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(SARS-CoV-2) in wastewater
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Oz: Amag: Atiksu epidemiyolojisi ¢aligmalari, klinik test kapasitesi sinirlt ol-
dugunda bulagic1 hastaliklarin varligini ve hatta yayginligint 6lgmek ve izlemek icin
tamamlayici bir yaklagimdir. Bu epidemiyoloji koronavirtislerin atik sularda tespiti ile
toplumda nasil bir yayilim gosterdigi hakkinda da yardimer olabilmektedir. COVID-19
pandemisinde, SARS-CoV-2 enfekte kisilerin digkilariyla birlikte atilmakta ve atik su-
lara karigmaktadir. Enterik olarak bulasan viriislerle enfekte olan ¢ogu kisi, semptomlar
baglamadan 6nce ve basladiktan sonra, glinler veya haftalar boyunca digkilart ile viriisii
hem yaymakta ve kanalizasyon sistemlerine atmaktadirlar. Atiksularda COVID-19’un
tespiti ile hastalik belirtisi géstermeyen ancak tastyict olan asemptomatik kisilerin sa-
yis1 da belirlenerek o toplumda enfekte olan toplam kisi sayist belirlenebilmektedir.
Bu sayede erken uyart sistemi olusturularak ikinci veya ticiincii dalga gerceklesmeden,
gerekli 6nlemlerin alinmasi saglanabilecektir.
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Abstract: Objective: Wastewater based epidemiology studies are a complemen-
tary approach used to measure and monitor the presence and prevalence of infectious
diseases when clinical testing capacity is limited. It can also help with the detection
of coronaviruses in wastewater and how they spread in the society. In the COVID-19
pandemic, SARS-Coronavirus-2 (SARS-CoV-2) is excreted with the feces of infec-
ted people and mixed with wastewater. Most people infected with viruses that infect
enterically spread their feces and virus into their sewage systems both for the days or
weeks before and after symptoms begin to appear. Through the detection of Covid-19
in wastewater, the number of asymptomatic people who do not represent any indication
related to diseases but are carriers can be determined, and the total number of people
infected in that society can be estimated. Therefore, an early warning system can be
created, and it will be possible to take the necessary precautions before the second or
third wave occurs.
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Giris

Koronaviriisler (CoV), solunum ve gastro-intestinal
enfeksiyonlarla iliskili insanlar ve hayvanlar igin pato-
jenik bir viriis ailesidir. CoV’ler, bagisiklik sistemi ye-
tersiz kisilerde soguk alginligi veya hafif solunum yolu
enfeksiyonlarindan sorumlu olduklar1 icin insanlar i¢in
kiigiik patojen olarak kabul edilmektedirler. Bununla
birlikte, CoV’lerin neden oldugu Siddetli Akut Solunum
Sendromu (SARS), Orta Dogu Solunum Sendromu
(MERS) ve en son koronavirlis 2 (SARS-CoV-2) gibi
yeni ve oldukg¢a patojenik ve zoonotik hastaliklarin or-
taya ¢ikmasi, halk saglig1 tepkisini yonlendirmek i¢in ele
alinmasi gereken sorunlari da ortaya ¢ikarmaktadir (1).

Cinyin Wuhan sehrinde, siddetli akut solunum send-
romu SARS-CoV-2’nin ortaya ¢ikmasi, 23 Nisan 2020
itibariyle kiiresel olarak tiim diinyada 2.6 milyondan faz-
la COVID-19 pozitif teyit edilen vakayla hizla pandemik
bir senaryoya yol agmistir. COVID-19 semptomlari ates,
oOkstirtik ve ishal de dahil olmak tizere cesitlidir ve cogu
zaman spesifik degildir. Enfekte kisilerin ihmal edilemez
bir yiizdesinde ciddi solunum sikintisina yol agabilen
pnomoni gelismekte ve daha sonra mekanik ventilasyon,
organ yetmezligi, viral sepsis ve 6liim gergeklesmektedir.
Pandemilerin yaygin dogasi ve semptomlara dayali kolay
tani, tedavi veya as1 eksikligi, diinya ¢capinda sinirlamalar
dahil olmak iizere sert ve son derece maliyetli epidemiyo-
lojik kontrol 6nlemleri uygulanmaya baglanmistir. Birgok
lilkelerde viriisiin gergek prevalansini degerlendirmek
icin RT-qPCR test kampanyalar1 uygulanirken, bu durum
uzun vadede genel niifus i¢in uygulanabilir bir gozetim
stratejisi degildir.

SARS-CoV-2 esas olarak solunum yoluyla tasinan bir
virlis olmasina ragmen, ilgili SARS-CoV-1 (2003 SARS
salgiminin etken maddesi) ile yapilan onceki caligmalar
hastalarin digkilarinda RT-qPCR ile viral RNA saptan-
masina dayali fekal-oral bulagma olasiligini géstermistir.
Son calismalar SARS-CoV-2’nin asemptomatik tastyici-
larda ve yakin zamanda iyilesmis hastalarin da diskilart
ile atilabilecegini gdstermektedir (2-5). Spesifik olarak,
viral RNA hastalik siddetine bakilmaksizin solunum
yolundan viral temizlendikten sonra bile 10 giine kadar
diskida tespit edildigini gostermektedir (6). Bu durum
atik sularin viral partikiiller veya viral RNA igerebilece-
§i anlamina gelmektedir ve bir epidemiyolojik gozetim
araci olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Atik sular
ayrica agiz boslugundan ve kisisel hijyen sirasinda dokii-
len st solunum yollarinda bulunan virtisleri de toplaya-
bilmektedir. Bireylerin sistematik olarak test edilmesine
kiyasla, atik su analizi agik¢a daha az invaziv, daha basit
ve daha ucuzdur. Ancak, bu yontemin hassasiyeti ve gii-
venilirligi ilgili caliymalar devam etmektedir.

Her birey giinde yaklasik 100 g disk1 maddesi atmak-
tadir (7). Enfekte olmus bir bireyin her bir gram diskisi
igerisinde 10° ila 10° enterik viriis partikiilii bulunmak-
tadir (8). Yiiksek RNA kopyalarina sahip diski 6rnekle-
rinde, canli SARS-CoV-2 tespit edilmistir. Yakin tarihli
bir ¢alisma, enfekte olmus insanlarin diski ve idrarindan
canli SARS-CoV-2"nin izole edildigini gdstermistir (3).
Bu durum SARS-CoV-2’nin daha sonra atik su aritma
sistemine girecegini gostermektedir. Bir bagka calisma,
bu viriistin insan viicudundan ¢iktiktan sonra uygun bir
ortamda birkag giine kadar hayatta kalabilecegini goster-
mistir (8). Atiksularda virtislerin kalma siireleri, Diinya
Saglik Orgiitii tarafindan, 4°C’de 20 giin ve 20°C’de 24
saat olarak bildirilmistir (9). Atik sular SARS-CoV-2 gibi
koronaviriisler i¢in 6nemli bir olasi bulas olmamasina
ragmen, virlisiin popiilasyonda dolasgiminin artmasi, se-
hirlerimizin kanalizasyon sistemlerinde viriis yiikiinii art-
tiracaktir (9). Su ana kadar koronaviriis enfeksiyonunun
¢evre yoluyla bulagsma potansiyeli hakkinda sinirli bilgi
vardir (10).

Ayrica, toplum sagliginin korunmasi i¢in alinan mev-
cut sinirlama 6nlemlerinin kaginilmaz olarak gevsetilme-
si, yerel salginlarin tekrarlanmasina veya diger bolgeler-
den vaka ithalatina yol acabilir. Bu nedenle, gelecekte
olusabilecek viral acil durumlarda hazirlikli olmamizi
saglayabilecek uygulanabilir ve giivenilir epidemiyolo-
jik izleme stratejileri olusturmak son derece onemlidir.
Ayrica bu epidemiyoloji mevcut kosullar altinda, yetki-
lilerin koronaviriise karsi alinan tedbirleri yavas yavas
kaldirmaya basladiklarinda, viriis izleme stratejilerini ko-
ordine etmelerine yardimer olmak iizere tasarlanmis bir
ara¢ olarak kullanilabilir.

Atiksu Epidemiyolojisi ile SARS-Cov-
2’nin Izlenmesi

Insan enterik viriisleri, kanalizasyon sistemine bosal-
tim yoluyla (digki-idrar) girmektedirler. Viriisler, enfekte
bireylerin diskisinda son derece yiiksek miktarlarda bulu-
nurlar (11). insanlarin veya hayvanlarin digk1 ve idrarlari
kanalizasyon sistemine atilmaktadir. Bu yiizden atiksular
toplumlardaki hastaligin tasiyicisindan, enfekte kisiler-
den ve hastanelerdeki hastalardan girebilen bir¢cok biyo-
belirte¢ ve patojeni igermektedir. Atiksulardaki bakteri,
viriis ve parazitler gibi bu patojenler insanlar i¢in tehlike-
lidirler ¢iinkii popiilasyonda salginlara neden olabilirler.
Bununla birlikte, eger bu patojenler toplumda erken bir
asamada izlenebiliyorsa, tehlikeler en aza indirilebilir.
Bazi viriisler icme suyu ve kanalizasyon aritim1 i¢in yay-
gin olarak kullanilan dekontaminasyon iglemlerine rag-
men atik su aritma tesislerinin ¢ikis sularindan tamamen
uzaklastirilamamaktadir (8).
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Bu sebeple, atiksu aritma tesislerinden drneklerin top-
lanip, diisiik seviyelerde bulunan bu biyobelirtegleri/pato-
jenleri dogru ve hizli bir sekilde izleyebilen yeni analitik
araglarin gelistirilmesi gerekmektedir. RT-qPCR tekno-
lojisi kanalizasyondaki biyobelirteclerin ve patojenlerin
yerinde kantitatif analizinde énemli bir rol oynamaktir.
Atiksularda hastaliklarin biyobelirteglerini tespit etmek,
toplum sagliginin degerlendirilmesi i¢in gergek zaman-
I1 veriler saglama konusunda destek saglayabilmektedir.
Ayrica bu veriler, erken uyari sistemlerini saglama konu-
sunda agik bir potansiyele sahiptir (12).

Atik su epidemiyolojisi (WBE), yasadis1 uyusturucu
titketimi, ila¢ kullanimi/kétilye kullanimi, su kirliligi ve
antimikrobiyal diren¢ genlerinin olusumu dahil olmak
iizere insan aktivitesinin kimyasal ve biyolojik belirtec-
lerini izlemek icin bir¢ok iilkede kullanilan, basarili bir
strateji olmustur (8,13,14). Ayrica son yillarda WBE ile
yasadis1 uyusturucu (13,15), alkol (16), tiitin kullanimi1
ve F2-izoprostanlar gibi oksidatif stres biyobelirtegleri-
nin izlenmesi saglanarak, yenilik¢i ve umut verici bir arag
oldugu gosterilmistir (17,18). Bu yaklagim, bir toplulu-
gun yasam tarzi, saglig1 ve kirletici maruziyeti hakkinda
kanalizasyon biyobelirteglerinin analizi ile elde edilebi-
len ek bilgileride igermektedir (12).

WBE ile atik sulardaki spesifik hastalik biyobelirteg-
lerinin seviyelerinin degerlendirilmesi, bulasici ve bulagi-
c1 olmayan hastaliklarin izlenmesi i¢in biiyiik umut vaat
etmektedir (19). Ge¢misten gliniimiize yapilan ¢aligmalar
WBE ile atik sularda HIV, tiiberkloz, poliovirus, echo-
virus, hepatit A, rotavirus, adenovirus ve koronaviriisler
gibi patojen/enfeksiyon varliginin izlendigini géstermek-
tedir (11,12,17,18). Son haberler (20-22) ve devam eden
calismalar (23-26), kanalizasyonda COVID-19 saptama-
sina yonelik ¢calismalarin yapildigini géstermektedir. Cin,
Avustralya, Hollanda, Fransa ve ABD gibi iilkelerdeki
calismalarda sinirli sayida drnekten elde edilen 6n sonug-
lar, COVID-19’un atik sulardan tespitinin teknik olarak
miimkiin oldugunu gdstermektedir. Isvigre Federal Su
Bilim ve Teknoloji Enstitlisii’'nden (Swiss Federal Institute
of Aquatic Science and Technology) ekip lideri Christoph
Ort, “Atik sular yalan séylemiyor, birkag saat iginde halk
tarafindan atilanlar: yansitiyor.” seklindeki agiklamasi ile
onemini vurgulamigtir. Ayrica ¢alisma analiz sonuglart
son orneklerde gok yiiksek bulunurken daha once aldik-
lar1 subat ay1 6rneklerinde virlisii saptayamadiklarini be-
lirtmislerdir (27).

Medema ve ark.nin (23), Hollanda’da yaptig1 calis-
mada atiksularda SARS-CoV-2 tespit edilip, enfekte kisi
sayis1 belirlenmistir. Ayrica, bu ¢alisma Hollanda’da ilk
vakalar bildirilmeden 6nce alinan atiksularda da SARS-
CoV-2’ye rastlanmistir. Boylece erken uyar1 sisteminin

olusturulmasma katki saglamistir. Wu ve ark.nin (24)
Amerika’da yaptig1 bir ¢aligmada ise atik sularda SARS-
CoV-2 tespit edilmis ve klinik olarak tespit edilen rakam-
lardan daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu calismalarin
asemptomik kisilerin de belirlenmesi saglayarak, iilke po-
litikalarinin sekillenmesine katki sagladig: goriilmektedir.

Atlksularda SARS-Cov-2’nin
Izlenmesinde kullanilan Yontem ve
Hesaplamalar

SARS-Cov-2 Viral Genomlarimin qPCR

Yontemi Tespiti

SARS-CoV-2’nin saptanmasi i¢in en dogrudan yon-
tem, niikleik asit bazli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
analizidir. Bu yontemle, siipheli vakalar1 dogrulamak ve
merkezi laboratuvarlar olmadan asemptomatik enfekte
vakalar1 taramak icin WBE araciligiyla diisiik seviyeli
SARS-CoV-2 kaynaklarini dogru ve hizli bir sekilde iz-
lemek i¢in verimli ve saglam analitik araglar gelistirmek
miimkiindiir (28).

qPCR ile farkli viriisler igin saptama limiti, EcoRV
bolgesine klonlanan tiim hedeflenmis bolgeler ile bili-
nen bir miktarda pUC57cl plazmidinin seyreltme seri-
sine dayanarak 6 ila 10 viral genom / 50-pL reaksiyon
karigimidir.

Atiksulardan SARS-CoV-2 enfeksiyon prevalan-
s1, denklemde de goriildiigi iizere glinliikk RT-qPCR ile
atik sulardan 6lgiilen toplam viral RNA kopya sayisi ile
giinliik enfekte olmus bir kisi tarafindan diskidan dokii-
len SARS-CoV-2 RNA kopya sayilarimin kiitle dengesi
kullanilarak hesaplanmaktadir (26). Denklem asagida
gosterilmistir:

( RNA copies )* liters Wastewater
liter Wastewater ( day )

( g feces ) . (RNA copies)
person — day g feces

Persons infected =

Atik Sulardan Elde Edilen Veriler ile
SARS-Cov-2 Bulasmis Hasta Sayisinin
Hesaplanmasi

qPCR’deki atik su numuneleri i¢in elde edilen CT
degerleri, plazmidin seyreltmelerine gére pUCS57cl seri
diliisyonlarindan elde edilen CT degerlerinin lineer reg-
resyonu gerceklestirilerek viral genomlarm (Ci) sayisini
hesaplamak i¢in kullanilir.

Enfekte bir bireyin giinde 107 ila 10" noroviriis, HAV,
enteroviriis ve adenoviriis partikiilleri salgiladigi varsa-
yilmaktadir. Giinlik olarak atilan virlis partikiillerinin
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sayisi, bildigimiz kadartyla, aragtirilan diger viriisler i¢in
bilinmemektedir. Bu nedenle enfekte olmus bir kisinin-
hab, arastirilan tim virtislerin benzer miktarlarini salgi-
ladig1 varsayilmistir. Bu ¢aligmada viriis bulasan enfekte
kisilerin sayisinin hesaplanmasi, yeni enfekte olmug bir
kisi tarafindan glinde viicuttan atilan maksimum viriis
miktarma (10" viris partikiilii/glin) dayanmaktadir, boy-
lece viriisii atik suya karisan en az sayida kisi sayisi tah-
min edilmektedir. Enfekte bir kisinin atilimindan (Cexp)
giinliik olarak atik suda bulunmasi beklenen viriis parti-
kiillerinin sayist, agagidaki denkleme gore hesaplanir:

Cexp=10""/ {[2(ilgili giinliik akis)] / 7}
Cexp=10""/ ortalama giinliik akis

Atik sudaki ilgili viriisiin varligina bagl olarak po-
tansiyel olarak enfekte olmus bireylerin (N, . ) sayisy;

Ni infected = Ci / Cexp

N, o €nfekte olmug birey sayisi

CT : qPCR’daki atik su numuneleri i¢in elde edilen
degerler

Ci : CT degerlerinin lineer regresyonu

Cexp :atik suda bulunmasi beklenen giinliik virtis par-
tikiilii say1st

Atiksulardan SARS-CoV-2’nin Tespiti ve
Halk Saghg1 Acisindan Onemi

SARS-CoV-2 tastyicilarinin bir kisminin asempto-
matik, bir kisminin atessiz veya sadece hafif enfeksiyon
semptomlar1 gosterdigi klinik calismalarda bildirilmistir.
Izlanda’da yapilan bir caligmada ise COVID-19 pozitif
olan hastalarin % 50°sinde herhangi bir semptom gozlen-
medigi belirtilmistir (29). Asemptomatik hastalar1 hizli
ve etkili bir sekilde tarama imkani olmadigindan, ¢o-
gunlukla bu kisiler hasta sayisina yansimamaktadir. Bu
nedenle, potansiyel viriis tagiyicilarinin hizli ve dogru
bir sekilde taranmas1 ve asemptomatik hastalarin teshisi,
erken asamada miidahale ve dnleme stratejilerinin olustu-
rulabilmesi i¢in dnemlidir.

Saglik calisanlar, COVID-19 vakalarint pratik ve
etkili bir sekilde taramak i¢in oldukga zorlu bir siirece
devam etmektedirler. COVID-19 test teknolojilerinin ve
kitlerinin mevcudiyeti sinirlidir. Bununla birlikte, WBE
alternatif bir yontem olarak, atik sulardaki bulasici ajan-
lar1 test ederek enfeksiyonun potansiyel yayilimi hakkin-
da bilgi verebilme potansiyeline sahiptir.

WBE kullanilarak COVID-19’un atiksularda erken
asamada tespiti ile niifus hareketliligi kisitlanarak viriisiin
yayilimini 6nlenebilecektir.

Sonug¢

Atiksu epidemiyolojisi ile elde edilen veriler ile mev-
cut klinik vakalar hem halkin egitim ve dnleme mesajla-
rin1 daha iyi anlamasina yardimci olurken hem de asemp-
tomik kisilerinde i¢inde bulundugu ek bir veri tabaninin
olusmasini saglayacaktir. Atiksu aritma tesislerinden top-
lanan sulardan RT-qPCR teknigi ile COVID-19’un tespiti
ile hesaplanan kisi sayist ve klinik olarak saptanan viriis
tastyan kisi sayisi arasindaki korelasyon ile bolgesel ve
yerel boyutta virlisin yayilimi hakkinda bilgi sunacaktir.
Hem mekansal hem de mevsimsel olarak viriisiin yayili-
mu1 izlenerek Tiirkiye’de bir yol haritasi ¢ikarilarak ikinci
veya liglincii dalga gelmeden 6nce dnlemler alinabilecek-
tir. Atiksu aritma tesislerinin ¢ikis sularinda SARS-CoV-2
takibi, aritma tesislerinden ylizey sularina génderilen su-
larda virtisiin yok edilmesi i¢in gerekli prosediirlere de
katk1 saglayacaktir.

Atiksularda bu yeni viriisii izlemek, atiksu aritma tesi-
si personeli i¢in koruyucu dnlemlerin alinmasi ve atik su-
larla sulama yapilan tarim alanlar1 ya da yiizey sulari i¢in
herhangi bir risk olusturup olusturmadiginin belirlenmesi
i¢inde onemlidir. Bu ¢alisma, En ciddi semptomlari olan
COVID-19 hastalart ile sinirli olan mevcut klinik bilgileri
tamamlayabilen alternatif ¢alisma olarak kullanilmalidur.
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