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Un studiu publicat in revista de referinta THE LANCET de Geraldine Rios, Caroline Lacoux
et al. Monitoring SARS-CoV-2 variants alterations in Nice neighborhoods by wastewater
nanopore sequencing a Incercat sa evalueze metoda de secventiere a virusului SARS-CoV-
2 1n viata reala.! Sunt necesare noi strategii de urmarire a raspandirii variantelor virale
SARS-CoV-2. Pana in prezent supravegherea epidemiologica s-a bazat in mod principal pe
testarea individuala prin reactia de polimerizare cantitativa in lant in timp real (RT-qPCR)
sau prin reactia de polimerizare in lant cu picituri digitale (ddPCR). insi o abordare
orientatd spre pacient este dificil de sustinut pentru un timp indelungat intr-o cantitate
mare de populatie. Testarea individuala are de asemenea limitatii intrinsece. Informatiile
sunt In mod principal derivate din cazurile simptomatice si deci nu reflecta in mod
necesar dinamica completa a difuziei bolii COVID-19. Identificarea incompleta a cazurilor
asimptomatice, pre-simptomatice si post-simptomatice prin testarea individuala poate fi
depdsita prin analiza esantioanelor colective care reflectd intreaga populatie.?
Principalele localizari de replicare virala a SARS-CoV-2 sunt tractul respirator superior si
inferior, Insa virusul se replica si In intestine, fapt care duce la concentratii ridicate de
SARS-CoV-2 in materiile fecale umane.3 In consecint3, analiza apelor de canalizare pentru
virusul SARS-CoV-2 reprezinta o cale promitatoare si cost-eficienta de efectuare a unei
supravegheri epidemiologice la nivel de populatie. Mai multe studii recente au studiat
titrurile SARS-CoV-2 1n Statiile de Epurare a Apelor Uzate ( WWTPs) prin qPCR si au
demonstrat o buna corelatie Intre rata de incidenta SARS-CoV-2 si titrurile virale in apele
de canalizare.* > ¢7 8 9 Supravegherea apelor de canalizare a fost propusa ca un instrument
epidemiologic pentru a determina prevalenta si evolutia epidemiilor cu virusul SARS-
CoV-2. Insd, majoritatea proiectelor de supraveghere a apelor de canalizare pentru SARS-
CoV-2 au fost bazate pe masurile gPCR a titrurilor virale si nu au luat in calcul spectrul
mutational a virusului care circuld in randul populatiei.

Secventierea de randament inalt (HTS) a SARS-CoV-2 nu este limitata in acelasi mod ca
gPCR, dat fiind faptul ca aceasta permite identificarea mutatiilor cunoscute si noi din
secventele virale. HTS permite definirea abundentei relative a unor variante virale
specifice Intr-o mostra data si deci permite analizarea unor populatii virale complexe ca
de exemplu cele din mostrele din apele de canalizare.

Studiul s-a petrecut in Nice (Franta). Au fost colectate mostre de la 416 755 locuitori din
conducta de la intrarea in Statia de Epurare a apei si in amonte din canalizatiile diferitor
cartiere o datd pe luni intre octombrie 2020 si martie 2021. In cadrul studiului s-a
demonstrat cd secventierea bazata pe nanopori nu doar arata dinamica tulpinilor
cunoscute ale virusului SAR-CoV-2 din orasul Nice dar a permis si identificarea noilor
variante virale care ar fi putut scapa de la identificare in cazul folosirii testelor qPCR
specifice variantelor virale.
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RASPANDIRII VARIANTELOR SARS-COV-2
Observatia cea mai uimitoare a fost aparitia variantului B.1.1.7 in Nice la inceputul anului
2021. Aceasta tulpina a fost gasita in ianuarie 2021 in "Les Moulins”, reprezentand 50%
din mostrele observate. B.1.1.7 a fost mai apoi detectat in "West Nice” si "Haliotis” unde a
reprezentat 10-20% din populatia virala. Aceste observatii sunt consistente cu faptul ca
aceste 2 retele de apa colecteaza canalizarea de la "Le Moulins”. B.1.1.7 a fost detectat In
nivele mai joase si in "Carras”, "Nice Etoile”, "Magnan” si "West Gambetta”. Fractia
prezentei acestei tulpini a crescut iIn mod pronuntat in tot orasul in Februarie pana la
aproximativ 81 #1% din toate secventierile. B.1.1.7 a predominat si in Martie,

reprezentand 86+2% din virusii care circulau pe teritoriu.

De notat faptul ca majoritatea variantului B.1.1.7 care a aparut in Ianuarie in Nice a avut
o mutatie aditionala A5525(G23126T) in proteina spike. Mutatia A522S a proteinei spike
a fost raportata doar in 226 din 27 268 (0.8%) si in 207 din 385,840(0.05%) de catre
initiativa GISAID privind secventierile B.1.1.7 din Franta si respectiv Marea Britanie.1?
Acest variant a ramas predominant in Februarie si a suferit un declin in Martie. Prevalenta
initiald a acestei mutatii care este rara In alte locuri a variantului B.1.1.7 in Nice sugereaza
faptul ca variantul B.1.1.7 a fost introdus de unul sau mai multi purtatori si raspandit
initial in cartierul "Les Moulins” si mai apoi in tot orasul. Acest variant a fost mai apoi
diluat in mod treptat de variantul B.1.1.7 fara mutatia A522S care este predominant in
Franta. Declinul mutatiei A522S in Martie sugereaza de asemenea ca aceastd mutatie
spike aditionalda nu ofera rezistenta sau avantaje in comparatie cu tulpina originala
B.1.1.7. Fapt consecvent cu un model recent de modelizare privind interactiunea SARS-
CoV-2/ACE 2 in cadrul caruia s-a depistat doar o mica crestere a afinitatii receptorului
SARS-CoV-2 pentru mutatia A522S.11

In contrast, circularea altor variante virale (VOC), asa precum B.1.351 si P.1 a rimas mult
mai scazutd. Unele mutatii asociate cu aceste tulpini virale puteau fi detectate la sfarsitul
anului 2020. Insd datoritad faptului ci doar o micd parte de mutatii care definesc aceste
variante virale (VOC) au fost detectate, s-a concluzionat ca acestea nu erau specifice
variantelor virale (VOC) in acea perioadid de timp. In doar cateva cazuri, o amprenti
consistenta cu destule mutatii specifice variantelor virale au putut fi identificate. De
exemplu cazul variantului “"B.1.351” in "Carras” , "East Nice” si "Harbor ” in Februarie
2021. Prezenta acestui variant a fost in continuare demonstrata de detectarea a 2 mutatii
specifice variantului B.1.351. Tulpina P.1 a reprezentat aproximativ 10% in ”"La
Madeleine” in Februarie 2021, insa nu a mai fost detectata in martie in aceeasi regiune.

A fost comparata componenta tulpinilor din mostrele de apa de canalizare din Octombrie
cu mostrele clinice respective. Au fost analizate mostrele tampon a 1481 pacienti care
traiesc in Nice care au fost testate de catre Biogroup in timpul perioadei corespunzatoare
colectarii de probe din apele de canalizare (intre 19 octombrie si 23 octombrie,
saptamana 43). Au existat 1327 probe negative si 154 cazuri pozitive SARS-CoV-2 RT-
gPCR. S-a facut secventierea PCR a 81 probe pozitive care au putut fi atribuite fara
ambiguitate unei din cele cateva zone de colectare a apelor de canalizare si a fost posibila
determinarea tulpinilor. S-au observat procente similare pentru 4 cele mai abundente
tulpini in apele de canalizare si in probele clinice care au fost colectate in aceeasi
saptamana si in aceeasi regiune.
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In concluzie, rezultatele studiului demonstreazi fiabilitatea secventierii ARN a apelor de
canalizare si importanta acestei metode pentru monitorizarea aparitiei si raspandirii
variantelor SARS-CoV-2. Monitorizarea virala in apele de canalizare in mod clar nu se
limiteaza doar la supravegherea pandemiei COVID-19 curente. Metoda de supraveghere
poate fi usor pusa in functiune si transferatd pentru utilizare in alte programe
epidemiologice, tintind alti virusi care pot aparea in viitor. Deci, aceastd metoda
reprezintd un important instrument de analiza a eficientei masurilor sanitare care
incearca sa limiteze transmiterea virala.

Studiul a ilustrat cum situatia poate varia intre diferite cartiere ale aceluiasi oras.
Cresterea variantului B.1.1.7 In "Le Moulins” in Ianuarie coincide cu o crestere a A.27
in "Bon Voyage” si o crestere a B.1.474 in "Las Planas”. Aparitia acestor tulpini specifice in
3 cartiere social defavorizate a avut loc imediat dupa Craciun, o perioadd in care
calatoriile sunt foarte active. Acest fapt in mod posibil subliniaza existenta unei conexiuni
intre inegalitatile socio-economice existente intre diferite cartiere si raspandirea
virusului.’? In acest context, epidemiologia apelor de canalizare ar putea reprezenta in
viitor un instrument foarte util pentru a face fata unor situatii similare.

12 Horton R. Offline: COVID-19 is not a pandemic. Lancet. 2020; 396: 874






