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Sledovani cirkulace poliovirl a ostatnich enterovirii v odpadnich vodach v CR

v roce 2018

Surveillance of polioviruses and other enteroviruses in sewage in the Czech Republic in 2018
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NRL pro enteroviry v ramci environmentalni surveillance vySetfuje odpadni vody z Cisti¢ek 9 mést a 5 uprchlickych
tabord. V roce 2018 bylo vySetieno 168 vzorkl odpadnich vod. 54 vzorkd bylo pozitivnich. Pozitivni vzorky byly

Within environmental surveillance, the National Reference Laboratory for Enteroviruses screens wastewater from
sewage treatment plants in nine cities and five refugee camps. In 2018, 168 wastewater samples were analysed and
54 of them turned out to be positive. The pathogens detected in the positive samples were identified as non-polio-
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Narodni referencni laboratof pro enteroviry (NRL/ENT)
v SZU je soudasti sit& laboratofi Svétové zdravotnické or-
ganice (WHO) vysettujicich poliomyelitis ,,Global Polio
Laboratory Network® (GPLN), kterda byla WHO zaloZena
vroce 1990. GPLN zajistuje surveillance akutnich chabych
paréz u déti do 15 let, environmentalni a enterovirovou
surveillance.

NRL v rdmci tohoto programu sleduje a vySettuje
odpadni vody z vybranych lokalit — z hlavni méstské ka-
nalizace pred Cistickou odpadnich vod v 9 méstech Cech
a Moravy — Praha, Rakovnik, Plzen, Ceské Budéjovice,
Usti nad Labem, Hradec Kralové, Brno, Ostrava, Karlovy
Vary a z odvodu odpadnich vod pfed vytsténim do dalsi
kanalizace v 5 uteeneckych tdborech — Zastavka u Brna,
Jezova, Vys$né Lhoty, Balkova, Kostelec nad Orlici.

Ze vzorkid odpadnich vod se izoluji enteroviry.
Nejdutlezitéjsi jsou nalezy poliovirl a jejich nasledné zata-
zeni mezi divoké, vakcinaéni a od vakcinaénich odvozené
(derivované) kmeny.

Vzorky odpadnich vod se odebiraji v danych lokalitdch
v pravidelnych intervalech — 1 x mésicné. Do Cisté transport-
ni nadoby se odebira 1 litr odpadni vody. Z jednoho mista
proudici odpadni vody zhruba 30 cm pod hladinou se bere
vzdy pét vzorkli. Nadoba se vzorky se pak transportuje pfi
chladnickové teploté (0—8 °C) do NRL.

Odpadni vody se zpracovéavaji koncentracni metodou
dvojfazového déleni, kter je také popsana v publikaci WHO
,»Quidelines for environmental surveillance of poliovirus
circulation® z roku 2003.

Zpracované vzorky se ockuji na tkanové kultury RD
(buné&éna linie ziskana z lidského rhabdomyosarkomu)
aL.20B (buné¢na linie geneticky upravenych mysich bunék).

Enteroviry tvofi v tkanové kultufe charakteristicky
cytopaticky efekt (CPE), ktery je provdzen zakulacovanim
a odpadavanim bunék. CPE je popisovan Skédlou od + do
++++ (+ reprezentuje 25 % degenerovanych bunék, ++
25-50 %, +++ 5075 %, ++++ 75-100 %). Tkanové kultury
RD jsou vnimavé pro vSechny enteroviry. Pouze polioviry
vytvéii CPE na tkanovych kulturach L20B, coz je zptisobeno
pritomnosti lidského receptoru pro vstup polioviru do bun€k
a usnadtiuje odliSeni poliovirl od ostatnich enterovird.

Obé inokulované tkanové kultury RD a L20B se denné
prohliZi v mikroskopu po dobu 5 dni. Pokud se do 5 dni
nepozoruje CPE, provede se dalsi pasaZ na stejnou tkafiovou
kulturu, na které byla predchozi pasaz. Pokud se po dalsich
5 dnech neobjevi ani na jedné tkaniové kulture CPE, uzavie
se vysledek jako negativni. Pokud se CPE projevi do 5 dni
na tkanové kultufe RD, provede se pasdZ na tkanové kultute
L20B.V piipadé vyskytu CPE ina L20B se vzorek naockuje
opétna RD.V pripadé CPE na RD se pozitivni tkafiova kul-
tura zasle do 7 dni do Regionalni referen¢ni laboratote (RRL)
WHO v Helsinkach. Pokud je CPE na RD negativni, tak se
jednalo o reoviry, adenoviry nebo jiné non-polio-enteroviry
(NPEV) a vysledek je hlaSen jako negativni na polioviry.
Pokud se CPE vyskytne na L20B, tak se provede pasaZ na
RD. P1i vyskytu CPE na RD se vzorek také odesSle do RRL.

Pozitivni izolace se konfirmuji pomoci vySetieni PCR
s elektroforézou a naslednou sekvenaci.

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

V RRL pomoci metod ELISA a PCR zjisti, zda se
jedna o poliovirus vakcinaéni, od vakcina¢niho derivovany
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(VDPV) nebo divoky. VDPV se shoduji s atenuovanymi
kmeny OPV (oralni poliomyelitické vakciny) v méné neZ
99 %, ale vice nez 82 %. Pokud se polioviry shoduji s kmeny
OPV v méné nez 82 %, tak se jedna o divoky kmen polia.
VDPYV vznikaji v disledku cirkulace vakcinalniho kmene,
pri pfenosu mezi lidmi dochazi k bodovym mutacim, které
se tykaji jednoho nebo dvou nukleotidd za tyden, 1-2 %
nukleotidil za rok.

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

V NRL pro enteroviry se v roce 2018 vySetfilo 168 vzor-
ki odpadnich vod, z tohoto mnoZstvi se v 54 vzorcich
vyskytovaly non-polio-enteroviry (NPEV). BliZe ur¢it sek-
venaci se podafilo 37 NPEV (viz tabulka). Polioviry byly
vylouceny negativni izolaci na tkanovych kulturdch L20B
a sekvenaci.
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Tabulka 1: Pfehled vySetfeni vzorkl odpadnich vod v NRL/ENT
v roce 2018

g?sbtngVe zgltls(ztn\]/zorku Potet pozitivnich vzorki
Praha 13 y
(COXB2, B5, A5, EVA 71)
. 4
Rakovnik 12 (COX B4, B5, A10, ECHO 30)
; 5
Pizefi 12 (COX A4, A6, ECHO 6,30)
e 5
Ceské Budgjovice 12 (COX A6, ECHO 14)
. 3
Usti nad Labem " (ECHO 6, 14)
o 6
Hradec Kralové 12 (ECHO 6, 11, 30, COX B5)
4
Ostrava 12 (EVB 75, COX B3, ECHO 30)
Brno 12 :
(ECHO 25)
5
Karlovy Vary 12 (ECHO 11, 14, 30, COX B2)
) 2
Jezova 12 (ECHO 14, COX A10)
. 7
Zastavka u Brna 12 (COX A6, EVB 75)
v s 1
Vy3né Lhoty 12 (ECHO 18)
Balkova 12 1
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