost procesu (%) = 2,12x105/5x10° x 100

. ucinnost procesu (%) = 42,41 %

Stanoveni genomovych ekvivalentli SARS-CoV-2 v 500 ml vzorku odpadni vody
o SARS-CoV-2 = ((x/5) xy) x 14,29 x (100 / ucinnost izolace TGEYV)

o SARS-CoV-2 = ((5,23x102/5) x 100) x 14,29 (100 / 42,41)

o SARS-CoV-2 = 3,52x10°

4 Validace

Validace systému RT-qPCR k detekci specifickych oblasti genomu SARS-CoV-2 byla
provedena dle doporu¢eni uvedenych v Raymaekers et al., 2009.

4.1 Specifita

Navrzené sekvence, cilovych virovych agens byly porovnany pomoci algoritmu BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). VSechny uvedené oligonukleotidy maji 100% homologii
se specifickymi oblastmi genomu SARS-CoV-2 ¢i uvedenych kontrol (humannich adenovirt,
TGEV, IAC). Soucasné nebyla nalezena Zadna kiiZova reakce s jinymi druhy virti ¢i bakterii.
Pouziti hydrolyzacnich sond jako druhého specifického oligonukleotidu dodatecné potvrzuje
identitu detek¢niho cile.

Systtm RT-qPCR k detekci specifickych oblasti genomu SARS-CoV-2 byl testovan na
ptibuznych izolatech koronavirl a izolatech zpisobujicich respira¢ni nemoci u lidi a zvifat:
Alphacoronavirus 1 (CAPM V-346, TGEV), Canine coronavirus (CAPM V-485), Avian
coronavirus (CAPM V-440), Betacoronavirus 1 (Bovine coronavirus CAPM V 326), Porcine
hemaglutinating Encephalomyelitis virus (CAPM V-316), Human adenovirus 2 (CAPM V-
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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). Viry byly ziskany ze Sbirky zoopatogennich mikroorganismu
(CAPM), ptipadn¢ z National Collection of Pathogenic Viruses (NCPV,UK).

4.2  Optimalizace reakénich podminek

Optimalizace metodického postupu byla provedena s ohledem na vhodnou citlivost a ¢asovou
naro¢nost a cenovou dostupnost celého procesu analyzy odpadnich vod. Koncentrace

v

nejvyssi hodnoty AR, a nedochazelo k amplifikaci jednoho cile na ukor druhého. Koncentrace
IAC byla optimalizovéna tak, aby byly pfednostné amplifikovany a detekovany cilové
sekvence. Tvorba primer-dimerti a nespecifickych produktli byla zkontrolovana pomoci
meltingové analyzy. Vysledné produkty byly ovéfeny sekvenovanim.

4.3 Charakteristika metodického postupu a systému RT-qPCR k detekci specifickych
oblasti genomu SARS-CoV-2

Analytické meze byly stanoveny podle Bustin et al., 2009.

4.3.1 Citlivost/limit detekce (LOD), opakovatelnost a i¢innost metodického postupu

metodiky detekovat s 95% mirou pravdépodobnosti.

Redéni Teoretické Ziskané mnozstvi kopii ® | Podet pozitivnich vzorka | U&innost
mnozstvi Pramér SD°¢ /celkovy pocet (%)
kopii® analyzovanych vzorki

1 5000 000 | 3555500 2 029,66 12/12 59,43
2 500 000 | 307403 2 54428 12/12 42,64
3 50 000 29 715 304,42 12/12 35,41
4 5000 974 21,29 12/12 19,48
5 2500 914 62,38 12/12 36,56
6 1250 80 47,07 12/12 6,40
7 500 - - 4/12 -

*Mnozstvi kopii viru, které bylo stanoveno pouzitim RT-qPCR.

® Skute¢né mnozstvi kopii bylo ziskdno podle piislusné kalibra¢ni kiivky zafazené v kazdém
experimentu, nasledné byl spocitan priumér a smérodatna odchylka.
¢ Smérodatna odchylka.

LOD celého metodického postupu byl uren na 1250 virovych ¢astic (resp. genomovych
ekvivalentli) v celkovém objemu 500 ml odpadni vody, tzn. 2,5 virovych castic (resp.
genomovych ekvivalent) v1 ml odpadni vody. Uginnost metodického postupu byla
stanovena pfi artificidlni kontaminaci vzorku odpadni vody 5 000 000 virovymi casticemi
(kvantifikace dle RT-qPCR) na 59,43 %.
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4.3.2 Kruhovy test

Vzorky na kruhovy test byly pfipraveny Laboratoti hygieny pady a odpadi, Statni zdravotni
ustav Praha, jejiz pracovnici nasledné provedli hodnoceni vysledkti kruhového testu.

Vzorky odpadnich vod byly uméle kontaminovany definovanym mnozstvim SARS-CoV-2
avchlazeném stavu tyz den transportovany do zucastnénych laboratofi. V laboratofi
Virologie potravin a prostiedi (Vyzkumny ustav veterinarniho lékatstvi, v.v.i) byly uméle
kontaminované vzorky analyzovany dle vySe uvedeného postupu. Druhymi ucastniky
kruhového testu byly Zkusebni laboratofe Ustavu biochemie a mikrobiologie (Vysoka kola
chemicko-technologické v Praze; VSCHT). Tyto laboratofe pouZily k analyzam vzorki jejich
vlastni standardni operacni postupy (SOP).

Z hodnoceni kruhového testu je patrné, ze vysledky analyz, které byly provedeny vyse
uvedenou metodikou, dosahuji vyhovujiciho z-skore: |[z| < 2 a poskytuji podobné vysledky
se SOP VSCHT (viz Priloha & 3, Zprava k MPZ detekce SARS-CoV-2 v odpadnich
vodach).

5 Operativni Fizeni jakosti

Je feSeno:

1) pomoci systému pozitivnich a negativnich kontrol
2) kontrolou fadnosti odbéru a transportu analyzovanych vzorka
3) kontrolou procesu zpracovani vzorki

4) interni amplifikacni kontrolou (IAC)

IIT) SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Tento metodicky postup je inovativni v kombinaci systému pouzitych kontrol odbéru vzorka
odpadnich vod, procesu zpracovani téchto vzorkl a tfi nezavislych detekénich cilti v genomu
viru SARS-CoV-2. Popsanym pfistupem je ovéfen cely proces analyzy vzorkl, od jejich
odbéru az po samotnou detekci cilovych agens. Zavedeni IAC soucasné umoziuje vyloucit
faleSné negativni vysledky v disledku pfitomnych inhibitord RT-qPCR reakce. Tento postup
tak umoziiuje spolehlivou a validni analyzu kazdého jednoho vzorku odpadni vody
a nasledujici kvantifikaci SARS-CoV-2 (resp. genomovych ekvivalentil) v ném.

PiedloZena metodika byla vyvinuta s ohledem na pozadavky MZ CR a umoziuje komplexni
pfistup ke stanoveni mozné piitomnosti specifickych oblasti genomu SARS-CoV-2 ve
vzorcich odpadnich vod a jejich nésledujici kvantifikaci.

IV) POPIS UPLATNENi METODIKY

Metodika je urcena k rychlé detekci a kvantifikaci specifickych oblasti genomu SARS-CoV-2
v definovaném objemu vzorku odpadni vody. Uplatnéni postupu je cileno na pouziti
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v systému v€asného varovani nastupu epidemie a sledovani vyskytu SARS-CoV-2 v populaci
CR nebo v monitorované lokalité.
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PROTOKOL O SCHVALENI (CERTIFIKACI) METODIKY

Cislo jednaci

sp. zn. MZDR 799/2022/0VZ

Cislo nebo jiné oznaceni udélené certifikace piidélené
vnéjsim certifikaénim / akreditatnim organem (pokud
bylo piidéleno)

Nazev metodiky

Metodicky postup analyzy odpadnich vod na
piitomnost specifickych oblasti genomu viru
SARS-CoV-2

Interni identifika¢ni oznacfeni metodiky

Misto ulozeni metodiky

VUV TGM, v. v. i., Podbabské 30/2582, 160
00 Praha 6 (knihovna, hl. fesitel)

VUVel, v. v. i., Hudcova 296/70, 621 00
Brno (knihovna, reSitel)

Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky.
Palackého namésti 375/4, 128 01 Praha 2
(odborny garant)

Ekonomické parametry metodiky (ekonomické
parametry charakterizujici metodiku - napf. ro¢ni
zvyseni objemu vyroby, zisku, export atd., resp.
komentai k ekonomickym aspektim metodiky)

Organ statni spravy/certifika¢ni / akredita¢ni organ,
ktery metodiku schvilil a doporudil pro vyuziti v
praxi - uplny ndzev a sidlo (pfipadné stat)

Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky,
Palackého namésti 375/4, 128 01 Praha 2

Datum schvileni (certifikace / akreditace) metodiky
(datum, kdy bylo vydano osvédéeni o schvaleni
metodiky resp. rozhodnuti o certifikaci / akreditaci
metodiky)

Identifikace dvou nezavislych oponentnich posudki
(datum zpracovani, zpracovatel)

Popis metodiky v ¢eském jazyce

Cilem metodiky je zajistit validni analyzu
kazdého jednoho vzorku odpadni vody na
pritomnost specifickych oblasti genomu
puvodce onemocneni COVID-19, viru SARS-
CoV-2, s pouzitim RT-qPCR a nasledujici
kvantifikaci virové naloze (resp. genomovych
ekvivalentil) v definovaném objemu vzorku.

Popis metodiky v anglickém jazyce

The aim of this methodology is to ensure a
valid analysis of each wastewater sample for
the presence of specific regions of the genome
of the COVID-19 pathogen, SARS-CoV-2
virus, using RT-qPCR and subsequent
quantification of viral load (or genome
equivalents) in a defined sample volume.

UZivatel metodiky (nazev, adresa, jméno pracovnika, e-
mail, telefon)

Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky,
Palackého namésti 375/4, 128 01 Praha 2
Mgr. Zuzana Brotankova,
zuzana.brotankova@mzcr.cz, +420 224

972 505




Mgr. Ondfej Fries, ondrej.fries@mzcr.cz, +
420 224 972 952

Datum uzavieni smlouvy o vyuziti vysledku s
uzivatelem metodiky

Odborny garant - podpis / datum

Vedouci oddéleni - podpis / datum
Mgr. Ondfej Fries, 11. 1. 2022

Reditel odboru - podpis / datum
MUDr. Jan Marounek, MBA, 11. 1. 2022

Naméstek sekce - podpis / datum
MUDr. Pavla Svréinova, Ph.D., 11. 1. 2022




- STATNI ZDRAVOTNI USTAV

og Ao Centrum laboratornich ¢innosti

Laborator hygieny piidy a odpadii
SZU Srobarova 49/48, 100 00 Praha 10
tel.: 267082456

E-mail: ladislava.mateju(@szu.cz

Zprava k MPZ detekce SARS-CoV-2 v odpadnich vodach

Zadavatel: Nazev zadavatele: SZU
Kontaktni osoba: Ing. Ladislava Mat¢ja
Adresa: Srobarova 49/48, 100 00 Praha 10

1CO: - tel./fax.: 267 082 456
Nase ¢islo. jednaci: -
Vase ¢islo. jednaci: 12317034
Expertizni ¢islo: -
Datum vydani: 9.8.2021

Zprava obsahuje vysledky mezilaboratorniho porovnavadni mnozstvi virovych castic SARS-CoV-2
v uméle spikovanych vzorcich odpadni vody ze dne 19. 7. 2021. Vzorky byly uméle kontaminovany dne
19. 7. 2021 a tyzZ den byly dodany do zucastnénych laboratoti k analyzam.

Popis vzorkli dodanych k analyzam:

MP1  BrA, uméla kontaminace 20 pl Br (britskd mutace) do 500 ml odpadni vody
MP2  BrB, umé¢la kontaminace 2 pl Br (britskd mutace) do 500 ml odpadni vody
MP3  BrC, ume¢la kontaminace 0,2 pl Br (britska mutace) do 500 ml odpadni vody
MP4  SmA, uméla kontaminace 20 pl smési mutaci do 500 ml odpadni vody

MP5  SmB, uméla kontaminace 2 pl smési mutaci do 500 ml odpadni vody

MP6  SmC, uméla kontaminace 0,2 pl smési mutaci do 500 ml odpadni vody
MP7  natok do COV ze dne 16. 7. 2021

MP8  voda z vodovodu

Vysledky analyz poctu virovych ¢astic v 500 ml:

Vysledek (pocet vin:ov{/ch Casticv v500 ml) Median z—skcv’>re _
" VSCHT VSCHT .y VSCHT VSCHT
Zkouska , namérenych o ,
VUVelL SOP SOP 5/ SOP 5/ hodnot VUVeL SOP SOP 5/ SOP 5/
108/A protokol 8.1 | protokol 8.2 108/A protokol 8.1 |protokol 8.2
MP1 2,92E+06 3,30E+06 2,77E+06 2,92E+06 2,75E+05 0,00 1,40 0,54
MP2 2,25E+05 3,31E+05 3,07E+05 3,07E+05 5,55E+04 1,48 0,42 0,00
MP3 4,73E+04 1,07E+04 8,94E+03 1,07E+04 2,16E+04 1,69 0,00 0,08
MP4 1,29E+06 1,38E+06 1,29E+06 1,29E+06 5,17E+04 0,00 1,69 0,08
MP5 1,71E+05 7,63E+04 4,13E+04 7,63E+04 6,71E+04 1,41 0,00 0,52
MP6 1,08E+04 8,25E+03 3,35E+03 8,25E+03 3,79E+03 0,67 0,00 1,29
MP7 9,21E+02 0,00E+00 9,35E+02 9,21E+02 5,36E+02 0,00 1,72 0,03
MP8 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00 0,00 0,00
Vytizuje : Ing. Ladislava Matéju strana 1 (celkem 2)
tel: +420 267 082 456; e-mail: ladislava.mateju@szu.cz
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Centrum laboratornich ¢innosti
Laborator hygieny piidy a odpadii
Srobérova 49/48, 100 00 Praha 10
tel.: 267082456
E-mail: ladislava.mateju@szu.cz

Zprava k MPZ detekce SARS-CoV-2 v odpadnich vodach

Vysledky analyz poctu virovych ¢astic v 1 ml:

Vysledek (pocet vviron/ch Castic \i 1ml) Median z-sk(ére _
o VSCHT VSCHT .y VSCHT VSCHT
Zkouska . namérenych o p
VUVelL SOP SOP 5/ SOP 5/ hodnot VUVelL SOP SOP 5/ SOP 5/
108/A protokol 8.1 | protokol 8.2 108/A protokol 8.1 |protokol 8.2
MP1 5,84E+03 6,61E+03 5,54E+03 5,84E+03 5,50E+02 0,00 1,40 0,54
MP2 4,49E+02 6,61E+02 6,15E+02 6,15E+02 1,12E+02 1,49 0,41 0,00
MP3 9,46E+01 2,10E+01 1,80E+01 2,10E+01 4,34E+01 1,70 0,00 0,07
MP4 2,57E+03 2,76E+03 2,57E+03 2,57E+03 1,06E+02 0,02 1,72 0,00
MP5 3,41E+02 1,53E+02 8,30E+01 1,53E+02 1,33E+02 1,41 0,00 0,52
MP6 2,17E+01 1,70E+01 7,00E+00 1,70E+01 7,51E+00 0,63 0,00 1,33
MP7 1,84E+00 0,00E+00 2,00E+00 1,84E+00 1,11E+00 0,00 1,66 0,14
MP8 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00 0,00 0,00
lx; — x*
Vypocet z-skore podle rovnice g L kde

Xj je namétena hodnota

x* je medidn naméfenych hodnot

o je smérodatna odchylka naméfenych hodnot

Hodnoceni:

|z] €2 vyhovujici
2 < |z| <3 sporny

Vsechny vysledky analyz dosahuji vyhovujiciho z-skore.

Vypracovala: Ing. Ladislava Mat¢jt, Ing. Marta Kotinkova

Konec zpravy.

Vyfizuje : Ing. Ladislava Matéjt
tel: +420 267 082 456; e-mail: ladislava.mateju@szu.cz

strana 2 (celkem 2)
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Vyzkumny tstav veterinarniho 1ékatstvi, v.v.i.
Hudcova 296/70
621 00 Brno
Czech Republic
Tel.: +420 5 3333 1111; www.vri.cz; e-mail: vri@vri.cz
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