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Odpadni vody 2022. Environmentalni surveillance 2022
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NRL pro enteroviry (NRL/E) SZU v rdmci environmentalni surveillance na pfitomnost poliovirli a ostatnich ente-
rovirl vySetfuje odpadni vody z Cisti¢ek 15 mést, 2 pobytovych stfedisek a 3 zafizeni pro zajiSténi cizincl. V roce
2022 bylo vySetieno 212 vzorki odpadnich vod. Celkem 119 vzorkt bylo pozitivnich. Pozitivni vzorky byly uréeny

Soucasné jsou vSechny vzorky odpadnich vod vySetfovany na pfitomnost RNA SARS-CoV-2.

The National Enterovisur Reference Laboratory (NRL/E) of the National Institute of Public Health, as part of
environmental surveillance for the presence of polioviruses and other enteroviruses, examines wastewater from
sewage treatment plants of 15 cities, 2 residential centres and 3 facilities for the detention of foreigners. In 2022, 212
wastewater samples were examined. A total of 119 samples were positive. The positive samples were determined

At the same time, all wastewater samples are tested for the presence of SARS-CoV-2 RNA.
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Svétova zdravotnicka organizace (WHO) zavedla v ramci
polioeradikacni strategie tf'i druhy surveillance — enteroviro-
vou, environmentalni a sledovani akutnich chabych paréz.

Environmentdlni surveillance Ceska republika spliiuje
odbérem odpadnich vod. Techniku odbéru popsal hlavni
hygienik v dopise HEM-370-30. 9. 04/18483 z roku 2004.
Odbérova mista byla urcena dopisem z Ministerstva zdra-
votnictvi HEM-300-20. 7. 2004/20284 [1-6].

Odbérova mista jsou ve vybranych méstech: Praha,
Rakovnik, Plzeti, Ceské Budgjovice, Usti nad Labem,
Hradec Kralové, Brno, Ostrava. V roce 2015 se zac¢ala ode-
birat odpadni voda v Karlovych Varech. Déle v roce 2022
pribyla jesté tato mésta: Liberec, Zlin, Olomouc, Jihlava,
Pardubice a Dubi.

Z pobytovych stredisek (PoS) a zafizeni pro zajiSténi
cizinct (ZZC) hlavni hygienik vytipoval tyto lokality:
Jezova, Tetfice, Cerveny Ujezd a Vysni Lhoty. Tetfice
a Cerveny Ujezd byly zruSeny a nahrazeny Kostelcem nad
Orlici a Zastavkou u Brna. VySetfovani odpadnich vod ze
Z7C Balkova zacalo v roce 2017 [5].

Ve méstech se odpadni vody odebiraji z hlavni méstské
kanalizace pred Cistickou, v PoS a ZZC pred vyudsténim do
dalsi kanalizace.

Vzorky odpadnich vod se odebiraji v danych lokalitich
1x mésicné pracovniky Zdravotnich ustavi a Krajskych

hygienickych stanic. Odbér probihd zhruba 30 cm pod
hladinou do vymyté plastové nesterilni 1dhve do objemu
1 litr. Nddoba je pak transportovéna pti chladnickové teploté
(0-8 °C) do Nérodni referenéni laboratofe pro enteroviry
(NRL/E) Statniho zdravotniho ustavu [1-6].

WHO urdila postup odbéru odpadnich vod, metodiku
zpracovani a typ tkatovych 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) [7].

Zpracované vzorky se inokuluji na tkanové kultury
RD, coz jsou bunéc¢né linie ziskané z lidského rhabdo-
myosarkomu a na geneticky modifikované mysi bunééné
linie s lidskymi receptory pro polioviry L20B. Technika
inokulace je dand algoritmem, ktery byl poprvé predstaven
na konferenci v Istanbulu v roce 2013 a je od roku 2015
povinny pro vSechny akreditované laboratote sité ,,Global
Polio Laboratory Network* (GPLN) [8].

Ze vzorkd odpadnich vod se izoluji enteroviry.
Nejdilezitéjsi jsou ndlezy poliovira a jejich zafazeni mezi
divoké, vakcinacni a od vakcina¢nich odvozené (derivované)
kmeny.

Enteroviry se na tkanovych kulturdch projevuji typickym
cytopatickym efektem (CPE), ktery je charakterizovan zaku-
lacovanim, shlukovanim a odpadavanim bunék z tkariového
monolayeru. VSechny enteroviry se pomnoZuji na tkaniovych
kulturdch RD. Polioviry maji, na rozdil od ostatnich entero-
virti, schopnost riistu i na tkanovych kulturach L20B. Tato
odli$nost je dana pfitomnosti lidského receptoru na L20B
TK a usnadiiuje odliSeni poliovirti od ostatnich enterovirti
(non- polio- enterovir - NPEV). CPE je popisovan $kalou
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od + do ++++ (+ reprezentuje 25 % degenerovanych bunék,
++ 25-50 %, +++ 50-75 %, ++++ 75-100 %) [7].

Kazdy vzorek odpadni vody po zpracovani metodou
dvojfazové koncentrace je konfirmovan pomoci RT - qPCR,
ktera se provadi u vSech vzorki po zpracovani a po 2. pasazi
vzorki na tkdnich RD. V pripad¢ pozitivniho vysledku vzor-
ku po zpracovani a negativniho po pasazich na tkanovych
kulturach se provadi jesté intratypova diferenciace poliovirti
typi Sabin 1 a 3 pomoci PCR v redlném case s detekci DNA
Sybr Green.

Tento dalsi test se provadi k vylouceni pfitomnosti ne-
viabilnich poliovird v odpadnich vodach.

Vsechny vysledky se hlasi do WHO v Laboratornim
monitorovacim datovém systému (LMDS) pro poliomyelitis.

Izolované polioviry je nutno odeslat do 7 dnll od de-
tekce do WHO Regiondlni referen¢ni laboratofe (RRL)
v Helsinkach nebo do Bilthovenu (RIVM) k intratypové
diferenciaci. Tyto laboratofe pak informuji NRL/E, zda se
jedné o poliovirus vakcinacni, od vakcina¢niho derivovany
(VDPV) nebo divoky. VDPV se shoduji s atenuovanymi

Tabulka: VySetfovani odpadnich vod - 2022

Poradi | Odbérové Pocet Pozitivni - Pozitivni - Pozitivni
misto odbéri NPEV-viabilni NPEV-neviabilni RNA - SARS-CoV-2
1. UCOV Praha 12 7 4 4
(Tréja) CVB4, CVB5,CVA2
2. COV Rakovnik 12 5 3 3
CVB4,2xCVB5
3. COV Plzef 12 5 4 2
(Jatecni) CvB2, CvB4
4, €OV pro C. Budéjovice (Hrdéjovice) 12 3 5 1
CVB5
5. €OV Usti nad Labem 12 4 2 3
CVB4,2xCVB5
6. COV Hradec Kralové 12 6 1 4
CVB4,CVB5,CVB6
7. €OV Kostelec nad Orlici - PoS 12 2 0 0
CvB4
8. COV - Béla pod Bezdézem Jezova - ZZC | 12 3 4 2
CVB5,E3
9. COV Brno 12 5 4 0
(Modice) CVA4, 2xCVB4,CVB5
10. €OV Zastavka u Brna - PoS 12 3 3 0
2xCVB5,E3
11, COV Ostrava (Oderska) 13 4 4 0
CVA4, 2xCVB5
12. €OV Karlovy Vary (Drahovice) 11 3 2 1
CVB5,E19 E11
13. COV Vysni Lhoty - ZZC 13 1 1 2
2xCVB5
14. Cov Balkova - ZZC 10 1 2 1
CB5
15. €OV Liberec 10 5 3 2
CVA2,CVB4,CVB5,E11
16. €OV Zlin 9 2 2 2
CVA4,CVB5
17. COV Olomouc 8 0 5 1
CVA4
18. €OV Jihlava 8 3 1 0
CVB4, CVB5
19. €OV Pardubice (Semtin) 8 5 2 1
CVB4,CVB5,E3
20. COV Dubi 2 0 0 0

legenda: UCOV = Ustfedni istitka odpadnich vod; COV= gistitka odpadnich vod; PoS = pobytové stiedisko; ZZC = zafizeni pro zaji§téni cizincd
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kmeny OPV (ordlni poliomyelitické vakciny) v méné nez
99,5 %, ale vice nez 82 %. Pokud se polioviry shoduji s kme-
ny OPV v méné nez 82 %, jedn4 se o divoky kmen polioviru.
VDPV vznikaji v disledku cirkulace vakcindlniho kmene,
pfi pfenosu mezi lidmi dochédzi k bodovym mutacim, které
se tykaji jednoho nebo dvou nukleotidd za tyden, 1-2 %
nukleotidil za rok [8].

Mimo povinnosti zaslani pozitivnich izolatt do RRL je
NRL/E povinna nalez oznamit pfislusné Krajské hygienické
stanici, pfislu§nému Zdravotnimu ustavu, hlavni hygienicce
CR, SZU — odd. EPI a Narodni komisi pro certifikaci po-
lioeradikace [1-7].

V roce 2022 NRL/E vysetfila celkem 212 vzorkid od-
padnich vod (viz tabulka). Negativnich bylo 93 vzorka.

V 119 vzorcich byl zji§tén non-polio-enterovirus
(NPEV), pozitivnich viabilnich, schopnych se pomnoZit na
tkanovych kulturach RD bylo 67 vzorku.

Pro zjisténi genotypu je tfeba osekvenovat VP1 genu
parcidlni sekvenaci dle Sangera. Osekvenovat se podafilo
46 vzorkl. Prokazanym non-polio-enterovirem byl 2x
Coxsackievirus A2 (CVA2), 4x Coxsackievirus A4 (CVA4),
1x Coxsackievirus B2 (CVB2), 11x Coxsackievirus B4
(CVBA4), 21x Coxsackievirus B5 (CVBS5), 1x Coxsackievirus
B6 (CVB6), 3x ECHO virus 3 (E3), 2x ECHO virus 11 (E11)
a 1x ECHO virus 19 (E19).

V roce 2022 byly vSechny vzorky odpadnich vod tes-
tovany na pritomnost RNA SARS-CoV-2. V 29 vzorcich
(viz tabulka) byla zjisténa metodou RT- qPCR piitomnost
RNA SARS-CoV-2.V této souvislosti je tfeba upozornit, Ze

metodika uréend pro detekci a genotypizaci EV neni idedlni
pro detekci SARS-CoV-2 v odpadnich vodach. NRL/E ve
spolupraci s NRL pro chfipku a nechfipkova respiracni
virova onemocnéni pfipravuje metodicka zlepSeni, kterd by

vy,

umoznila ziskat vyS8§i koncentraci virové RNA SARS-CoV-2
a soucasné umoznila sekvenaci a pfipadnou kvantifikaci
véetné kalibrace na mezinirodné doporuceny standard.
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