Analyza odpadnich vod jako prostredek pro zjiSténi zneuzivani drog
ve vzdélavacich zarizenich

VERA OCENASKOVA, DANICA POSPICHALOVA, EVA BOHADLOVA, DIANA
MARESOVA

Kli¢ova slova: epidemiologie odpadnich vod — nezédkonné latky — THC — metamfetamin —
amfetamin — MDMA — kokain — benzoylekgonin — nikotin — kotinin — trans-3-hydroxy-kotinin
— efedrin — skolska zafizeni

ABSTRAKT

Epidemiologicky pfistup k odpadnim vodam (WBE, wastewater based epidemiology) je
dlouhodobé vyuzivan pro monitoringy spotfeby drog predevsim v méstskych aglomeracich.
V tomto pilotnim projektu byl aplikovan na zjisténi uZivani drog ve vybranych Skolskych
zarizenich. Testy probéhly jak v zékladnich Skolach (vék zakt 6-15 let), tak ve Skolach
sttednich (v€k studenti 12-19 let). Pozornost byla zaméfena na nelegalni drogy (marihuana,
metamfetamin, amfetamin, kokain a extazi), z legalnich drog na nikotin a jeho metabolity. Dale
byl sledovan efedrin. Odebirany byly bodové vzorky v dob¢ pied zac¢atkem vyucovani od 7:30
do 8:05 a v dob¢ tzv. velké prestavky, tj. od 9:30 do 10:00, ev. 10:30-11:00. Odbéry byly
realizovany ve dvou terminech, na zac¢atku Cervna a koncem zaii nebo zacatkem fijna 2022.
Pozitivni nalezy byly zjistény u tertrahydrokanabinolu (THC), efedrinu, metamfetaminu a
metabolitd nikotinu, predev§im trans-3-hydroxy-kotininu. Poéet monitorovanych $kol byl
v souladu s moznostmi pilotnitho projektu velmi maly. Pro objektivni zjisténi situace ve
vzdélavacich zatizenich by bylo vhodné monitorovat reprezentativnéjsi skupinu, ve které by
byla zafazena napf. i uéili§té. Za zvazeni také stoji jiny zptisob odbéru vzorkt odpadni vody,
napi. nékolikahodinovych slévanych vzorkd. Tento zpusob odbéru vsak muiize byt v mnoha
vzdélavacich zatizenich neproveditelny.

UVOoD

Multidisciplinarni védni obor epidemiologicky pristup k odpadnim vodam (WBE -
Wastewater Based Epidemiology) se uplatiiuje jiz vice nez 20 let. Je stabilni soucasti zjistovani
spotieby zakonnych i nezakonnych drog, na které byl od pocatku zaméten [1-3], v populaci.
Vysledky mezindrodniho monitoringu uzivani drog ve sledovanych méstskych aglomeracich
jsou pravidelné publikovany na webovych strankach Evropského monitorovaciho centra pro
drogy a drogové zavislosti (EMCDDA) [4, 5].

Dnes mohou komundlni odpadni vody poskytovat komplexni informaci o zdravotnim stavu
populace, expozici populace environmentalnim kontaminantim, zptsobu stravovani, vyskytu
chorob ¢i spotiebe 1éCiv [6].

Ke zvyraznéni vyznamu epidemiologického pfistupu k odpadnim vodadm znaéné pfispéla
pandemie nemoci covid-19, nebot’ virové ¢astice SARS-Cov-2 byly vyluovany infikovanou
populaci do odpadnich vod. Nalezy téchto ¢astic v odpadnich vodach a méfeni jejich
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koncentrace mize slouzit jako nastroj véasného varovani pred nastupem nemoci, nebot’ tyto
Castice jsou vylucovany jesté pied typickymi piiznaky onemocnéni [7, 8].

Vedle dnes jiz bézného monitoringu spotieby vybranych legalnich i nelegalnich drog
v méstskych aglomeracich lze podobnych zpisobem sledovat jejich uzivani i v jednotlivych
objektech. Zde je predevsim velmi dulezity eticky pfistup, nebot’ by velmi snadno mohlo
dochazet ke stigmatizaci testovanych zafizeni [9, 10]. Uzivani drog bylo prostfednictvim
analyzy odpadnich vod sledovano napt. ve vézenskych objektech [11, 12], vzdélavacich
zatizenich [13-17] nebo také pii jednotlivych akcich (hudebni festivaly) [18].

V hydrochemickych laboratotich VUV TGM byly v predchozich letech provadény odbéry a
analyzy jak ve vézenskych objektech, tak ve Skolskych zafizenich, a odborny tym ma tedy
zkuSenost i v této oblasti. Vysledky vesmées nebyly publikovany [19], a to jiz z vySe zminénych
etickych davodu, nebo proto, ze jde o vystupy komercnich zakazek, k nimz VUV TGM nema
dispozi¢ni pravo. Grafické znazornéni monitoringu je na obr. 1, ktery byl ptevzat z [15].
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Obr. 1. Grafické znazornéni monitoringu ve vzdélavacich zatizenich (Zdroj: [15])
Fig. 1. Graphical representation of monitoring in educational facilities (Source: [15])

METODIKA

K analyze nezakonnych drog v odpadnich vodach vybranych Skolskych zatizeni byla pouZzita
akreditovana metoda stanoveni, plné automatizovana on-line extrakce na pevnou fazi a analyza
vysokotlakou kapalinovou chromatografii ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(on-line SPE a LC-MS/MS), podle povahy sledovanych latek pracujici v ESI + nebo ESI —
modu (ionizace elektrosprejem). Zakladem metody je postup, ktery publikovali Postigo a kol.
[20]. Ve vytipovanych vzdélavacich zatizenich bylo ve spolupraci s pracovniky téchto instituci
provedeno ohleddni mista mozného odbéru vzorki. V jednom piipad€ nebylo mozno odbéry
Z bezpe€nostnich divodid provadét (velmi obtizné dostupné odbérné misto), proto bylo
osloveno jiné zafizeni. Ve vSech vybranych Skolach byly odbéry provedeny dvakrat v témze
roce.

Odbéry a analyza odpadnich vod

Pro pilotni projekt byly vybrany ¢tyfi skoly z Prahy a jejiho blizkého okoli — dvé zakladni Skoly
a dvé gymndzia. Odbéry byly realizovany na vytoku splaSkovych vod ze sledovaného objektu
(kanaliza¢ni ptipojce), vV jednom piipadé byla zvolena dv€ odbérova mista z divodi uspotadani
dané skoly. Na obr. 2 je ilustrativni zabér odbérového mista. Odbéry probihaly v ¢ervnu a v zaii
nebo fijnu roku 2022. Slo o bodové odbéry, které byly provadény rano po otevieni skoly pred
zacatkem vyucovani mezi 7:30 a 8:05 a o tzv. velké prestavce, tj. v 9:30-10:00, ev. 10:30—
11:00. Vzorky byly bezprosttedné po odbéru prevezeny do laboratofe a uloZeny do chladnicky



pii teploté 4-8 °C; pokud nebylo mozno je zpracovat do 48 hodin po odbéru, byly az do vlastni
analyzy uchovavany zmrazené na teplotu -20 °C.

Obr. 2. Tlustrativni zabér odbérového mista na kanaliza¢ni ptipojce (Zdroj:

archiv VUV TGM)

Fig. 2. lllustrative shot of the sampling point on the sewage connection (Source: archive of
TGM WRI)

Podrobny postup stanoveni je popsan v [21]. Po pfipadném rozmrazeni a kondicionaci na
laboratorni teplotu byly ze vzork filtraci pfes membranové filtry odstranény pevné necistoty.
Ke zfiltrovanému vzorku byl pfidan smésny roztok vnitinich standardi vcetné standardi
izotopov€é znacenych. Dale byly vzorky extrahovany, preciStény, zakoncentrovany na SPE
kolon¢ a analyzovany vysokotlakou kapalinovou chromatografii ve spojeni s tandemovou
hmotnostni spektrometrii (on-line SPE-LC-MS/MS). Systém pracoval podle typu analytu v ESI
+ nebo ESI — moédu.

Ve vzorcich byla sledovana marihuana prostfednictvim standardné analyzovaného metabolitu
THC, 11-nor-9-karboxy-delta-9-THC (THC-COOQOH), tj. humanniho metabolitu a hlavniho
exkre¢niho produktu THC, ktery je G¢innou latkou marihuany, jejiz nalezy byly nejspise
predpokladany, dale extaze (MDMA, 3,4-methylen-dioxy-methamfetamin), metamfetamin
(pervitin) a jeho metabolit amfetamin, kokain a jeho humanni metabolit a hlavni produkt
vylu¢ovany moci benzoylekgonin, efedrin a nikotin a jeho metabolity kotinin a trans-3-
hydroxy-kotinin. V ¢eském prostredi je amfetamin uvazovan z pohledu analyzy odpadnich vod
predevsim jako metabolit metamfetaminu, nikoli jako samostatné uzivana droga. Metodou on-
line SPE-LC-MS/MS v ESI — mddu byla analyzovana THC-COOH, ostatni latky byly
analyzovany metodou on-line SPE-LC-MS/MS v ESI + modu. Nameétené vysledky
(chromatogramy) byly nasledné vyhodnoceny odpovidajicim piistrojovym software a ru¢né
zkontrolovany analytikem.

VYSLEDKY A DISKUZE

Vzhledem k omezenym moznostem tohoto pilotniho projektu byly vzorky odebirany pouze ve
Ctyfech objektech. V tab. 1 jsou shrnuty vSechny namétené vysledky. Z etickych divodu jsou
vysledky uvadény anonymné. Objekty A a C jsou Skoly stfedni (veék studentt 12-19 let),
objekty B a D skoly zakladni (vék zaka 6-15 let). Pocet zakt ve Skolach se pohybuje v rozmezi
500-1 000. Vysledky jsou uvadény v koncentracich (ng/l), a nelze je tedy mezi sebou
srovnavat. Prutoky odpadni vody v dobé odbérii nebyly méteny. Vysledky proto neni mozno
vyjadfovat jako napt. ng/den/1 000 obyvatel. Pfesto vSak z nich je mozno usuzovat, zda jsou
drogy ve sledovaném Skolském zatizeni problémem.
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Tab. 1. Kompletni vysledky monitoringu vybranych drog ve vzdéldavacich zarizenich
Tab. 1. Complete results of selected drugs monitoring in educational facilities

Odbér Sledovana sloucenina

| c £ =

Objekt ) ) - 2| E c = %

datum misto cas o| = :ﬁ;_" = @ .2
S| &| 5| E| 5| B| £| £|% 8| £
o| 2| 8| €| | 2| 8| £l 5| %
£l 8| e| Bl 2| 8| 2] 8|E 2| %
A 13.06.2022 7:45-8:05 <1,3 |<3,0|<0,9 |<1,1 [<2,5|<3,5 [<300 [<50 1830)|<2,4
13.06.2022| kanalizatni ]10:30-11:00| 21,9(<3,0(<0,9 |<1,1|<2,5|<3,5 [<300 | 2660 7090|<2,4
10.10.2022 pfipojka 7:45-8:05 <]1,3 |<3,0|<0,9 |<1,1 [<2,5|<3,5 [<300 [<50 1700)<2,4
10.10.2022 10:20-11:00 |<1,3 |<3,0(|<0,9 [<1,1 [<2,5|<3,5 <300 | 4780| 21700| 508
B 06.06.2022 7:45-8:.05 |<1,3 |<3,0|<0,9|<1,1(<2,5(<3,5(<300( 794| 2130|<24
06.06.2022| kanalizatni |9:40-10:05 (<1,3 [<3,0(<0,9|<1,1|<2,5|<3,5 (<300 (2430| 6360|<2,4
26.09.2022| pfipojka  |7:40-8:05 | 46,4|<3,0|<0,9 |<1,1|<2,5|<3,5 |<300|<50 | 1210|<2,4
26.09.2022 9:40-10:05 |<1,3 |<3,0|<0,9 |<1,1 [<2,5 (<3,5 [<300 (<50 |<40 |[<2,4
C 01.06.2022 7:40-8:05 <1,3 [«<3,0(<0,9(<1,1|<2,5|<3,5(<300| 859| 2770(<2.4
01.06.2022 kanalizatni |9:40-10:00 (<1,3 [<3,0(<0,9|<1,1|<2,5|<3,5 (<300 (3140 11900|<2,4
03.10.2022 pfipojka 7:40-8:05 8480(<3,0(13,5|<1,1 |<2,5|<3,5 [<300 |<50 1690| 25,6
03.10.2022 9:40-10:05 305|<3,0| 6,1|<1,1(<2,5[<3,5[5920|5110] 17300( 7360
D 26.05.2022|Precerpavacka (10:10-10:15| 16,2|<3,0|11,3|<1,1|<2,5 |<3,5 |<300 | 2540| 85240| 30,8
26.05.2022 7:40-8:00 6,2(<3,0(<0,9<1,1]<2,5|<3,5(<300| 556| 5090(<2.4
26.05.2022| kanalizacni |9:40-10:05 |<1,3 |<3,0| 3,8|<1,1|<2,5(<3,5(|<300|<50 (<40 |<2,4
24.10.2022 pripojka 7:40-8:05 |[<1,3 [<3,0(<0,9 |<1,1|<2,5|<3,5 (<300 |<50 |<40 |<2.4
24.10.2022 9:40-10:05 |<1,3 |<3,0|<0,9 |<1,1[<2,5(<3,5 (<300 (<50 |<40 |[<24
24.10.2022|Precerpavacka |9:30-9:35 |<1,3 |<3,0(<0,9 |<1,1|<2,5(<3,5|<300|1990| 6780( 10,3

Jako nejbéZnéji zneuzivanou drogu jsme piedpokladali marihuanu. Byla analyzovana ve vSech
monitorovanych objektech, ne vSak ve vSech odbérech. V objektu C byly nalezeny nejvyssi
koncentrace této drogy, avsak jen v odbéru ze dne 3. fijna 2022. Je mozné, Ze termin prvniho
odbéru, tj. 1. Cerven 2022, nebyl zvolen vhodné, nebot’ v tento den (Den déti) maji nekteré skoly
specialni program. V dal$ich skolach byly nalezeny fadové nizsi koncentrace, a to vzdy pouze
VvV jednom odbéru v jednom odbérném misté. Extaze (MDMA) se nevyskytovala v zadném
vzorku, stejné jako kokain a jeho hlavni humanni metabolit vylu¢ovany moci benzoylekgonin.
Metamfetamin (pervitin) byl nalezen celkem ve ¢tyfech vzorcich z objektd C a D, a to
Vv jednotkach az desitkach ng/l. Amfetamin se také nevyskytoval v zadném z analyzovanych
vzorki, coz zcela odpovida tomu, Ze amfetamin je v Ceské republice (z pohledu analyzy
odpadnich vod) uvaZovan jako metabolit metamfetaminu a pfi nalezenych koncentracich
metamfetaminu je jeho organismem vyloucené mnozstvi pod mezi stanovitelnosti pouzité
metody.

Metabolity legalni drogy nikotinu kotinin a ptedevsim trans-3-hydroxy-kotinin byly nalezeny
téméef ve vSech sledovanych vzorcich. V tomto ptipadé vsak lze predpokladat, ze na jejich
vylou¢eném mnozstvi maji nemaly podil zaméstnanci Skoly.

Celkem v péti vzorcich odpadni vody byl stanoven efedrin. Efedrin je prekurzorem pro vyrobu
pervitinu, ale je také soucasti pripravka proti chiipce a kasli, nebot’ uvoliiuje dychaci cesty a
ulevuje priznakim chiipky. V kombinaci s kofeinem je vybornym spalovacem tuki. Pouziva
se rovnéz jako 1€k na hubnuti a je soucasti ptripravki urcenych k budovani svalstva a zlepSeni



fyzickych schopnosti sportoveu [22]. Patii mezi zakazané dopingové latky. V objektu
Skolského zafizeni, v némz byly naméfeny nejvyssi koncentrace této latky, je i fitness centrum
oteviené od rannich hodin Siroké vetejnosti, vysoké koncentrace efedrinu v odpadni vod¢ proto
mohou mit na svédomi pfedevsim navstévnici tohoto centra.

Vzhledem k malému poctu vzorki nelze provadét zadna statisticka vyhodnoceni, ale to nebylo
cilem tohoto svym rozsahem velmi malého pilotniho projektu.

Pfi srovnani naleza ziskanych v projektu s nalezy v dalSich monitorovanych $kolach v ramci
komerénich zakazek realizovanych v predchozich letech lze konstatovat, ze s velkou
pravdépodobnosti ve vzdélavacich objektech testovanych v projektu neptfedstavuje konzumace
drog vyznamny problém. Pouze v objektu oznadeném v projektu pismenem C by
pravdépodobné bylo vhodné se problematice drog vice vénovat. Métfeni by vsak bylo potfebné
opakovat.

Vysledky je obtizné porovnavat i s citovanou literaturou. Zuccato a kol. [13] uvadéji vysledky
v mg/den/1 000 obyvatel, dal$i autofi [14, 17] monitoruji vysoké skoly, Verovsek a kol. [15] se
vénuji pouze identifikaci drog v odpadnich vodach testovanych Skol. Jediné porovnani tak
nabizi dalsi publikace vySe citovanych autorti [16]. Napft. v zakladnich Skolach v méstskych
lokalitach se koncentrace THC-COOH pohybuje v intervalu mezi 4,44-1 460 ng/1, v fadé skol
byl také stanoven hlavni metabolit kokainu benzoylekgonin (28,8-1 640 ng/l). Extaze nebyla
nalezena v zadné ze zakladnich skol, stejné jako metamfetamin. V ptipadé benzoylekgoninu a
metamfetaminu je rozdil mezi Ceskymi a slovenskymi Skolami. V ¢eskych Skolach se
benzoylekgonin nevyskytoval v zadném piipadé, v jednom piipadé byl vsSak objeven
metamfetamin.

Pokud by na tento pilotni projekt navézal dalsi, rozsahlejsi projekt, do kterého by bylo mozné
zapojit i jiné typy edukacnich zatizeni, napt. u¢novské a odborné Skoly i vyssi odborné Skoly,
bylo by vhodné ovéfit i jiny zplsob vzorkovani, napt. odbéry nékolikahodinovych slévanych
vzorkd, a zaroven zjist'ovat pritoky odpadni vody v dobé odbérti. Potom by §lo vysledky mezi
sebou lépe porovnavat. Také Cetnost vzorkovani v jednotlivych objektech by bylo zajimavé
zvysit, ptipadné monitorovat jedno odbérové misto napt. cely tyden.

Mezi sledované latky by bylo zajimavé doplnit mitragynin (aktivni alkaloid kratomu), jemuz je
vzhledem ke snadné dostupnosti a rozSifenému uzivani mezi mladezi aktualné vénovana
velka pozornost adiktologi.

ZAVER

Pilotni projekt splnil svilij Gcel. Ovéfili jsme si cely postup potfebny pro odbéry a analyzu
odpadnich vod ze vzdélavacich zafizeni od vytipovani objektd, komunikace s jejich vedenim,
prohlidkou na misté a vybéru vhodného odbérového mista na kanalizaéni pfipojce vcetné
ptipadné konzultace s pracovniky provozujicimi stokovou sit. Zejména ve starSich objektech
neni vzdy jednoduché odbérové misto najit. Ve vSech testovanych skolach byly, vétSinou pouze
ojedinéle, drogy nalezeny v métitelném mnozstvi. Dle predpokladu §lo zejména o marihuanu.
Metamfetamin byl nalezen ve dvou Skolach v koncentracich, které byly podobné jako ve vétsing
skol testovanych hydrochemickou laboratoii VUV TGM v ramci komerénich zakézek.

Legalni droga nikotin a/nebo jeho metabolity kotinin a trans-3-hydroxy-kotinin byly stanoveny
témet ve vSech vzorcich. Porovnani s pfedchozimi analyzami neni moZné, protoze do
analytické metody stanoveni byl zafazen az pozdéji. Stejné tak nemame moznost porovnat
nalezy efedrinu. Efedrin je soucésti 1 volné ptistupnych 1€kii proti nachlazeni, je vSak rovnéz
soucasti ptipravkl slouzicich k budovéani svalstva a zvySovani kondice sportovci. Jelikoz
Vv objektu jedné z testovanych Skol je vetfejné pristupné fitness centrum oteviené od rannich
hodin a neni mozné zajistit odbéry na kanalizacni ptipojce tak, aby splaskova voda z fitness



centra nebyla soucasti odebraného vzorku, Ize piepokladat, Ze navstévnici centra vyznamné
ptispéli k nalezu vysokych koncentraci efedrinu ve vzorku.

Pii vybéru Skolskych zafizeni pro ptipadny dalsi projekt je tedy tfeba vénovat pozornost i tomu,
jestli v dob¢ vyucovani nejsou v objektu zaroven provozovany mimoskolni aktivity uréené pro
Sirokou dospélou vetejnost (napt. celozivotni vzdélavani, jazykové kurzy, pohybové kurzy
atd.), protoze jejich pfitomnost by mohla vyznamné ovlivnit nalezy testovanych latek
V odpadnich vodach.
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The wastewater based epidemiology (WBE) approach to wastewater has long been used for
monitoring drug consumption, especially in urban agglomerations. In this pilot project, it was
applied to detect drug use in selected school establishments. The tests took place in both
primary (age of students 6-15 yr.) and secondary schools (age of students 12—-19 yr.). The
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focus was on illicit drugs (marijuana, methamphetamine, amphetamine, cocaine and ecstasy),
from legal drugs to nicotine and its metabolites. Ephedrine was also monitored. Grab samples
were taken before the start of classes between 7:30 and 8:05 and during the so-called big
break, i.e. between 9:30 and 10:00, or 10:30-11:00. Sampling was carried out in two terms, at
the beginning of June and at the end of September or at the beginning of October 2022.
Positive findings were found for THC, ephedrine, methamphetamine and nicotine metabolites,
primarily trans-3-hydro-cotinine. The number of monitored schools was very small,
depending on the possibilities of the pilot project. In order objectively determine the situation
in educational facilities, it would be appropriate to monitor a more representative group,
which would include, for example, vocational schools. It is also worth considering another
method of sampling wastewater, e.g. several hours’ composite samples. However, this method
of sampling may not be feasible in many educational institutions.
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