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ABSTRAKT

Epidemiologicky pfistup k odpadnim vodam (WBE, wastewater based epide-
miology) je dlouhodobé vyuzivan pro monitoring spotfeby drog predevsim
v méstskych aglomeracich. V tomto pilotnim projektu byl aplikovan na zjisteni
uzivani drog ve vybranych skolskych zafizenich. Testy probéhly jak v zékladnich
skoldch (vék zakd 6-15 let), tak ve skoldch stfednich (vék studentl 12-19 let).
Pozornost byla zaméfena na nelegalni drogy (marihuana, metamfetamin, amfet-
amin, kokain a extdzi), z legalnich drog na nikotin a jeho metabolity. Dale byl sle-
dovén efedrin. Odebirdny byly bodové vzorky v dobé pred za¢atkem vyucovani
od 7:30 do 8:05 a v dobé tzv. velké prestavky, tj. od 9:30 do 10:00, ev. 10:30-11:00.
Odbéry byly realizovany ve dvou terminech, na zacatku cervna a koncem
zafl nebo zacatkem Fijna 2022. Pozitivni nalezy byly zjistény u tetrahydroka-
nabinolu (THC), efedrinu, metamfetaminu a metabolitd nikotinu, predevsim
trans-3-hydroxy-kotininu. Poc¢et monitorovanych $kol byl v souladu s moz-
nostmi pilotniho projektu velmi maly. Pro objektivni zjisténi situace ve vzdé-
ldvacich zafizenich by bylo vhodné monitorovat reprezentativnéjsi skupinu, ve
které by byla zafazena napf. i ucilisté. Za zvazeni také stoji jiny zpdsob odbéru
vzorkd odpadni vody, napt. nékolikahodinovych slévanych vzorkd. Tento zpd-
sob odbéru vsak mlze byt v mnoha vzdélavacich zafizenich neproveditelny.

UvoD

Multidisciplindrni védni obor epidemiologicky pfistup k odpadnim vodam
(WBE — Wastewater Based Epidemiology) se uplatiuje jiz vice nez 20 let. Je sta-
bilni soucasti zjistovani spotfeby zékonnych i nezakonnych drog, na které byl
od pocatku zaméren [1-3], v populaci. Vysledky mezindrodniho monitoringu
uzivani drog ve sledovanych meéstskych aglomeracich jsou pravidelné publi-
kovany na webovych strankach Evropského monitorovaciho centra pro drogy
a drogové zavislosti (EMCDDA) [4, 5].

Dnes mohou komundIni odpadni vody poskytovat komplexni informaci
o zdravotnim stavu populace, expozici populace environmentalnim kontami-
nantlim, o zpUsobu stravovani, vyskytu chorob ¢i spotiebé 1éciv [6].

Ke zvyraznéni vyznamu epidemiologického pfistupu k odpadnim vodam
znacné pfispéla pandemie nemoci covid-19, nebot virové ¢astice SARS-Cov-2
byly vylu¢ovany infikovanou populaci do odpadnich vod. Nalezy téchto ¢astic
v odpadnich vodach a méreni jejich koncentrace mize slouzit jako nastroj vcas-
ného varovani pfed ndstupem nemoci, nebot tyto ¢astice jsou vylucovany jesté
pred typickymi pfiznaky onemocnéni [7, 8].

Vedle dnes jiz bézného monitoringu spotfeby vybranych legélnich i nelegél-
nich drog v méstskych aglomeracich Ize podobnych zptsobem sledovat jejich
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Obr. 1. Grafické znazornéni monitoringu ve vzdélavacich zafizenich (Zdroj: [15])
Fig. 1. Graphical representation of monitoring in educational facilities (Source: [15])
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uzivani i v jednotlivych objektech. Zde je pfedevsim velmi dilezity eticky pfi-
stup, nebot by velmi snadno mohlo dochdazet ke stigmatizaci testovanych zafi-
zeni [9, 10]. Uzivani drog bylo prostfednictvim analyzy odpadnich vod sledo-
vano napf. ve vézenskych objektech [11, 12], vzdéldvacich zafizenich [13-17] nebo
také pfi jednotlivych akcich (hudebnf festivaly) [18].

V hydrochemickych laboratofich VUV TGM byly v pfedchozich letech pro-
vadeény odbéry a analyzy jak ve vézenskych objektech, tak ve Skolskych zafize-
nich, a odborny tym ma tedy zkusenost i v této oblasti. Vysledky vesmés nebyly
publikovany [19], a to jiz z vySe zminénych etickych dlvodl, nebo proto, Ze
jde o vystupy komer¢nich zakézek, k nimz VUV TGM nemé dispozi¢ni préavo.
Grafické zndzornéni monitoringu je na obr. 1, ktery byl prevzat z [15].

METODIKA

K analyze nezakonnych drog v odpadnich vodach vybranych $kolskych zafi-
zeni byla pouZita akreditovana metoda stanoveni, pIné automatizovana on-line
extrakce na pevnou fazi a analyza vysokotlakou kapalinovou chromatografii
ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (on-line SPE a LC-MS/MY),
podle povahy sledovanych latek pracujici v ESI + nebo ESI - médu (ionizace
elektrosprejem). Zakladem metody je postup, ktery publikovali Postigo a kol.
[20]. Ve vytipovanych vzdéldvacich zatizenich bylo ve spolupréci s pracovniky
téchto instituci provedeno ohledani mista mozného odbéru vzorkd. V jed-
nom pfipadé nebylo mozno odbéry z bezpecnostnich dlvodU provadét (velmi
obtizné dostupné odbérné misto), proto bylo osloveno jiné zafizeni. Ve viech
vybranych skoldch byly odbéry provedeny dvakrédt v témze roce.

Odbéry a analyza odpadnich vod

Pro pilotni projekt byly vybrany ctyfi skoly z Prahy a jejiho blizkého okoli — dvé
zakladnf skoly a dvé gymnazia. Odbéry byly realizovany na vytoku splaskovych
vod ze sledovaného objektu (kanalizacni pfipojce), v jednom pfipadé byla zvo-
lena dvé odbérova mista z ddvodd uspofadani dané skoly. Na obr. 2 je ilustrativn{
zabér odbérového mista. Odbéry probihaly v ¢ervnu a v zaf nebo Fijnu roku
2022. Slo o bodové odbeéry, které byly provadény réno 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 bezprostfedné po odbéru prevezeny do laboratofe
a ulozeny do chladnicky pri teploté 4-8 °C; pokud nebylo mozno je zpraco-
vat do 48 hodin po odbéru, byly az do vlastni analyzy uchovavény zmrazené
na teplotu -20 °C.

Obr. 2. llustrativni zabér odbérového mista na kanalizacnf pfipojce
(Zdroj: archiv VUV TGM)

Fig. 2. Example of a sampling point on a sewage connection
(Source: TGM WRI archives)
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Podrobny postup stanoveni je popsan v [21]. Po pfipadném rozmrazenf
a kondicionaci na laboratorni teplotu byly ze vzorkd filtraci pres membranové
filtry odstranény pevné necistoty. Ke zfiltrovanému vzorku byl pfiddn smésny
roztok vnitfnich standardd vcetné standardl izotopové znacenych. Dale byly
vzorky extrahovany, precistény, zakoncentrovany na SPE koloné a analyzovany
vysokotlakou kapalinovou chromatografii ve spojeni s tandemovou hmot-
nostni spektrometrif (on-line SPE-LC-MS/MS). Systém pracoval podle typu ana-
lytu v ESI 4+ nebo ESI - médu.

Ve vzorcich byla sledovdna marihuana prostfednictvim standardné analyzo-
vaného metabolitu THC, 11-nor-9-karboxy-delta-9-THC (THC-COOH), tj. humén-
nfho metabolitu a hlavniho exkre¢niho produktu THC, ktery je Ucinnou lat-
kou marihuany, jejiz nalezy byly nejspie predpokladany, déle extdze (MDMA,
3,4-methylen-dioxy-methamfetamin), metamfetamin (pervitin) ajeho metabolit
amfetamin, kokain a jeho huméanni 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 uvazovén z pohledu analyzy odpad-
nich vod predevsim jako metabolit metamfetaminu, nikoli jako samostatné uzi-
vana droga. Metodou on-line SPE-LC-MS/MS v ESI — modu byla analyzovéna
THC-COOH, ostatni latky byly analyzovdny metodou on-line SPE-LC-MS/MS
v ESI + médu. Namérené vysledky (chromatogramy) byly nédsledné vyhodno-
ceny odpovidajicim pfistrojovym softwarem a ru¢né zkontrolovany analytikem.

VYSLEDKY A DISKUZE

Vzhledem k omezenym moznostem tohoto pilotniho projektu byly vzorky ode-
birdny pouze ve ctyfech objektech. V tab. T jsou shrnuty vsechny namérené
vysledky. Z etickych dlvodd jsou vysledky uvadény anonymné. Objekty A a C
jsou skoly stfedni (vék studentd 12-19 let), objekty B a D skoly zakladni (vék Zzakl
6-15 let). Pocet zakd/studentl ve Skolach se pohybuje v rozmezf 500-1 000.
Vysledky jsou uvadény v koncentracich (ng/l), a nelze je tedy mezi sebou srov-
navat. Pratoky odpadni vody v dobé odbérl nebyly méfeny. Vysledky proto
neni mozno vyjadiovat jako napf. ng/den/1 000 obyvatel. Pfesto viak z nich je
mozno usuzovat, zda jsou drogy ve sledovaném skolském zafizeni problémem.

Jako nejbéznéji zneuzivanou drogu jsme predpoklddali marihuanu. Byla
analyzovéna ve viech monitorovanych objektech, ne viak ve viech odbérech.
V objektu C byly nalezeny nejvy3si koncentrace této drogy, avsak jen v odbéru
ze dne 3. fijna 2022. Je mozné, Ze termin prvniho odbéruy, tj. 1. cerven 2022,
nebyl zvolen vhodné, nebot v tento den (Den déti) maji nékteré skoly specidlni
program. V dalsich skoldch byly nalezeny fadové nizsi koncentrace, a to vzdy
pouze v jednom odbéru v jednom odbérném misté. Extaze (MDMA) se nevy-
skytovala v zddném vzorku, stejné jako kokain a jeho hlavni humanni metabo-
lit vylu¢ovany moci benzoylekgonin. Metamfetamin (pervitin) byl nalezen cel-
kem ve Ctyfech vzorcich z objektd C a D, a to v jednotkdch az desitkach ng/l.
Amfetamin se také nevyskytoval v zddném z analyzovanych vzorkd, coz zcela
odpovida tomu, ze amfetamin je v Ceské republice (z pohledu analyzy odpad-
nich vod) uvazovan jako metabolit metamfetaminu a pfi nalezenych koncent-
racich metamfetaminu je jeho organismem vyloucené mnozstvi pod mezi sta-
novitelnosti pouzité metody.

Metabolity legaIni drogy nikotinu kotinin a pfedevsim trans-3-hydroxy-koti-
nin byly nalezeny témér ve vsech sledovanych vzorcich. V tomto pfipadé vsak
Ize pfedpoklddat, ze na jejich vylou¢eném mnozstvi maji nemaly podil zamést-
nanci skoly.

Celkem v péti vzorcich odpadni vody byl stanoven efedrin. Efedrin je prekur-
zorem pro vyrobu pervitinu, ale je také soucasti pripravk( proti chfipce a kasli,
nebot uvoliuje dychaci cesty a ulevuje priznaklm chripky. V kombinaci s kofei-
nem je vybornym spalovacem tukl. Pouziva se rovnéz jako Iék na hubnutf a je
soucasti pripravkd ur¢enych k budovani svalstva a zlepsent fyzickych schopnosti
sportovct [22]. Patif mezi zakdzané dopingové latky. V objektu Skolského zafizeni,
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Tab. 1. Kompletni vysledky monitoringu vybranych drog ve vzdéldvacich zarizenich
Tab. 1. Complete results of selected drugs monitoring in educational facilities

Objekt Odbér Sledovana sloucenina
I = - £
T = £ o £
o a g < g °
o < o E 9 4 e
£ o LI) 8 ‘E 2 £ ) S < L 3 £
N o] ] ‘s = K= 2] =
RN
< £ 0 = ) = © ~ 2 = o s £ b
6/13/2022 7:45-8:05 <13 <30 <09 <11 <25 <35 <300 <50 1830 <24
6/13/2022 10:30-11:00 219 <30 <09 <11 <25 <35 <300 2 660 7090 <24
A ——— kanaliza¢ni pfipojka
10/10/2022 7:45-8:05 <13 <30 <09 <11 <25 <35 <300 <50 1700 <24
10/10/2022 10:30-11:00 <13 <30 <09 <1, <25 <35 <300 4780 21700 508
6/6/2022 7:45-8:05 <13 <30 <09 <11 <25 <35 <300 794 2130 <24
6/6/2022 9:40-10:05 <13 <30 <09 <11 <25 <35 <300 2430 6 360 <24
B —— kanaliza¢ni pfipojka
9/26/2022 7:40-8:05 46,4 <30 <09 <11 <25 <35 <300 <50 1210 <24
9/26/2022 9:40-10:05 <13 <30 <09 <1, <25 <35 <300 <50 <40 <24
6/1/2022 7:40-8:05 <13 <30 <09 <11 <25 <35 <300 859 2770 <24
6/1/2022 9:40-10:00 <13 <30 <09 <11 <25 <35 <300 3140 11900 <24
C ——— kanaliza¢ni pfipojka
10/3/2022 7:40-8:05 8480 <30 13,5 <11 <25 <35 <300 <50 1690 25,6
10/3/2022 9:40-10:05 305 <30 6,1 <11 <25 <35 5920 5110 17800 7360
5/26/2022 precerpdvacka 10:10-10:15 16,2 <30 11,3 <11 <25 <35 <300 2 540 8 240 30,8
5/26/2022 7:40-8:00 6,2 <30 <09 <11 <25 <35 <300 556 5090 <24
5/26/2022 9:40-10:05 <13 <30 3,8 <1, <25 <35 <300 <50 <40 <24
D ——— kanalizac¢ni pfipojka
10/24/2022 7:40-8:05 <13 <30 <09 <11 <25 <35 <300 <50 <40 <24
10/24/2022 9:40-10:05 <13 <30 <09 <11 <25 <35 <300 <50 <40 <24
10/24/2022 precerpavacka 9:30-9:35 <13 <30 <09 <11 <25 <35 < 300 1990 6780 10,3

v némz byly naméreny nejvyssi koncentrace této latky, je i fitness centrum ote-
viené od rannich hodin Siroké vefejnosti, vysoké koncentrace efedrinu v odpadni
vodé proto mohou mit na svédomf pfedevsim navstévnici tohoto centra.

Vzhledem k malému poctu vzorkd nelze provadét zaddna statistickd vyhod-
noceni, ale to nebylo cilem tohoto svym rozsahem velmi malého pilotniho
projektu.

PYi srovnani nalezd ziskanych v projektu s nalezy v dalsich monitorovanych
skoldch v rdmci komer¢nich zakédzek realizovanych v predchozich letech Ize
konstatovat, ze s velkou pravdépodobnosti ve vzdéldvacich objektech testo-
vanych v projektu nepfedstavuje konzumace drog vyznamny problém. Pouze
v objektu oznaceném v projektu pfsmenem C by pravdépodobné bylo vhodné
se problematice drog vice vénovat. Méfeni by viak bylo potfebné opakovat.

Vysledky je obtizné porovnavat i s citovanou literaturou. Zuccato a kol. [13]
uvadeéjf vysledky v mg/den/1 000 obyvatel, dalsi autofi [14, 17] monitorujf vysoké
skoly, Verovsek a kol. [15] se vénuji pouze identifikaci drog v odpadnich vodach
testovanych $kol. Jediné porovnani tak nabizi dalsi publikace vyse citovanych
autord [16], ve které jsou vysledky z vyzkumu zneuzivani drog ve 44 skolskych
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zatizenich ve Slovinsku. Napf. v zakladnich Skoldch v méstskych lokalitadch se
koncentrace THC-COOH pohybuje v intervalu mezi 4,44-1 460 ng/|, v fadé skol
byl také stanoven hlavni metabolit kokainu benzoylekgonin (28,8-1 640 ng/).
Extdze nebyla nalezena v zadné ze zadkladnich skol, stejné jako metamfetamin.
V pfipadé benzoylekgoninu a metamfetaminu je rozdil mezi ¢eskymi a slovin-
skymi Skolami. V ¢eskych Skoldch se benzoylekgonin nevyskytoval v Zaddném
pfipadé, v jednom pfipadé byl vsak objeven metamfetamin.

Pokud by na tento pilotni projekt navéazal dalsi, rozsahlejsi projekt, do kte-
rého by bylo mozné zapojit i jiné typy edukacnich zafizeni, napt. u¢riovské
a odborné skoly i vy$si odborné skoly, bylo by vhodné ovéfit i jiny zptsob vzor-
kovani, napf. odbéry nékolikahodinovych slévanych vzorkd, a zaroven zjistovat
pratoky odpadni vody v dobé odbérd. Potom by slo vysledky mezi sebou lépe
porovnavat. Také cetnost vzorkovani v jednotlivych objektech by bylo Ucelné
zvysit, pfipadné monitorovat jedno odbérové misto napf. cely tyden.

Mezi sledované latky by bylo zajimavé doplnit mitragynin (aktivni alkaloid
kratomu), jemuz je vzhledem ke snadné dostupnosti a rozsitenému uzivani
mezi mladezi aktualné vénovéna velkd pozornost adiktologu.



ZAVER

Pilotni projekt spinil svij Gcel. Overili jsme si cely postup potiebny pro odbéry
a analyzu odpadnich vod ze vzdéldvacich zafizenf od vytipovani objektd, komu-
nikace s jejich vedenim, prohlidkou na misté a vybéru vhodného odbérového
mista na kanalizacni pfipojce vcetné pfipadné konzultace s pracovniky pro-
vozujicimi stokovou sit. Zejména ve starsich objektech nenf vzdy jednoduché
odbérové misto najit. Ve viech testovanych skolach byly, vétsinou pouze oje-
dinéle, drogy nalezeny v méfitelném mnozstvi. Dle pfedpokladu $lo zejména
o marihuanu. Metamfetamin byl nalezen ve dvou Skoldch v koncentracich,
které byly podobné jako ve vétsiné skol testovanych hydrochemickou labora-
toff VUV TGM v rédmci komerénich zakazek.

Legalni droga nikotin a/nebo jeho metabolity kotinin a trans-3-hydroxy-ko-
tinin byly stanoveny téméf ve vsech vzorcich. Porovnani s pfedchozimi analy-
zami neni mozné, protoze do analytické metody stanoveni byl zafazen az poz-
déji. Stejné tak nemdme moznost porovnat nélezy efedrinu. Efedrin je soucastf
i volné pfistupnych |ékd proti nachlazeni, je vsak rovnéz soucasti pfipravkd
slouzicich k budovani svalstva a zvysovani kondice sportovct. Jelikoz v objektu
jedné z testovanych skol je verejné piistupné fitness centrum oteviené od ran-
nich hodin a nenf mozné zajistit odbéry na kanaliza¢nf pfipojce tak, aby splas-
kova voda z fitness centra nebyla souc¢asti odebraného vzorku, Ize pfepokladat,
Ze ndvstévnici centra vyznamneé prispéli k nalezu vysokych koncentraci efedrinu
ve vzorku.

PYi vybéru Skolskych zafizeni pro pfipadny dalsi projekt je tedy tfeba vénovat
pozornost i tomu, jestli v dobé vyucovani nejsou v objektu zarover provozo-
vany mimoskolni aktivity ur¢ené pro Sirokou dospélou vefejnost (napf. celoZi-
votni vzdélavani, jazykové kurzy, pohybové kurzy atd.), protoze jejich pfitom-
nost by mohla vyznamné ovlivnit nélezy 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 agglomera-
tions. 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 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 730 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 deter-
mine the situation in educational facilities, it would be appropriate to moni-
tor 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.



