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NRL pro enteroviry (NRL/ENT) v SZU vySetfuje v ramci environmentalni surveillance odpadni vody z Cisti¢ek
15 mést a 5 uprchlickych tabori. V roce 2023 bylo vysetfeno 239 vzorka odpadnich vod. 179 vzorka bylo pozitiv-
nich. Pozitivni vzorky byly uréeny jako non-polio-enteroviry (NPEV).

The National Reference Laboratory for Enteroviruses (NRL/ENT) at the National Institute of Public Health investi-
gates sewage from sewage treatment plants in 15 cities and 5 refugee camps as part of environmental surveillance.
In 2023, 239 sewage samples were tested. 179 samples were positive. The positive samples were determined to be
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Néarodni referen¢ni laboratof pro enteroviry (NRL/ENT)
v SZU je soucasti sité laboratofi Svétové zdravotnické organice
(WHO) vysetiujicich poliomyelitis — Global Polio Laboratory
Network (GPLN), ktera byla WHO zaloZena v roce 1990.
GPLN zajistuje surveillance akutnich chabych paréz u déti
do 15 let v€ku, environmentalni a enterovirovou surveillance
[1-6, 9].

Environmentaln{ surveillance Ceska republika spliiuje od-
bérem odpadnich vod. Techniku odbéru popsal hlavni hygienik
v dopise HEM-370-30.9.04/18483 z roku 2004. Odbérova
mista byla uréena dopisem z Ministerstva zdravotnictvi HEM-
300-20.7.2004/20284 [1-6, 9].

NRL v ramci tohoto programu sleduje a vySetiuje odpadni
vody z vybranych lokalit - z hlavni méstské kanalizace pred
Cistickou odpadnich vod v 15 mé&stech Cech a Moravy: Praha,
Rakovnik, Plzefi, Ceské Bud&jovice, Usti nad Labem, Hradec
Kralové, Brno, Ostrava, Karlovy Vary, Liberec, Zlin, Olomouc,
Jihlava, Pardubice, Dubi a z odvodu odpadnich vod pred vyus-
ténim do dalsi kanalizace ve 2 pobytovych stfediscich (PoS):
Zastavka u Brna, Kostelec nad Orlici a ve 3 zafizenich pro
zajisténi cizincl (ZZC): Béla pod Bezdézem — Jezova, Vysni
Lhoty, Balkova [9].

Ze vzorkl odpadnich vod se na bunéénych kulturach
izoluji enteroviry, které jsou déle charakterizovany parcialni
sekvenaci. NejdidleZzit¢jsi jsou nalezy poliovird a jejich za-
fazeni mezi divoké, vakcinacéni a od vakcina¢nich odvozené
(derivované) kmeny.

Vzorky odpadnich vod se odebiraji v danych lokalitach
v pravidelnych intervalech — 1x mési¢né. Do Cisté transport-
ni naddoby se odebira 1 litr odpadni vody. Z jednoho mista

proudici odpadni vody zhruba 30 cm pod hladinou se bere
vzdy pét vzorkd. Nadoba se vzorky se nasledné transpor-
tuje pti chladni¢kové teploté (0-8° C) do NRL [1-6, 9].

WHO ur¢ila postup odbéru odpadnich vod, meto-
diku zpracovani a permisivni buné¢né linie pro izolaci
polio a enterovirt v publikaci WHO ,,Guidelines for
environmental surveillance of poliovirus circulation*
(World Health Organization, Department of Vaccines and
Biologicals, 2003, 12-13) [7].

Zpracované vzorky se ockuji na bunécnou linii RD
(buné¢na linie ziskana z lidského rhabdomyosarkomu)
a L20B (bunécna linie geneticky upravenych mysich
bunék).

Enteroviry tvoii v tkanové kultufe charakteristicky
cytopaticky efekt (CPE), ktery je provazen zakulacova-
nim a odpadavanim bunék. CPE je popisovan Skalou od
+ do ++++ (+ reprezentuje 25 % degenerovanych bunék,
++ 25-50 %, +++ 5075 %, ++++ 75-100 %). Tkanové
kultury RD jsou vnimavé pro vSechny enteroviry. Pouze
polioviry vytvari CPE na tkanovych kulturach L20B, to je
zpusobeno vnesenim lidského receptoru CD 155 pro vstup
polioviru do buné€k, coZ usnadnuje odliSeni poliovira od
ostatnich enterovirt.

Ob¢ inokulované tkanové kultury RD a .20B se denné
kontroluji pod mikroskopem po dobu 5 dni. Pokud se do
5 dni nezpozoruje CPE, provede se dal$i pasaZ na stejnou
bunécnou linii, na které byla predchozi pasdz. Pokud se
po dalSich 5 dnech neobjevi ani na jedné tkanové kultute
CPE, uzavfe se vysledek jako negativni. Pokud se projevi
do 5 dni CPE na tkanové kulture RD, provede se pasdz na
tkanové kultufe L20B. V piipadé vyskytu CPE i na L20B
se vzorek naockuje opét na RD. V piipadé CPE na RD
se pozitivni tkanova kultura zasle do 7 dni do Regionalni
referencni laboratore (RRL) WHO v Helsinkach. Pokud je
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Tabulka 1: Vysetfovani enterovir(i a SARS-CoV 2 v odpadnich vodach — 2023

Poradi | Odbérové Pocet Pozitivni zachyt Pozitivni Pozitivni zachyt RNA — SARS-CoV-2
misto odbérh NPEV - viabilni - NPEV - (mutace)
neviabilni
1. | UCOV Praha (Troja) 12 8 4 9
2x CVB4, 2x CVB5 (7% N501Y, 7x K417N, 2x E484A)
XBB.1.5like
2. | COV Rakovnik 12 8 2 4
1x CVAB,2x CVB4 (3x N501Y, 4x K417N,1x P681R)
omicron-like, BA.2.86like
3. | COV Plzen (Jateéni) 12 8 4 7
1x CVB2,1x CVB5,1x E11 (4x N501Y, 5x K417N,1x E484A, 1x P681R)
XBB.1.5like, BA.2.86like
4. | CoVproC. 12 7 5 5
Budéjovice 1x CVB4, 2x CVB5 (2x N501Y, 2x K417N, 1x E484A,1x P681R)
(Hrdgjovice) XBB.1.5like, BA.2.86like
5. | COV Usti nad Labem 12 6 4 3
1x CVB4,1x CVBS5,1x E25 (2x N501Y, 3x K417N, 2x E484A, 1x P681R)
XBB.1.5like, BA.2.86like
6. | COV Hradec Kralové 12 7 4 2
1x CVA4,1x CVB3, 2x CVB4,1x E7 (1x N501Y,1x K417N,1x P681R)
BA.2.86like
7. | COV Kostelec nad 12 1 1 1
Orlici - PoS 1x CVB5 (1x P681R) BA.2.86like
8. | COV-Bela pod 12 4 3 2
Bezzzdgzem (Jezova) 2x CVBA4,1x CVB5 (1x N501Y) omikron-like
9. | COV Brno (Modfice) 12 5 6 2
1x CVB4 (1x N501Y, 2x K417N,1x E484A, 1x P681R)
XBB.1.5like, BA.2.86like
10. | COV Zastavka 12 3 0 0
uBrna - PoS 2% CVB4
11, | COV Ostrava 13 7 6 7
(Oderska) 1xCVB2,1xCVB4 (5x N501Y, 5x K417N,1x E484A)
XBB.1.5like
12. | COV Karlovy Vary 12 3 6 4
(Drahovice) 1x CVB4 (38x N5OTY, 3x K417N) omikron-like
13. | COV Vyani Lhoty 12 3 1 0
-7ZC 1x CVB5
14, | COV Balkové - ZZC 12 1 2 1
1x CVB4 (1x N501Y,1x K417N,1x E484A)
XBB.1.5like
15. | COV Liberec 1 4 7 4
1x CVB4 (3x N501Y,3x K417N, 2x E484A, 2x P681R)
XBB.1.5like, BA.2.86like
16. | COV Zlin 12 8 4 5
1x CVB3,1x CVB4,1x E7,1x E11 (2x N501Y,2x K417N,1xE484A, 1x P681R)
XBB.1.5like, BA.2.86like
17. | COV Olomouc 1 6 5 3
1x CVA4,1x CVB2 (2x N501Y, 2x K417N,1x P681R)
XBB.1.5like, BA.2.86like
18. | COV Jihlava 12 5 6 4
1x CVAS5, 3x CVB4 (2x N501Y, 3x K417N)
omikron-like
19. | COV Pardubice 12 8 4 6
(Semtin) 1x CVAB, 2x CVB4, 2x CVB5,1x E11 (4x N501Y, 5x K417N,1x E484A)
XBB.1.5like
20. | COV Dubi 12 2 1 0
1x CVB4
Celkem 239 104 75 69

legenda: UCOV = Ustfedni &istitka; odpadnich vod; COV = Gisticka odpadnich vod; PoS = pobytové stiedisko; ZZC = zafizeni pro zajisténi cizinci
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CPE na RD negativni, jednalo se o reoviry, adenoviry nebo
jiné non-polio-enteroviry (NPEV) a vysledek je hlasen jako
negativni na polioviry. Pokud se CPE vyskytne na L20B,
provede se pasaz na RD. Pfi vyskytu CPE na RD se vzorek
také odesle do RRL [1-6, 9].

U vS8ech vzorkl odpadnich vod je provedena RT —qPCR
po zpracovani metodou dvojfazové koncentrace a po 2. pa-
sazi vzork na tkanich RD za G¢elem zjiSténi viability viru.

Vsechny vysledky se hlasi WHO v Laboratornim moni-
toracim datovém systému (LMDS) pro poliomyelitis.

Systémem nékolika PCR a parcidlni sekvenace se
v NRL/ENT detekuji a charakterizuji enteroviry a polio-
viry, jak divoky tak vakcindlni ¢i od vakcindlniho kmene
derivovany, v¢etné urceni, zda se jedna o atenuovany kmen
pochazejici z OPV (oralni poliomyelitické vakciny). VNRL
jsou vSechny vzorky pozitivni na enteroviry dale zarazeny
do genotypt dle parcidlni sekvenace povrchovych proteind
VPI1.

Tabulka 2: Vysetfovani respiracnich vird v odpadnich vodéach — 2023

Vsechny vzorky s podezfenim na piitomnost polioviru
se odesilaji na konfirmaci a dal$i charakterizaci do RRL:.

VDPYV se shoduji s atenuovanymi kmeny OPV (oralni
poliomyelitické vakciny) v méné nez 99, 5%, ale vice neZ
82 %. Pokud se polioviry shoduji s kmeny OPV v méné ne7
82 %, tak se jedna o divoky kmen polioviru. VDPV vzni-
kaji v diasledku opakované cirkulace vakcina¢niho kmene
polioviru, v nedostate¢né¢ imunni populaci, kdy dochazi
k bodovym mutacim, které se tykaji jednoho nebo dvou
nukleotidti za tyden, 1-2 % nukleotidt za rok.

Mimo povinnosti zaslani pozitivnich izolatd do RRL
je nutno nalez oznamit prislusné Krajské hygienické sta-
nici nebo Zdravotnimu ustavu, Ministerstvu zdravotnictvi
a Narodni komisi pro certifikaci polioeradikace.

V roce 2023 NRL vysetfila celkem 239 vzorkt odpad-
nich vod (viz tabulka 1). Negativnich bylo 60 vzorki. Ve
179 vzorcich byl zji§tén non-polio-enterovirus (NPEV),
z nich pozitivnich viabilnich, schopnych se pomnoZzit na
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1. | UCOV Praha (Troja) 6 0 0 0 0 1 3 1 4 2 0 0
2. | COV Rakovnik 8 0 0 0 0 1 3 1 4 3 0 0
3. | COV Pizef (Jateéni) 6 0 0 0 0 1 4 1 5 1 0 0
4.| Cov C.Budgjovice 7 0 0 0 0 0 2 1 2 3 0 0

(Hrdgjovice)
5. | COV Usti nad Labem 7 0 0 0 0 1 1 0 4 1 0 0
6. | COV Hradec Kralové 6 0 0 0 0 1 0 0 2 2 0 0
7. | COV Kostelec nad Orlici - PoS 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8. | COV Bé&la pod Bezdézem 7 0 0 0 0 3 1 1 1 0 0 0
Jezova-ZZC

9. | COV Brno (Modfice) 7 0 0 0 0 2 5 4 6 0 0 0
10. | COV Zastavka u Brna - PoS 8 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
11. | COV Ostrava (Oderska) 8 0 0 0 0 1 4 0 5 5 0 0
12. | COV Karlovy Vary (Drahovice) 9 0 0 0 0 2 3 4 5 4 0 0
13. | COV Vyéni Lhoty — ZZC 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
14, | COV Balkova - ZZC 8 0 0 0 0 2 0 0 2 0 0 0
15. | COV Liberec 7 0 0 0 0 0 6 0 5 4 0 0
16. | COV Zlin 8 0 0 0 0 0 2 2 5 5 0 0
17. | COV Olomouc 8 0 0 0 0 1 3 2 8 3 0 0
18. | COV Jihlava 8 0 0 0 0 3 2 5 7 4 0 0
19. | COV Pardubice (Semtin) 8 0 0 0 0 2 5 1 5 4 0 0
20. | COV Dubf 8 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0
Celkem 147 0 0 0 0 23 44 23 71 42 0 0

legenda: UCOV = Ustedni &istitka odpadnich vod; COV = &istitka odpadnich vod; PoS = pobytové sttedisko; ZZC = zafizenf pro zajiéténi cizincd
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tkanovych kulturdch RD bylo 104 vzorka.

Osekvenovat se podafilo 51 vzorkl. Prokdzanym non-
-polio-enterovirem byl 2x Coxsackievirus A4 (CVA4),
1x Coxsackievirus A5 (CVAS), 2x Coxsackievirus A6
(CVAS6), 3x Coxsackievirus B2 (CVB2), 2x Coxsackievirus
B3 (CVB3), 23x Coxsackievirus B4 (CVB4), 11x
Coxsackievirus B5 (CVBS5), 2x ECHO virus 7 (E7), 3x
ECHO virus 11 (E11) a 1x ECHO virus 25 (E25).

Vroce 2023 byly vSechny vzorky odpadnich vod testova-
ny na také pritomnost RNA SARS-CoV-2.V 69 pozitivnich
vzorcich byly zjistény metodou diskrimina¢ni PCR sledo-
vany SNP (zamény jednoho nukleotidu vedouci k zdméné
aminokyseliny) - N501Y, K417N, E484A, E484K, P681R,
L452R a T547K (viz tabulka 1). Kombinace mutaci a zna-
lost epidemické situace umoznuje hrubé rozliseni majoritné
zastoupenych variant v OV a jejich pfifazeni k linii BA.1,
BA.2,BA.4,BA.5, XBB.1.5 —respektive EG.5.1 a BA.2.86
- respektive IN.1.

Noveé se v roce 2023 ve vybranych vzorcich odpadnich
vySetfovaly i respiracni viry (viz tabulka 2).
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