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Sledovani cirkulace poliovirl a ostatnich enterovirii v odpadnich vodach v CR

v roce 2021

Surveillance of polioviruses and other enteroviruses in sewage in the Czech Republic in 2021
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SARS-CoV-2, z nichz 25 bylo pozitivnich.
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NRL pro enteroviry v rdmci environmentalni surveillance vysetfuje odpadni vody z Cisti€ek 9 mést, 2 pobytovych
stfedisek a 3 zafizeni pro zajiSténi cizincl. V roce 2021 bylo vySetfeno 159 vzorkd odpadnich vod. 73 vzorki bylo
uzavieno jako negativni, 86 jako pozitivni. Pozitivni vzorky byly uréeny jako non-polio-enteroviry (NPEV), via-
bilnich z nich bylo 27 vzorkil. Soucasné bylo vSech otestovano 159 vzorki z odpadnich vod na pritomnost RNA

Within environmental surveillance, the National Reference Laboratory for Enteroviruses screens wastewater from
sewage treatment plants in nine cities, two accommodation centres, and three detention facilities for foreigners. In
2021, 159 sewage samples were analysed. Seventy-three samples turned out negative and 86 were positive. The
detected viruses were identified as non-polio-enteroviruses (NPEV), remaining viable in 27 samples. The 159 sewage
samples were tested for the presence of RNA SARS-CoV-2, of which 25 turned out positive.
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Nérodni referencni laboratof pro enteroviry (NRL/
ENT) ve Stitnim zdravotnim tstavu (SZU) je soudasti
sité laboratofi Svétové zdravotnické organizace (WHO)
vySetfujicich poliomyelitis — Global Polio Laboratory
Network (GPLN), ktera byla WHO zaloZena v roce 1990.
GPLN zajistuje surveillance akutnich chabych paréz u déti
do 15 let, enterovirovou a environmentalni surveillance.

Environmentédlni surveillance je uskutec¢tiovana od-
bérem odpadnich vod. Metodiku odbéru popsal hlavni
hygienik CR v dopise HEM-370-30. 9. 04/18483 z roku
2004. Odbérova mista byla urc¢ena dopisem z Ministerstva
zdravotnictvi HEM-300-20. 7. 2004/20284 [1-5].

V CR jsou odpadni vody odebirany v 9 méstech: Praha,
Ostrava, Brno, Hradec Kralové, Usti nad Labem, Plzei,
Ceské Budgjovice, Rakovnik, Karlovy Vary, ve 2 poby-
tovych stiediscich (PoS): Zastavka u Brna, Kostelec nad
Orlici a ve 3 zafizenich pro zajiSténi cizinct (ZZC): Béla
pod Bezdézem — Jezova, Vysni Lhoty, Balkova [5].

Odbéry jsou provadény 1x mési¢né pracovniky
Zdravotnich ustavi a Krajskych hygienickych stanic
z hlavni méstské kanalizace pfed Cistickou odpadnich vod
urcenych mést a z odvodu odpadnich vod PoS a ZZC pred
vyusténim do dalsi kanalizace. Na vybraném misté zhruba
30 cm pod hladinou je odebrano 5 vzorkl vody a ty jsou
pak vlity do vymyté plastové nesterilni 1dhve do objemu
1 litru. Odebran4 voda je transportovana do NRL/ENT SZU

pfti teploté 0—8 °C. Pokud neni moZny okamZity transport,
jsou vzorky uchovaviny do doby transportu v chladnicce
(0-8 °C), nejdéle vSak 2 mésice [1-5].

WHO ur¢ila postup odbéru odpadnich vod, metodiku
zpracovani a typ tkafovych kultur na kultivaci v publikaci
WHO ,,Guidelines for environmental surveillance of polio-
virus circulation* (World Health Organization, Department
of Vaccines and Biologicals, 2003, 12-13) [6].

Vzorky zpracované predepsanym postupem WHO jsou
vZdy oCkovany paraleln€ na dané dva typy tkatovych kul-
tur, na bunécné linie ziskané z lidského rhabdomyosarkomu
(RD) a na geneticky upravené mysi bunécné linie, které
maji lidsky receptor pro polioviry (L20B). Pfitomnost
enterovirti se projevuje cytopatickym efektem (CPE) na
tkanovych kulturach (TK). Pro CPE enterovird je typické
zakulacovani a odpadavéni bunék. Tkéanové kultury RD
jsou vnimavé pro vSechny enteroviry, L20B pouze pro
polioviry. Tato odliSnost je ddna pfitomnosti lidského
receptoru na L20B TK a usnadiiuje odliSeni polioviri od
ostatnich enterovird (non-polio-enterovird-NPEV). CPE
je popisovan $kalou od + do ++++ (+ reprezentuje 25 %
degenerovanych bunék, ++ 25-50 %, +++ 50-75 %, ++++
75-100 %) [7].

Tkanové kultury RD a L20B s inokulovanymi vzorky
jsou prohliZzeny v mikroskopu denné po dobu 5 dni. Pokud
do péti dni neni pozorovan cytopaticky efekt, tak je prove-
dena dalsi pasaz na stejnou tkanovou kulturu, na které byla
predchozi pasaz. Pokud po dal$ich péti dnech neni objeven
ani na jedné tkanové kultufe CPE, je vysledek uzavien
jako negativni. Pokud je do péti dni pozorovan CPE na
tkanové kulture RD a je roven nebo vétsi neZ +++, musi
byt udélana pasaz na druhém typu tkanové kultury — L20B.
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Tabulka 1: VySetfovani odpadnich vod — 2021

Vysledky — Vysledky - Vysledky —
Poradi Odbérové misto Pocet odbér pozitivni pozitivni pozitivni -
~NPEV-viabilni ~-NPEV-neviabilni | RNA SARS-CoV2
1. UCOV PRAHA TROJA 12 3 8 2
2. COV RAKOVNIK 12 3 5 4
3 COV PLZEN (Jateéni) 9 1 6 2
4. COV pro CESKE BUDEJOVICE (Hrd&jovice) 12 2 7 1
5. COV USTi NAD LABEM 12 1 6 4
6. COV HRADEC KRALOVE 12 3 4 1
7. COV - KOSTELEC NAD ORLICI - PoS 12 2 1 0
8. COV BELA POD BEZDEZEM -JEZOVA - ZZC 12 2 1 0
9. COV BRNO (Modfice) 12 2 6 3
10. COV ZASTAVKA U BRNA - PoS 12 2 1 2
11. COV OSTRAVA (Oderskd) 12 1 6 2
12. COV KARLOVY VARY (Drahovice) 13 2 5 3
13. COV VYSNI LHOTY - zzZC 10 3 1 0
14. COV BALKOVA - 7zC 7 0 2 1

legenda: UCOV = Ustfedni &istitka odpadnich vod; COV = &istitka odpadnich vod; PoS = pobytové stfedisko; ZZC = zafizeni pro zajiténi cizincl

To samé plati pro CPE na L20B. Pokud je objeven CPE az
ve 2. pasdZi, postupujeme stejné [7].

Tkanové kultury L20B s CPE jsou pasaZovany v RD
TK, pokud se vyskytne do péti dni CPE i na RD TK, musi
byt vzorek zaslan do WHO Regiondlni referen¢ni labora-
tofe (RRL) v Helsinkach. V RRL je provedena intratypicka
diferenciace (ITD). V pripadé negativniho CPE na RD TK,
vysledek je hlaSen jako negativni na polioviry [7].

Pozitivni tkanové kultury RD jsou inokulovany na
L20B TK. Pokud neni pozorovan CPE, je do hlaseni WHO
v Laboratornim monitoracim datovém systému (LMDS)
pro poliomyelitis zaznamenano NPEV. V ptipadé, kdyzZ je
objeven CPE, je provedena dalsi pasaZ v RD TK. Pokud je
negativni CPE do hlaSeni, zaddvdme negativni. V piipadé
pozitivniho CPE je vzorek zaslan k ITD do RRL [7].

Cely slozity algoritmus je provadén jednak k odliSeni
poliovir od NPEV, ale i k vylouceni pfitomnosti adeno-
vird a reovirti, nebot tyto viry mohou také zpusobit CPE
v 1. pasdZich.

Do RRL je nutno pozitivni izolaty poslat do sedmi
dni od detekce. Déle je NRL/ENT povinna nélez oznamit
piislusné Krajské hygienické stanici nebo Zdravotnimu
tstavu, Ministerstvu zdravotnictvi a Narodni komisi pro
certifikaci polioeradikace.

RRL podle vysledku ITD informuje NRL, zda se
jedna o poliovirus vakcina¢ni, od vakcina¢niho derivo-
vany (VDPV) nebo divoky (WPV). VDPV se shoduji
s atenuovanymi kmeny OPV (orélni poliomyelitické
vakciny) v méné nez 99, 5 %, ale vice nez 82 %. Pokud se

polioviry shoduji s kmeny OPV v méné nez 82 %, jedna
se o divoky kmen polioviru. VDPV vznikaji v ddsledku
cirkulace vakcina¢niho kmene v nedostate¢né proocko-
vané populaci. Pfi pfenosu dochéazi k bodovym mutacim,
které se tykaji jednoho nebo dvou nukleotidi za tyden,
1-2 % nukleotidii za rok. Vysledek je opét nutno nahlasit
prislusné Krajské hygienické stanici nebo Zdravotnimu
ustavu, Ministerstvu zdravotnictvi a Narodni komisi pro
certifikaci polioeradikace.

KaZdy vzorek odpadni vody po zpracovani metodou
dvojfazové koncentrace je konfirmovan pomoci RT-qPCR,
ktera se provadi u vSech vzorkil po zpracovéni a po 2. pasazi
vzorkd na tkanich RD. V pfipad€ pozitivniho vysledku
vzorku po zpracovani a negativniho po pasazich na tkaro-
vych kulturdch se provadi jesté intratypicka diferenciace
poliovird typl Sabin 1 a 3 pomoci PCR v redlném case
s detekci DNA Sybr Green.

Tento dalsi test se provadi k vylouceni pfitomnosti
neviabilnich poliovirti v odpadnich vodach, nebot zvyse-
né pouzivani dezinfek¢énich prostiedkll v soucasné dobé
ovliviiuje Zivotaschopnost virt.

V LMDS musi byt zdznam o vSech vzorcich vySetfova-
nych odpadnich vod. Do LMDS se jako pozitivni oznacuji
pouze vzorky pozitivni na tkdiiovych kulturach.

V roce 2021 NRL vySetfila celkem 159 vzorkid od-
padnich vod (viz tabulka). Negativnich bylo 73 vzorkda.
V 86 vzorcich byl zjistén non-polio-enterovirus (NPEV),
pozitivnich viabilnich, schopnych se pomnoZit na tkafio-
vych kulturdch RD bylo 27 vzorki. Ctyfi vzorky (UCOV

108



INFORMACE Z NRL A ODBORNYCH PRACOVIST SzU

Troja — Praha, COV Modiice — Brno, COV — ZZC Vy3ni
Lhoty, COV Jate¢ni - Plzefl) se podafilo osekvenovat.
Prokazanym non-polio-enterovirem byl 1x Coxsackievirus
B3 (CVB3), 2x ECHO virus 11 (E11) a 1x ECHO virus
24 (E24).

Diky soucasné epidemiologické situaci vySetfujeme
koncentrat odpadni vody (vzorek po zpracovani pied
inokulaci na tkanové kultury) rovnéz na pritomnost RNA
SARS-CoV-2.

V roce 2021 bylo otestovano vsech 159 vzorkt odpad-
nich vod na pfitomnost RNA SARS-CoV-2. Ve 25 vzor-
cich byla zjiSt€éna metodou RT-qPCR pfitomnost RNA
SARS-CoV-2.
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