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Sledovani cirkulace poliovird a ostatnich enteroviri v odpadnich vodach v CR
v roce 2024

Surveillance of polioviruses and other enteroviruses in sewage in the Czech Republic in 2024

Petra Rainetova

— Souhrn * Summary

NRL pro enteroviry v SZU vy3etiuje v ramci environmentélni surveillance odpadni vody z &isti¢ek 15 mést a 5
uprchlickych taborl. V roce 2024 bylo vysetieno 230 vzorkl odpadnich vod. Celkem bylo 168 vzorki pozitivnich.
Pozitivni vzorky byly uréeny jako non-polio-enteroviry (NPEV).

The National Reference Laboratory for Enteroviruses at the National Institute of Public Health investigates sewage
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-polio-enteroviruses (NPEV).
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from sewage treatment plants of 15 cities and 5 refugee camps as part of environmental surveillance. In 2024, 230
wastewater samples were tested. 168 samples were positive. The positive samples were determined to be non-
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Svétova zdravotnicka organizace (WHO) zavedla v ram-
ci polioeradikacni strategie tfi druhy surveillance — enterovi-
rovou, environmentalni a sledovani akutnich chabych paréz.

Environmentalni 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 ur€ena dopisem z Ministerstva zdra-
votnictvi HEM-300-20.7.2004/20284 [1-6,9,10].

Praha, Rakovnik, Plzeii, Ceské Budg&jovice, Usti nad
Labem, Hradec Kralové, Brno, Ostrava byly vybrany jako
odbérova mista v roce 2004. V roce 2015 se zacala odebi-
rat odpadni voda v Karlovych Varech. Dale v roce 2022
ptibyla jesté tato mésta: Liberec, Zlin, Olomouc, Jihlava,
Pardubice a Dubi.

Z pobytovych stedisek (PoS) a zatizeni pro zajisténi
cizincti (ZZC) hlavni hygienik vytipoval tyto lokality:
Jezova, Tetfice, Cerveny Ujezd a Vy3ni Lhoty. Tettice
a Cerveny Ujezd byly zruseny a nahrazeny Kostelcem nad
Orlici a Zastavkou u Brna. VyS$etfovani odpadnich vod ze
77C Balkova zacalo v roce 2017 [5].

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

Vzorky odpadnich vod se odebiraji v danych lokalitach
Ix mési¢né pracovniky Zdravotnich tstavli a Krajskych
hygienickych stanic. Odbér probiha zhruba 30 cm pod
hladinou do vymyté plastové nesterilni lahve do objemu 1
litr. Nadoba je pak transportovana pti chladni¢kové teploté
(0-8 °C) do Narodni referen¢ni laboratofe pro enteroviry
(NRL/ENT) Statniho zdravotniho ustavu [1-6,9,10].

WHO ur¢ila postup odbéru odpadnich vod, metodiku
zpracovani a typ tkanovych 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 bunécné linie ziskané z lidského rhabdo-
myosarkomu a na geneticky modifikované mysi bunécné
linie s lidskymi receptory pro polioviry L20B. Technika
inokulace je dana algoritmem, ktery byl poprvé predstaven
na konferenci v Istanbulu v roce 2013 a je od roku 2015

povinny pro vSechny akreditované laboratofe sité ,,Global
Polio Laboratory Network® (GPLN) [8].

Ze vzorkl odpadnich vod se izoluji enteroviry.
Nejdulezitgjsi jsou nalezy polioviri a jejich zafazeni mezi
divoké, vakcina¢ni a od vakcina¢nich odvozené (derivo-
vané) kmeny.

Enteroviry tvofi v tkariové kultufe charakteristicky
cytopaticky efekt (CPE), ktery je provéazen zakulacovanim
a odpadavanim bunék. CPE je popisovan Skalou od +
do ++++ (+ reprezentuje 25 % degenerovanych bunék,
++ 25-50%, +++ 50-75%, ++++ 75-100%). Tkanové
kultury RD jsou vnimavé pro vSechny enteroviry. Pouze
polioviry vytvaii CPE na tkanovych kulturach L20B, coz
je zptsobeno pritomnosti lidského receptoru pro vstup
polioviru do bun¢k a tak usnadituje odliSeni poliovirt
od ostatnich enterovirt.

Ob¢ inokulované tkanoveé kultury RD a L20B se denné
prohlizi v mikroskopu po dobu 5 dni. Pokud do 5 dni neni
pozorovan CPE, provede se dalsi pasaz na stejnou tkaiiovou
kulturu, na které byla ptedchozi pasaz. Pokud se po dalsich
5 dnech neobjevi ani na jedné tkanové kultufe CPE, uza-
vie se vysledek jako negativni. Pokud se projevi do 5 dni
CPE na tkénové kultute RD, provede se pasazna tkanové
kultufe L20B. V ptipadé vyskytu CPE i na L20B se vzorek
naockuje opét na RD. Pokud je CPE na RD negativni, jed-
nalo se o reoviry, adenoviry nebo jiné non-polio-enteroviry
(NPEV) a vysledek je hlasen jako negativni na polioviry.
V ptipadé CPE na RD se provede intratypicka diferenciace
(ITD) pro odli$eni vakcinaéniho polioviru Sabin 1 (OPV1),
Sabin2 (OPV2), Sabin 3 (OPV3), polioviru typu 2 (PV2),
divokého polioviru 1 (WP1), divokého polioviru 3 (WP3),
z vakciny derivovaného polioviru 1 (VDPV1), z vakciny
derivovaného polioviru 3 (VDPV3) a nového vakcinaéniho
polioviru Sabin 2 (nOPV2). Pozitivni tkanova kultura se
dale zasle do 7 dni do Regiondlni referen¢ni laboratote
(RRL) WHO v Helsinkach nebo do Narodniho tstavu pro
vetejné zdravi a prostifedi (RIVM) v Bilthovenu k prove-
deni sekvenace oblasti VP1 a 3D sekvenace k bliz§imu
uréeni PV. Pokud se CPE vyskytne na L20B, provede se
pasézna RD. Pti vyskytu CPE na RD se také provede ITD
a vzorek se zasle do RRL nebo RIVM [1-6,9,10].

U vS8ech vzorkti odpadnich vod je provedena RT —
qPCR po zpracovani metodou dvojfazové koncentrace
a po 2. pasazi vzorkl na tkanich RD za ti¢elem zjisténi
viability viru.

Vsechny vysledky se hlasi do laboratorniho systému
WHO Immunization Data Warehouse (WIISE Mart).
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Tabulka 1: Vy$etfovani enterovirii a SARS-CoV 2 v odpadnich vodach - 2024

« e pozitivni itivni zachvt RNA - SARS-CoV-2
Pofadi | odbérové misto pocet | pozitivnizachyt | Typpy pozitivni zachyt RNA - SARS-CoV-
odbéru NPEV - viabilni neviabilni (mutace)
. . 8 9
1. | UCOV Praha (Troja) 12 4
5x E11, 1x E19 (6x N501Y, 7x K417N, 3x P681R,1x T547K)
. 7 3
2. COV Rakovnik 12 5
(2x N501Y, 2x K417N)
. 5 4
3. | COV Plzefi (Jatecni) 1" 6
1x CVA10 (1x N501Y, 1x K417N, 3x P681R)
4 €oV pro €. Budéjovice 1 J 4 6
- (Hrd&jovice) IXE11 (1x N501Y, 3x K417N,1x E484A 4x P681R, 1x
T547K)
N 5 2
5. COV Usti nad Labem 12 4
1XE11 (1x N501Y, 1x K417N, 1x P681R)
< 6 0
6. COV Hradec Kralové 12 4
1xX E11, 1x E25
x . 1 0
7. COV Kostelec nad Orlici - PoS 12 2
€OV - Béla pod Bezdézem 2 3
8. : 12 4
(Jezova) - ZZC (2x N501Y, 2x K417N, 1x P681R)
. 6 4
9. | COV Brno (Modfice) 12 6
2x E11, 1x E19 (2x N501Y, 1x T547K, 3x P681R, 1x T547K)
< 3 1
10. | COV Zastavka u Brna - PoS 12 0
(1x K417N)
. 3 2
11. | COV Ostrava (Oderska) 8 5
1XE11 (1x N501Y, 1x K417N)
. 5 5
12. | COV Karlovy Vary (Drahovice) 12 5
1x E25 (4x N501Y, 4x K417N, 2x P681R)
" 3 1
13. | COV Vysni Lhoty - ZZC 13 1
1XE11 (1x N501Y, 1x K417N)
. 3 2
14. | COV Balkova - ZZC 1 1
1XE11 (1x P681R)
< 4 2
15. | COV Liberec 8 3
X E11 (1x N501Y,1x K417N)
. 6 6
16. | COV Zlin 11 3
(5% N501Y,4x K417N,2x P681R)
, 5 5
17. | COV Olomouc 12 7
2x E25 (2x N501Y, 3x K417N,1x P681R)
, . 7 4
18. | COV Jihlava 12 3
1xE11, 1x CVB4 (4x N501Y, 4x K417N, 1x P681R)
" 8 4
19. | COV Pardubice (Semtin) 12 4
1xX E11, 1x E25 (3x N501Y, 1x K417N)
. 5 3
20. | COV Dubi 12 0
1XE11 (2x N501Y, 2x K417N)
Celkem 230 97 71 68
Legenda:

UCOV = tstiedni &isticka odpadnich vod; COV = &istitka odpadnich vod; PoS = pobytové stiedisko; ZZC = zafizeni pro zajiténi cizinct

NPEYV = non-polio-enterovirus; E11 = ECHO virus 11; E19 = ECHO virus 19; E25 = ECHO virus 25; CVA10 = Coxsakievirus A 10; CVB4 =
Coxsakievirus B 4
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Mimo povinnosti zaslani pozitivnich izolatd do RRL
nebo RIVM je nutno nalez oznamit piislu$né Krajské hygi-
enické stanici nebo Zdravotnimu tGstavu, Ministerstvu zdra-
votnictvi a Narodni komisi pro certifikaci polioeradikace.

V roce 2024 NRL vysettila celkem 230 vzorkl odpad-
nich vod (viz tabulka 1). Negativnich bylo 62 vzork.
Ve 168 vzorcich byl zjistén non-polio-enterovirus (NPEV),
z nich pozitivnich viabilnich, schopnych se pomnozit
na tkanovych kulturach RD bylo 97 vzorki.

Osekvenovat se podatilo 26 vzorkt. Prokdzanym non-
-polio-enterovirem byl 1x Coxsackievirus A10 (CVA10), 1x
Coxsackievirus B4 (CVB4), 17x ECHO virus 11 (E11), 2x
ECHO virus 19 (E19) a 5x ECHO virus 25 (E25).

V roce 2024 byly vechny vzorky odpadnich vod testova-
ny také na pfitomnost RNA SARS-CoV-2. V 68 pozitivnich
vzorcich byly zjistény metodou diskriminaéni PCR genoty-
py N501Y, K417N, E484A, P681R, T547K (viz tabulka 1).
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