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SEZNAM ZKRATEK

BATV virus Batai

BK buné¢na kultura

CDC Centers for Disease Control and Prevention, U.S.A.
CPE cytopaticky efekt

LEDV virus Lednice

SINV virus Sindbis

s.l. sensu lato

TAHV virus Tahyna

WHO Svétova zdravotnicka organizace
WNF zéapadonilska horecka

WNV virus horecky West Nile

Koméfi — zkratky rodu:

Ae. rod Aedes

Oc. rod Ochlerotatus
An. rod Anopheles
Cs. rod Culiseta

Cx. rod Culex

Ca. rod Coquillettidia



ABSTRAKT CESKY

Luzni ekosystémy jizni Moravy jsou obcas vystaveny komaiim kalamitdm,
beéhem kterych muze dochazet k ndkaze mistniho obyvatelstva nékterym z komary
prenasenych virt. Jedna se predeviim o virus Tahyiia, neni vSak vyloudena infekce
dal§imi arboviry (napf. Batai a nové¢ i virus West Nile, zejména jeho méné patogenni
kmen Rabensburg). Tato prace se =zabyva virologickym vySetfenim komart
odchycenych na jizni Moravé a identifikaci z nich vyizolovanych agens pomoci virus
neutralizatniho mikrotestu. Celkem bylo vySetieno 9 742 komara tfinacti druhd, ze
kterych se podafilo vyizolovat dva kmeny orthobunyaviru Tahyiia a jeden kmen

flaviviru West Nile.

ABSTRAKT ANGLICKY

Floodplain ecosystems of Southern Moravia are occasionally exposed to
mosquito overpopulation. During these episodes, infection of local inhabitants with
mosquito-borne viruses may occur, mostly with Tahyfia virus. Other potential arboviral
agents could involve e.g. Batai and recently also West Nile (including its less
pathogenic strain Rabensburg) viruses. Main goal of the thesis was to carry out isolation
experiments from mosquitoes captured in South Moravia, and to identify potential
isolates using virus neutralization microtest. A total of 9,742 mosquitoes belonging to
13 species were examined, and three viral strains were isolated: two were identified as

Tahytia Orthobunyavirus, while the third one was West Nile Flavivirus.



1 UvoD

Viry pfenaSené komary patii do velké ekologické skupiny vird, kterou nazyvame
arboviry. Termin arbovirus pochazi z anglického arthropod-borne viruses a oznacuje
viry, které jsou v ptirod¢ udrzovany tzv. biologickym prenosem.

Biologicky prenos probiha mezi vnimavymi obratlovci (hostiteli) a krevsajicimi
Clenovci (vektory) (Obr. 1). Viry se mnozi ve svych hostitelich, pro které je
charakteristicky vznik rizné dlouhé a dostate¢né intenzivni virémie postacujici k nakaze
vektora. Ptiznaky onemocnéni jsou u nich obvykle velmi mirné nebo vibec zadné.

Aby urcity druh komara mohl byt virovym vektorem, musi mit specifické
receptory na své stfevni sténé, které umozni viru vstup do hemolymfy a replikaci do
vysokého titru. Po infekci vektora dojde v prvnich 24h k fazi eklipse, kdy virus nelze
prokazat v zadné ¢asti jeho téla. Doba od nasani viru komarem na infikovaném hostiteli
az po okamzik, kdy je komar schopen pfenést ndkazu na jiného hostitele, se nazyva
»extrinsic incubation period“ a byva dlouha nékolik dni, mimo jiné v zévislosti na
teploté prosttedi. Nejdiive je virus detekovatelny v abdomenu koméra. V trdvicim traktu
koméra zfistane i po rozsifeni do dalsich organd. Siti se odtud hemolymfou do slinnych
zlaz, pozdéji do vaje¢nikil a zbytku téla v€etné nohou. Bylo prokézéano, Ze virus pteziva
v komarovi az 51 dni tzn. cely Zivot (Danielova 1962, 1968, 1992). Jeden vektor je
schopen prenést virus na vice hostitelti i béhem jediného sani (Labuda a Kozuch 1989).

Do pfirodniho cyklu arboviri mohou vstoupit jest¢ dalSi obratlovci, ktefi
neslouzi jako hostitelé, ale rozvine se u nich onemocnéni. Clovék se nakazi zpravidla
nahodou, kdyz vstoupi do ptirodniho ohniska cirkulace viru, a byva pro vétSinu vir

koncovym hostitelem.



Obr. 1. Priklad obecného cyklu koméry pfenosnych virt v piirode¢.
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Dulezitym c¢lankem arbovirového cyklu je rezervoar viru, za ktery lze
povazovat organizmus, ze kterého se podafilo virus vyizolovat i v obdobi
meziepizootickém, a ktery je schopen vyvolat dostateCnou virémii pro nakazeni vektora.
Rezervoarem viru mohou byt jak vektofi, tak i n€které hostitelské druhy. Nékteré viry
mohou ptezivat zimu v samicich komaria (Cx. pipiens, Cx. modestus, Cx. molestus, Cx.
territans, An. maculipennis, An. messeae, Cs. annulata, Cs. alaskaensis a Cs.
glaphyroptera), a nebo v jejich vajickach (Aedes, Ochlerotatus) (Rosicky a Malkova
1980, Minai a Hajkova 1966, Danielova a kol. 1968).

Pokusné jsou dolozeny ptipady pienosu viru z infikovaného vektora na
neinfikovaného prostfednictvim krmeni se na stejném hostiteli (,,co-feeding®, sousani)
bez jeho virémie. Takovy pfenos nazyvame neviremicky a je znam napi. u West Nile
viru. Virus je pienesen z pokozky nebo skary hostitele (Kuno a Chang 2005).

Zajimavé je, ze arboviry jsou schopny se replikovat jak v bunikdch ektotermni
vektord, tak 1 v buiitkdch endotermni obratlovci. Infekce sav€ich buné€k pfitom vede
K rychlému vypnuti tvorby bunéénych proteini a v pozdni fazi infekce k apoptoze
bunky. Naopak v ptipad¢ infekce komarich bun¢k vznika perzisteni infekce bez indukce

apoptozy (Kohl a kol. 2004).


http://www.cdc.gov/ncidod/dvbid/arbor/schemat.pdf

Arbovirézy patii mezi ptirodné ohniskové nakazy. Uceni o ptirodni ohniskovosti
nakaz poprvé prednesl E.N. Pavlovskij 29.5. 1939 na Valném shromazdéni Akademie
véd SSSR (Bardo$ 1965). Prirodni ohnisko je definovano jako vé&tSi ¢i mensi ¢ast
krajiny ohrani¢ena geograficky i sezénné. Sestava z biocenodzy, ve které cirkuluje
patogen nezavisle na ¢lovéku, kterého muze prilezitostné infikovat (Rosicky 1976).
Elementarni prirodni ohnisko je soucast kazdého pfirodniho ohniska,
geomorfologicky odd¢lena, dochazi zde k nepietrzité cirkulaci patogena. Podminuje
existenci prirodniho ohniska. MlZze mit pouze nékolik metrt ¢tverecnich, nebo i stovky
CtvereCnich kilometrd a existovat jak Vv krajin¢ cElovékem nedotcené, tak i silné
ovlivnéné (Rosicky 1969).

Arboviry jsou rozsifeny po celém svété, vétSinou V tropickém a subtropickém
pasmu. Mohou se ne¢ekané objevovat v novych oblastech. Mechanizmy téchto pfesuni
jsou ruzné, Casto souviseji s taznymi ptaky. Ale hlavnim faktorem se zda byt ¢lovek a
jeho pisobeni na ptirodu, zejména zasahy do ptirodnich ohnisek, pohyby populace a
neustale se zvySujici cestovni ruch (Januska a kol. 1990). V uvodnich kapitolach

vychazim ze své bakalatské prace (Kazdova 2007), neni-li uvedeno jinak.

1.1 Komari

Celed komaroviti je fazena v systému bezobratlych Zivodichii nasledovné
(Sedlak 2006):
Kmen: Arthropoda (¢lenovci)
Podkmen: Hexapoda (Sestinozi)
Ttida: Insecta (hmyz)
Podttida: Pterygota (kiidlati)
Rad: Diptera (dvoukiidli)
Podtad: Nematocera (dlouhorozi)

Celed’: Culicidae (koméroviti)

Medicinsky vyznamné jsou dvé podéeledi: Anophelinae a Culicinae. Ustni
ustroji komarti je bodavé. Dospélé samice se zivi krvi, samci saji Stavu z kvéth.

Neékteré druhy komart saji pouze na savcich, jiné na ptacich, na nizsich obratlovcich



nebo i na obratlovcich nékolika tfid. Za ornitofilni je povazovan napt. Cx. pipiens, za
mamalofilni Ae. vexans a Oc. sticticus (Danielova 1992, Sedlak 2006).

Po nasati krve kladou samice vajicka bud jednotlivé na vodni hladinu
(Anopheles) nebo v plovoucich ¢lunkovitych shlucich (Culex, Culiseta), pfipadné na
vlhkou zem (Aedes, Ochlerotatus). Larvy Ziji ve vodé, zivi se detritem a dychaji
stigmaty atmosféricky vzduch. Pohyblivé kukly Ziji rovnéz ve vodé, ale potravu
nepiijimaji. Pfi optimalni dostupnosti potravy a za vhodné teploty muize vyvoj larev
trvat pouhych 7 dni, kukel 2 dny. Na jafe, kdy jsou teploty niz$i, trva vyvoj larev az
né&kolik tydni (Sebesta a Hubalek 2004, Sedlak 2006).

Na tizemi CR Zije 43 druhti komart (Minaf a Halgo§ 1997). Jizni Morava, misto
vypracovani této diplomové préce, je oblasti obasnych komatich kalamit. Za hlavni
kalamitni druhy jsou povazovany Ae. vexans, Ae. cinereus, Oc. sticticus a Oc. cantans.
Z nich nejdulezitejsi je Ae. vexans, miva 2-3 generace za sezonu.

V ¢asném jafe dominuje Oc. communis, zhruba do poloviny kvétna. Od poloviny
kvétna do zaatku Cervna jsou dominantnimi druhy Oc. cantans a Oc. sticticus. Od
zacatku Cervna jsou vystfidany druhy Ae. vexans a Ae. cinereus. Oc. cantans, Oc.
sticticus, Ae. cinereus a Ae. vexans prezivaji do konce vegetaéniho obdobi. Nejvétsi
mnozstvi komart se tedy vyskytuje v druhé poloviné Cervna, kdy jesté jarni druhy
ptezivaji a letni druhy se uz lihnou. Nékteti dospélci mohou pieZivat v 1ét€ 1 déle nez 3
mésice (Hajkova a Minai 1970, Hajkova 1966, 1969).

Nejvyssi aktivitu vykazuji komafi na jizni Moraveé pfi teploté 19-24 °C, klesne-li
teplota pod 10 °C, jejich aktivita ustava (Minat 1969).

V luznich lesich jizni Moravy a jejich okoli bylo zjisténo pies 30 druhti komart

Sesti rodl (Tab.1).

Tab.1. Piehled komart vyskytujicich se v jihomoravském luhu a virovych agens

z nich izolovanych (podle Sebesty a Hubalka 2004).

Druh komara | Cetnost vyskytu | Izolované viry
Anophelinae

Anopheles atroparvus velmi vzacny -

An. claviger vzacny Batai*

An. maculipennis nehojny Batai, West Nile*
An.messeae nehojny -

An. plumbeus velmi vzacny -

Culicinae

Ae. cinereus dosti hojny Tahya, Sindbis*
Ae. rossicus nehojny -

Ae. vexans velmi hojny Tahyiia




Ochlerotatus cantans hojny Tahyiia, West Nile*
Oc. caspius nehojny Tahytia

Oc. cataphylla nehojny -

Oc. annulipes dosti hojny -

Oc. communis nehojny Tahytia*, Sindbis*
Oc. dorsalis nehojny Tahytia

Oc. excrucians dosti hojny Tahytia*

Oc. flavescens nehojny Tahytia*

Oc. geniculatus nehojny -

Oc. intrudens vzacny -

Oc. leucomelas velmi vzacny -

Oc. nigrinus velmi vzacny -

Oc. punctor vzacny -

Oc. refiki vzacny -

Oc. sticticus velmi hojny Tahytia

Culex martinii velmi vzacny -

Cx. modestus nehojny (rakosiny) Tahyna, West Nile*,
Lednice

Cx. territans nehojny -

Cx. pipiens velmi hojny West Nile, Sindbis*

Culiseta annulata nehojny Tahytia

Cs. alaskaensis vzacny -

Cs. morsitans velmi vzacny

Batai*, West Nile*,
Sindbis*

Coquillettidia richardii | vzacny (rakosiny)

Uranotaenia unguiculata | velmi vzacny -

*virus byl z daného komara izolovan v Evropé mimo uzemi Ceska

Hlavnim lihnistém komari v luznim lese jsou periodické tiné€ a pravidelné
zaplavované plochy lesa a luk. MnoZstvi larev Gasto prevysuje 100 jedincti na dm?. Ke
kalamitam dochazi pfi dostate¢né dlouhém zaplaveni lihniSt’ jak na jafe, tak 1 v lété
(Sebesta a Hubdlek 2004). Rozsah komaiich kalamit je uréovan hydrologickymi a
teplotnimi podminkami zejména na zacatku vegetacniho obdobi (Hajkova a Minaf
1970).

V této praci se drzim taxonomického zatazeni komar podle (Snow a Ramsdale

2003).

1.1.1 Definice zakladnich pojmu

v

Prahova hodnota infekce (treshold of infection) je nejnizsi hodnota viru v Krvi
potiebna k infekci alespoii 5 % komara daného druhu.

Infikovatelnost (infection rate, IR) je procento komart, ktefi se infikuji pii sani
na hostiteli s dostatecné vysokym titrem viru.

Prenositelnost (transmission rate, TR) je procento komart schopnych ptenést

virus po sani na infikovaném hostiteli s vysokym titrem viru (Rosicky a Malkova 1980).



Titr viru je jeho koncentrace, kterd se stanovuje pomoci sériového fedéni a
naslednym ockovanim na vhodny substrat (bunécna kultura, laboratorni zvitata aj.).

Minimalni infikovanost (Minimum infection rate, MIR) je pocet infikovanych
komart na 1000 jedincti. Predpoklada se ptitom, ze v kazdé infikované smési (poolu) je

pozitivni pouze jeden komar (Sudia a kol. 1971, Danielova 1992).

1.2 Piehled virt pfenasenych komary na tizemi CR

Na tizemi CR se vyskytuji viry nalezici do &eledi Bunyaviridae, Togaviridae a
Flaviviridae (Tab. 1 a 2).

Tab.2. Ptehled vird pfenosnych komary jejichz pfitomnost byla piimo nebo

neptimo prokazana v CR (Januska a kol. 1990).

Celed’ Rod Virus
Togaviridae | Alphavirus Sindbis*
Flaviviridae | Flavivirus West Nile
Bunyaviridae | Orthobunyavirus | Tahyna
Batai
Lednice

* prokazany pouze protilatky k viru u obratlovcti

Virti prenasené komary na tizemi CR maji rizny klinicky vyznam: Potencialni
medicinsky vyznam maji viry, které izolujeme piimo z vektora. Pravdépodobny
medicinsky vyznam prokdZeme pfitomnosti specifickych protilatek u clovéka
sérologickymi testy. Velmi pravdépodobny medicinsky vyznam prokazeme zjisténim
signifikantniho vzestupu protildtek u nemocnych parovymi sérologickymi testy. A za
prokazany lékaisky vyznam se povazuje izolace z krve nebo likvoru nemocného,
signifikantni vzestup protilatek nebo sérokonverze u nemocnych, sérologické vylouceni
jiné etiologie u podobnych syndromi a izolace z tkdni zemftelych (Januska a kol. 1990).
Z virti uvedenych v Tab. 2 maji prokdzany medicinsky vyznam viry Sindbis, West Nile
a Tahyna, pravdépodobny medicinsky vyznam mé virus Batai, zatimco virus Lednice je

pro savce vcetné clovéka nepatogenni.
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1.2.1 Celed’: Togaviridae

Sklada se ze dvou roda: Alphavirus a Rubivirus. Rod Alphavirus je tvoien
malymi obalenymi viriony (60-70 nm) s pozitivni ssSRNA. Patii mezi nejjednodussi
zivoCisné viry. Alfaviry jsou na zékladé sekvenace genomu tfidény do tfi skupin,

zZ nichz jednou je skupina Sindbis (Harley a kol. 2001).

1.2.1.1 Virus Sindbis

Synonyma a prvni izolace: Babanki (Y-251), Kyzylagach (LEIV-65A),
Ockelbo (Edsbyn 5/82) a Karelsk4 horecka. Prvni izolaci prototypového kmene EgAr-
339 tohoto viru provedl Taylor a kol. roku 1952 ve vesnici Sindbis v Egypté z Culex
univitattus (Theiler a Downs 1970). V Evropé byl nejdiive izolovan evropsky topotyp
R-33 z CNS a jater rakosnika obecného (Acrocephalus scripaceus) chyceného roku
1971 blizko Malacek na Slovensku (Ernek a kol. 1973). V Cervenci 1975 byl na stejné
lokalité izolovan ze skokana Rana ridibunda (KoZuch a kol. 1978) a z kiecka Cricetus
cricetus (Malkova a kol. 1986).

Ekologie:

o Vyskyt

Virus je rozsiten obvykle v mokfadnich ekosystémech kosmopolitné¢ kromé
Ameriky. V ramci Evropé se nachazi v Italii (na Sicilii), na Slovensku, v Mad’arsku,
Polsku, Estonsku, ruské Karélii, Finsku a Svédsku (Hubalek a Halouzka 1996).
Protilatky byly nalezeny u obratlovcti na jizni Moravé, v jiznich Cechach, v Mad’arsku a
Rakousku (Malkova a kol. 1986). V CR nebyl tento virus dosud izolovan (Sebesta a
Hubalek 2004). Do Evropy byl pravdépodobné zanesen taznymi ptaky z Afriky a neni
ziejmé, zda zde opravdu cirkuluje respektive piezimuje, nebo je obcasné zanaSen
taznymi ptaky (Malkova a kol. 1986). Podle zjisténi Erneka a kol. (1973/1974) virus ve
sttedni Evropé cirkuluje.

o Vektofti

Ve snaze najit vektora viru bylo na Slovensku vySetfeno v letech 1971-1978
73361 komard, zadny SINV se z nich ale nepodafilo vyizolovat. Virus se podafilo
izolovat ze sentinelovych zvirat, ktera byla nejcastéji atakovana Cq. richiardii a Cx.
pipiens. U Cx. pipiens byla prokazana 26 denni hibernace s virem a Cq. richiardii je

pravdépodobnym vektorem v Rusku (Malkova a kol. 1986). Dal§imi vektory jsou
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ziejm¢ Cx. modestus, Oc. communis, Ae. cinereus, An. hyrcanus (Hubalek a Halouzka
1996).
. Hostitel¢ viru

Hlavnimi hostiteli viru v pfirodé jsou ptaci. V Evropé: Corvus corone, Motacilla
alba, Ardeola ralloides, Gallinago gallinago, Fulica atra, Acrocephalus scripaceus,
Sturnus vulgaris a fada dalSich druhti (Hubalek a Halouzka 1996). Pii odchytu ptaka
béhem podzimni migrace roku 1984 na rybnice Sedlec blizko Bfeclavi, mélo protilatky
6,4 % z295 jedinci (Juficova a kol. 1987), roku 1997 2 % voln¢ zijicich ptaku
(Hubalek 1999). Ptaci, napi. 2 meésice stard kufata a kéaCata jsou vhodnymi
sentinelovymi zvitaty. Pfilezitostnymi hostiteli mohou byt zaby (Rana ridibunda) a
kiecei (Cricetus cricetus) (Gresikova a Nosek 1981). V obojzivenicich R. ridibunda a
Bufo bufo se virus dokaze mnozit a po né&jakou dobu perzistovat. Protilatky byly
nalezeny u dobytka, prasat, psi a volné zijicich savct (Capreolus capreolus, Dama
dama, Cervus elaphus, Ovis musimon, Sus scrofa, Lepus europaeus, Erinaceus
erinaceus) (Malkova a kol. 1986).

Patogenita:
. Onemocnéni zvirat

Je popsano onemocnéni holubil s pfiznaky podobnymi encefalitidé (Hubalek
2000). Pravdépodobné dochéazi také k onemocnéni hovéziho dobytka, ovci a koz
(Theiler a Downs 1970). Epizootologicky vyznam viru ve stiedni Evropé jesté neni
zcela jasny, u sentinelovych zvifat pfiznaky onemocnéni pozorovany nebyly. U
experimentalné naockovanych jedincii byla pozorovana virémie a produkce protilatek,
ale thyn jen pfilezitostné u kutat a holubti (Malkova a kol. 1986).
o Lidské infekce

Virus u lidi vyvoldva horecku Sindbis, projevujici se 3-4 denni horeckou,
bolestmi hlavy a pohybového ustroji (GreSikova a Nosek 1981). Nékdy se také
vyskytuje vyrazka na hrudniku a koncetinach, zatimco obliCej zlistava nezasazen.
Akutni nemoc trvd do 10 dnd, ale Unava, bolest Slach a kloubl miize pfetrvavat po
nekolik tydnti az mésict. U nékterych pacientli se mize rozvinout chronicka artritida
(Hubalek a Halouzka 1996). Po povodni vroce 2002 bylo na piitomnost protilatek
vysetieno 497 osob a proti SINV mélo protilatky pouze 1 % z nich (Hubalek a kol.
2005).V Ceské republice ani ve stiedni Evropé zatim nebyl zdokumentovan zadny

ptipad onemocnéni (Malkova a kol. 1986, Januska a kol. 1990).
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o Epidemie

1981: stovky piipadii se objevily ve Skandinavii, od té doby se epidemie opakuji
Vv sedmiletych intervalech. Primérna ro¢ni incidence dosahovala ve Finsku v letech
1995-2003 az 25,7 ptipadi na 100 000 obyvatel. Zna¢ny pocet ptipadii je znam ze
severni Afriky, Ugandy, Australic (Hubalek 2008).

1.2.2 Celed’: Bunyaviridae

Celed” Bunyaviridae je nejvétsi a nejdiverzifikovangjsi skupinou arbovird.
V rodu Orthobunyavirus je 16 antigennich skupin (Calisher 1983). Viriony celedi
Bunyaviridae jsou (-) sSRNA, 80-120 nm velké, slozené ze 3 segmentt (L, M, S). Maji
dva povrchové glykoproteiny G1 a G2, nukleoprotein N a transkriptazovy protein L
(Hubalek 2000). Z této Eeledi se u nas vyskytuji viry Tahyha a Batai. O viru Tahyha

pojednavam v kapitole Diskuze.

1.2.2.1 Virus Batai

Taxonomie: rod Orthobunyavirus. Patfi do antigenni skupiny Bunyamwera
(Hubalek a Halouzka 1996).

Synonyma a prvni izolace: Batai je pomémné Siroce rozsifenym bunyavirem.
Prototypovym kmenem je AMM 2222. Synonyma jsou Calovo (Slovensko, Cesko),
Olyka (Rusko) a Chittoor virus (Indie). Poprvé virus izoloval roku 1955 B. Elisberg a E.
L. Buescher z komara Culex gelidus posbiranych v blizkosti Kuala Lumpur v Malajsii
(Theiler a Downs 1970, Briese a kol. 2006). Antigenné identicky evropsky Calovo virus
byl izolovan Bardosem a Cupkovou z komarti Anopheles maculipennis s. 1. chycenych
blizko Calova na jiznim Slovensku roku 1960 (Bardos a Cupkova 1962). Na jizni
Moravé¢ byl virus Batai zachycen 13. 8. 1963 z komart Anopheles maculipennis s. I. (2
izolaty) (Smetana a kol. 1967).
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Ekologie:

Virus se vyskytuje v agroekosystémech, pravdépodobné v cyklu mezi domacimi
prezvykavci a komary (Hubalek a Halouzka 1996).
o Vyskyt

Je znamy z Evropy, Asie a stiedni Afriky ( Hubalek a Halouzka 1996). Byl
izolovan na jizni i severni Moravé a opakované na Slovensku. V Rakousku byl
nékolikrat izolovan z Anopheles maculipennis s. I. a jednou z Coquillettidia richardii,
protilatky zde byly nalezeny u domacich a divokych zvitat. V Mad’arsku byly nalezeny
protilatky u lidi. Byl izolovan také v byvalé Jugoslavii a protilatky byly detekovany ve
Finsku (Malkova a kol. 1986).
o Vektofi

Hlavnim vektorem byl opakovanymi izolacemi prokazan An. maculipennis s. I.
(skupina zahrnuje u nas se vyskytujici druhy: An. maculipennis a An. messeae).
Experimentalné tito komaii mohou piezimovat s Virem a mohou tedy hrat roli virového
rezervoaru. Bylo vysetfeno 10 901 An. maculipennis s. I. a z téchto byly izolovany 2
kmeny BATV. Pozitivni komati byli odchyceni v ptibytku pro telata v Rakvicich. An.
maculipennis je typickym obyvatelem hospodatskych budov v blizkosti lidskych sidlist.
Ve volné ptirodé se vyskytuje jen vzacng, v prostiedi podobném lidskym ptibytkim
jako jsou napf. seniky, oblouky kamennych mostt atd. (Smetana a kol. 1967, Danielova
a kol. 1966, 1978). Dalsimi vektory jsou jini pfislusnici podceledi Anophelinae a
ptipadné i Culicinae: Ae. vexans, Oc. punctor, Oc. communis, Cqg. richiardii (Hubalek a
Halouzka 1996, Malkova a kol. 1986).
o Hostitelé viru

Primarni roli hraji velkd domaéci zvitata jako prase domaci, kin a dobytek.
V Sifeni viru mohou hrét roli selata, ktera vyviji vysokou virémii. Sentinelovymi zvitaty
jsou kralici, zatimco zajici nejsou k experimentalni infekci vnimavi. Mezi divokymi
zvitaty byly protilatky nalezeny u srnce (Capreolus capreolus), jelena (Cervus elaphus)
a divokého prasete (Sus scrofa). Protilatky byly také nalezeny u 12,1 % pévcl na
rybnice Nesyt u Mikulova. Udajnymi hostiteli jsou tyto pta¢i druhy: Corvus corone,
Fulica atra, Perdix perdix, Anser anser. U Anas platyrhynchos, Vanellus vanellus,
Parus coeruleus, Tringa ochropus byly detekovany protilatky. Ptaci se mozna podileji
na S$ifeni viru mezi Evropou, Asii a Afrikou, ale An. maculipennis se zda byt

Vv evropskych podminkach spiSe zoofilni nez ornitofilni, takze nevime jakou roli u nas
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ptaci hraji (Malkova a kol. 1986, Juficova a kol. 1987, Hubdlek a Halouzka 1996,
Hubalek a kol. 1993, Halouzka a kol. 2008).

Patogenita:

. Onemocnéni zvifat

Kmen Chittoor viru Batai zptsobuje mirné onemocnéni ovci a koz, potraty a
poporodni anomalie u dobytka (Hubalek 2008). Prestoze je u nas dobytek napadan
komary pomérné Casto, nebyla dosud popséna zadna jeho onemocnéni virem Batai.
Ovsem onemocnéni u oslabenych jedinct nelze vyloucit (Malkova a kol. 1986).

o Lidské infekce:

Symptomy infekce jsou podobné ,valtické horeéce” (ndkaze virem Tahyha).
Nastupu predchazi celkova slabost, poceni, ztrata chuti k jidlu. Nasleduje prudky
vzestup teploty (39-40 °C), nékdy spojeny s bolestmi hlavy, dychacimi obtizemi,
suchym kaslem, bolestmi kloubd a svalu, pfilezitostné zvracenim a prijmem (Sluka
1969a). Na Moravé se pravdépodobné muize podilet na etiologii sezonnich hore¢natych
onemocnéni v oblastech pfemnoZeni komara rodu Anopheles. V porovnani s TAHV je
jeho vyznam v8ak mensi (Januska a kol. 1990).

o Epidemie

1960-1964: ve valtické nemocnici hospitalizovali a vySetfili fadu pacientt s
hore¢natym onemocnénim; u 17 z nich prokazali signifikantni vzestup protilatek k viru
Batai (Bardos a kol. 1969).

2002: protilatky nalezeny u 0,2% ze 497 vysetienych osob po povodnich
v Cechach (Hubalek a kol. 2005).

2008: byl izolovan z krve 0sob s hore¢natym onemocnénim v Thajsku a Stidanu
(Hubalek 2008).

Malkova a kol. (1986) se domniva, ze vzhledem k nizké incidenci protilatek u
lidi a negativni sérologii u klinickych pfipadi v oblasti izolace viru je

nepravdépodobné, ze by virus u nas piedstavoval zavazné zdravotni riziko.

1.2.2.2 Virus Lednice

Taxonomie: rod Orthobunyavirus, celed Bunyaviridae. Spolecné s virem

M’Poko patii do antigenni skupiny Turlock. Pivodné byl oznacen jako virus Yaba I
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(Jelinkovéa a kol. 1980). Dnes vime, ze virus Lednice je samostatny virus, odlisny od
viru Yaba-1, ktery je podtyp M Poko viru (Calisher a kol. 1984).

Synonyma a prvni izolace: Virus byl poprvé v Evropé izolovan na jizni
Moravé roku 1963 v oblasti Lednickych rybniki z komara Cx. modestus Malkovou a
kol. (1972). Jeho existence byla potvrzena roku 1972 ve stejné oblasti Sesti dal§imi
izolaty ze stejného druhu komara. Virus se podaftilo izolovat pouze z komart (Malkova

a kol. 1986).

Ekologie:
o Vyskyt

Zatim byl zjistén vyskyt pouze na uzemi Ceské republiky a v Rumunsku v delté
Dunaje (Lundstrom 1999). V Ceské republice se vyskytuje jen na jizni Moravé. Pokus
izolovat virus v moktadnich oblastech na jiznim Slovensku a v Mad’arsku (Balaton) se
nezdafil (Malkova a kol. 1986).
o Ohnisko viru v CR

Ptirodni ohnisko viru na jizni Moravé se nalézd v oblasti Pohotelickych a
Lednickych rybnikd. Jejich bifehy jsou pokryty litordlni vegetaci sestavajici
z Phragmites communis a Typha angustifolia, coz tvofi vhodné podminky pro hnizdéni
a zimovani mnoha druhil taZznych ptakli. Dominantnim druhem komara v rdkosindch
byva Cx. modestus, ktery pobiezni mokfiny v podstaté nikdy neopousti. Na rozdil od
vetSiny druhti tohoto rodu vSak nevahé atakovat ¢loveéka, dokonce ani ve dne (Malkova
a kol. 1986).
o Vektofti

Jedinym znamym vektorem, ze kterého byl kdy tento virus izolovan je Cx.
modestus. Schopnost pfenosu viru u néj byla laboratorné prokazana. Mezi lety 1962 a
1975 bylo vysetifeno 205 000 komart 18 druhti, LEDV byl izolovan jen z Cx. modestus
(Malkova 1980, Malkova a kol. 1974, Malkova a kol. 1986). Ae. vexans se sice infikuje
pii sani na infikovaném hostiteli, ale virus se v ném nereplikuje (Danielova 1984).
o Hostitelé viru

Hlavnimi hostiteli viru jsou vodni ptaci. Protilatky byly nalezeny v pfirodnim
ohnisku viru LED zejména u Anas platyrhynchos (31,9%), Anser anser (17,2%), jedné
Cygnus olor a u vrany Sedé (Kolman 1974, Kolman a kol. 1976, Malkova a Danielova

1977, Malkova a kol. 1986). V Rumunsku byly protilatky nalezeny u Anas
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guerquedula, Anas strepera, Fulica atra, Larus ridibundus (Malkova a kol. 1986). Po
experimentalnim naockovani vykazuji virémii kufata, kacata, housata a také bazant.
Kurata nebo kacata lze pouzit jako indikatory pifitomnosti viru v oblasti. Role bazanta
jako hostitele je diskutabilni (Mélkovéa a Danielova 1977, Malkova a Danielova 1978,
Danielovd a Maélkova 1976). Protilatky u doméacich zvifat na jizni Moravé byly
nalezeny u hus a kachen z farem na zminénych rybnicich (Malkova a kol. 1986).
Experimentalni naockovani jezku, kiecku, zajici a fretek prokazalo, ze savci nejsou

hostiteli tohoto viru, zaddny z nich nevyvinul virémii (Malkova 1980).

Patogenita:

Béhem nékolika studii bylo potvrzeno, ze u lidi se protilatky proti viru Lednice
nevyskytuji a proto je povazovan za nepatogenni pro ¢lovéka (Kolman a kol. 1979,
Kolman 1974). Pro mlada housata je virus patogenni. Nemoc se u nich projevovala
snizenou pohyblivosti, nekoordinovanymi pohyby, ztuhlym krkem a svalstvem,
tonickymi kiecemi (krk ve tvaru S), ztizenym dychanim a bradykardii (Danielova a

Malkova 1976).

1.2.3 Celed’: Flaviviridae

Viriony této &eledi jsou malé (40-60 nm) a obsahuji (+) ssRNA. Celed’ se déli na
tii rody: Flavivirus, Pestivirus a Hepacivirus (Votava a kol. 2003). Rod Flavivirus
obsahuje 74 virt, vétsina z nich je pfenosna ¢lenovci (Poindinger a kol. 1996). Do této
Celedi patii u nas se vyskytujici virus West Nile, o kterém pojednavam v kapitole

Diskuze.
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1.3 Buné¢né kultury

Rozmnozovani viru v buiikach in vitro jako prvni pozorovali Steihardt, Israeli a
Lambert roku 1913. Bunééné kultury se snadnéji udrzuji a vyzaduji méné prostoru a
péce nez laboratorni zvifata a dribezi vejce. Jejich Siroké praktické vyuziti vsak bylo
umoznéno az zavedenim antibiotik a antimykotik do Zivnych médii. V této kapitole
Cerpam z ptirucek: Lesko a kol. (1975), Lennette a kol. (1974), Januska a kol. (1990),

pokud neni uvedeno jinak.

1.3.1 Definice zakladnich pojmu

Bunééna kultura (cell culture), BK — jedna se o bunky, které rostou in vitro a
nejsou organizované jako tkané.

Tkanova kultura (tissue culture), TK — oznaceni pro tkan¢ a fragmenty organti
explantované ze zvifat a udrzované ve funk¢nim stavu in vitro déle nez 24hodin. Toto
oznaceni je nékdy nepiesné pouzivano misto terminu bunécénd kultura.

Jednovrstvevna kultura (monolayer) — jedna vrstva bunék rostoucich na
povrchu urcitého podkladu. Tato metoda umoZznuje vypéstovat standardni populaci
bunék.

Primarni kultura bunék (primary culture) — bunécné populace oddélena od
tkan€ nebo organu, které jsme odebrali pfimo z organismu. Existuje zpravidla n€kolik
dni, do prvni subkultivace.

Stabilizovana bunééna kultura (established cell line) — buné¢na kultura, ktera
ma potencialni schopnost se nekone¢né dlouho subkultivovat in vitro.

Subkultivace (subculture) = pasaz (passage) — pienos bunék z jedné kultivacni

nadoby do druhé, obvykle po trypsinizaci.

1.3.2 Iniciace bunécné linie

Bunécna linie vznika z migrujicich tkanovych buné€k, nebo enzymatickym
Stépenim tkang. Prezivaji jen buiiky odolné vii¢i disagregaénim technikdm. Jejich pocet

se zvy$uje do utvofeni jednovrstvy. Castym pasazovanim udrzujeme standardni hustotu
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bun¢k a jejich fenotyp. S kazdou nésledujici pasazi dochazi k vyiredéni buné€k, které
nejsou schopny dostate¢né rychle proliferovat. Po tieti pasazi se mize bunéénd kultura
stat stabilni a tvofenou rychle proliferujicimi bunikami.

Schopnost kultury rist kontinualné je spojena s deleci nebo mutaci v p53 genu,
ktery zastavuje bunécény cyklus v ptipadé nahromadéni mutaci v DNA nebo overexprese
telomerazovych gent. Alterace davajici vznik kultufe kontinualni se nazyva in vitro
transformace a mize se objevit spontanné, nebo byt virové ¢i chemicky indukovana.
Kontinudlni bunécéné kultury byvaji aneuploidni (nejcastéji di az tetraploidni). Neni
jasné zda buiky, které daji vznik kontinualni kultufe, se vyskytuji v malém mnozstvi jiz
Vv explantatech, nebo vznikaji pozdéji jako disledek transformace.

Vlastnosti kontinudlnich bun&nych kultur jsou napf. sniZzend spotieba séra,
snizend vnimavost k limitaci rGstu hustotou bunék, aneuploidie, rast v polotuhych
médiich, zvySena tumorgenicita. Kultura se stava kontinudlni po 150-200 generacich
(Freshney 2005).

1.3.3 Faze, kterymi buiniky prochazeji béhem ristu in vitro:

a) Disperzni faze — jedna se o samostatné buniky kulovitého tvaru, které vznikaji
po oddéleni z rodic¢ovského tkaniva nebo trypsinizaci.

b) Faze prichyceni — bunky jsou velmi metabolicky aktivni, méni se jejich tvar
na vietenovity, mnohouhelnikovity nebo hvézdicovity.

¢) Faze mnozZeni (logaritmickd) — vyznacuje se intenzivnim délenim, pfevazné
mitotickym.

d) Degeneracni faze (stacionarni) — dochazi ke zménam v morfologii bunék.

Vakuolizace, lyze jader, zakulacovani a odpadavani od stény nadoby.

19



1.3.4 Konzervace a uchovavani BK

A. Snizeni inkubacni teploty

V podobé¢ souvislé jednovrstvy lze bunky uchovavat az nékolik tydnii napft. pfi
28°C.

B. Konzervace bun¢k ve zmrazeném stavu

Slouzi k zajisténi homogenniho materidlu, odpovidajiciho pivodnimu
Vv libovolném case a stavu napft. kviili kontaminaci. Zmrazované builky by mély byt ze
zdravé, neposkozené a sterilni populace na vrcholu logaritmické faze. Savci bunky Ize
uchovévat i roky ve zmrazeném stavu. Je nutno dodrzet 4 faktory:

1) Pouzit ochranné latky jako je dimetylsulfoxid nebo glycerol

Tyto latky omezuji vznik intracelularnich ledovych krystalti tim, ze na sebe
poutaji vodu a zamezuji tak jejimu intracelularnimu hromadéni. Pro dlouhodobou
konzervaci vétSiny bunéénych typi je vhodnéjsi dimetylsulfoxid nez glycerol.

2) Zmrazovat buiiky pomalu

Pomalym zmrazovanim se krystaly ledu tvoii spiSe extracelularné a neporusuji
buiiky. Optimalni rychlost zmrazovani je 1 °C za minutu minimalné do -26 °C.

3) Zmrazené bun&cné suspenze uchovavat pii teploté -70 °C nebo nizsi

Teplota -70 °C muze byt pro konzervaci nékterych bunéénych typi
nedostate¢na. Preferujeme kapalny dusik, kde uchovavame buiiky v teploté -150 az -196
°C. Pii této teploté je veSkera fyzikalni a chemicka aktivita bun€k minimalni.

4) Buiiky rozmrazovat rychle

Postupnd dekrystalizace ledu bunky poskozuje. Proto ampule s buiikami
vyjmeme z mrazu a okamzité je ponofime do vodni lazné¢ 37 °C teplé az do uplného

zkapalnéni obsahu.

1.3.5 Bunééné kultury vhodné pro péstovani arboviri

Univerzalni bunéény kultivacni substrat pro arboviry neexistuje. Z primarnich
linii byvaji pouzivany kufeci embryonalni buiky (KEB). Z kontinudlnich linii se pro
praci s arboviry Uspe€sné pouzivaji ty, které byly ptipraveny z ledvinnych bunék:

o opic: VERO, GMK, CV-1
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. prasat: PK, PS, SPEV

o keckti: BHK-21

Vyhodou pouziti kontinualnich bunécénych linii je moznost jejich snadného
pasazovani avznik vyraznéjSiho CPE. Primarni kultury si zase lépe zachovavaji

morfologii.

1.3.6 Meédia pro bunéc¢né kultury

Dnes se pro kultivaci BK pouzivaji témét vyhradné média chemicky definovana.
Dodavaji buitkkdm ziviny v dobie vyuzitelné podob¢ a udrzuji fyziologicky vyvazené
podminky, zejména osmoticky tlak a pH.

K médiim pfiddvame sérum a antibiotika. Nej€astéji komercné dostupné fetalni
teleci sérum inaktivované tj. bez gama globulinti. Sérum dodava bunkdm hormony a
ristové faktory v preferované, netoxické formé. Poskytuje pfichycovaci faktory
zvySujici adhezi k podkladu a ma pufrovaci kapacitu (Doyle a Griffiths 1998).
Uchovava se ve zmrazeném stavu.

Antibiotika chrani BK pifed kontaminaci mikroorganismy. Nejcastéji se do médii
pridavaji penicilin a streptomycin. Pro uplnou eliminaci mikrofléry se pouzivaji
sirokospektra antibiotika jako je kanamycin, tylosin a antimykotika napf. mykostatin

nebo fungizon (amfotericin B).
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2 CIL PRACE

Hlavnim cilem mé diplomové prace bylo virologicky vysetiit komary nasbirané
na jizni Morave¢. Tato prace méla piispét k poznani soucasné aktivity piirodniho ohniska
nakazy viru Tahyha a oziejmit, zda se v této oblasti piipadné nenachazeji jesté dalsi viry
pfenosné komadry. Bylo také zadouci srovnat dosazené vysledky s vysledky jinych

autoru.
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3 MATERIAL A METODY
3.1 Sbér komaru

3.1.1 Lokality sbéru komaru

Komaii byli odchyceni na tfech lokalitach v okoli Bieclavi: Nesyt, Soutok a
Lednice (Mapové schéma 1).

o Nesyt (48°46°33.124"'S, 16°42°21.126"'V; 169m.n.m): rybnik o rozloze 320
ha, bfehy jsou zarostlé rozsdhlymi rakosinami.

e Lednice (48°4871.134°’S, 16°48°13.276"'V; 171m.n.m): ve vlhkych sklepich

Vv bfeznu byly sbirany ptezimujici samice hlavné druhu Cx. pipiens a ojedinéle
Cs. annulata.

e Soutok (48°39°6.803"'S, 16°55'54.314""V; 155m.n.m): zaplavovany luzni les

tvofeny duby, jasany a vrbami, stéidajicimi se s lu¢nimi porosty.

Mapové schéma 1. Lokality sbéru komart.

N :22) paa 7 S Mk
T \ \+ =—— Eﬂa\\ / _//,;__,-;_ — 7 & .‘\‘I Llcl-c
/; \ : - = sy >
/ 3 3 { H 74 O\
i 7 = Lednlce mglf/y//,':— =\ Momiska
| Lodnico VA Vo g
| . ! ednice “\* e\~ N.-Ves
AT P 4 & S -
.'\"*-‘.\g S \ // 1L£ __ [/ Tynec
\\\ Hiohovec i | . ,'; /
A\ L \ /o, £ N /
W ot .\ Tvrdonice
‘ . m\\\// // Breclav f
AN 0 wa\! AT NN/ Kostioe
S AR TN
“Waltice ‘/'-}‘“_;' S
7 \ Lanzhot X 2 |
Y AN [E65)
1 )
M —

P

Tii :
Remthal W v
/J; \\\-3‘ ~ Brodské
> / Bemha;ﬂ:.l ‘-\-X f
4 W
sdorf / a
\\\\
i ) Katy
e L | *] Soutok
S/ / e Il
S N (t
Grosskrut N\ W
) /
/ \ S \\ /
o 1 &/ 3 4 5 K N \
=5 0 N \‘\\ Iapové ngg&fady PLAN:

23



3.1.2 Metody sbéru komari

V roce 2006 byly pouzity entomologické sitky, zatimco v letech 2007 a 2008
CDC komaii pasti s miniaturnim svétlem a suchym ledem (CO3) a pasti S nastrazenym

zivym holubem. Komaii byli odsavani z pasti pomoci bateriového aspiratoru.

3.2 Virologické vySetieni komaru

3.2.1 Kultiva¢ni média

Medium Leibovitz L-15 (Sigma L 5520, 100 ml) (Tab. 3)

Médium pro kultivaci bunék. Glukéza je v ném nahrazena galaktézou, proto
nemusi byt pfitomen bikarbonatovy pufr (H2.CO3 a HCO3'), jehoz vysoké koncentrace
nékterym virim brani v ristu. Obsahuje nadbytek aminokyselin, nékteré z nich jako

volné baze, umoziuje uchovavat dlouhodobé bunéénou kulturu bez vymény média.

Tab.3. Slozeni média L-15.

SloZeni mg/1000 ml pantotenat vapennaty 1
L-alanin 225 cholinchlorid 1
L-arginin 500 kyselina listova 1
L-asparagin 250 —

i i-inozitol 2
L-cystein HCI.H,O 120 nikotinamid 1
L-glutamin 292
glycin 200 pyridoxin HCI 1
L-histidin HCI.H,O 250 - -

- 1Sl - 2 riboflavin-5fosfat (sodna sil) |0,1
L-izoleucin 125
L-leucin 125 tiamin monofosfat 1
L-lysin 75
L-methionin 75 galaktoza 900
fenolova cCerven 17
L-fenylalanin 125
pyrohroznan sodny 550
L-serin 200
L-threonin 300 chlorid vapennaty.2 H,O 140
L-tryptofan 20 chlorid draselny 400
L-tyrosin 300 siran hotecnaty.7 H,O 400
L-valin 100
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chlorid sodny 8000 kysely fosfore¢nan sodny 190
bezvody

kysely fosfore¢nan sodny 60

Médium L-15 bylo pouzivano pro BK jako rtstové i udrzovaci. Riistové
médium obsahovalo 5-10% fetalniho teleciho séra a bylo pouzivano pro zakladani
bunécnych kultur. Pfed ocCkovanim kultury virovym agens bylo ristové médium
odstranéno. Udrzovaci médium S koncentraci séra 2% udrzovalo kulturu ve snizeném
metabolickém stavu béhem celého obdobi pomnozovani virt. Do obou typt médii jsme
pfidavali antibiotika a antimykotika, po ofkovani bunék komaiimi suspenzemi také
gentamycin. Kone¢na koncentrace antibiotik v médiu byla: penicilin 200 m.j./ml;

streptomycin 200 pug/ml; gentamycin 100 pg/ml; amfotericin B 3 pg/ml.

3.2.2 Ostatni roztoky a chemikalie

PBS (Phosphate buffered saline solution) fosfatovy pufr 10x koncentrovany,
Sigma, P-5493

FTS (Fetal bovine serum) fetalni teleci sérum, Sigma, 100 ml F9665
Trypsin-EDTA solution, Sigma T3924

Antibiotic-antimycotic solution (100x), stabilizovany roztok s antibiotiky s
10 000 jednotkami penicilinu, 10 mg streptomycinu a 25 ug amfotericin B v 1
ml, Sigma

Gentamicin, Pharmachim Bulgaria, 10 ampuli x 2ml, 80 mg gentamycinu ve 2
ml

MPB (Nutrient Broth w/1 % Peptone), masopeptonovy bujon 25 g/1 000 ml
vody, Hi Media Laboratories, M 244

TB (Fluid Thio Glycolate Medium), thioglykolatovy bujon 29,8 g/1 000 ml
vody, Hi Media Laboratories, M 009

CMC preliv, 1,5 % karboxymethyl celul6za smichana se stejnym objemem L-
15s3 % FTS.

Smés pro barveni bunék na mikrodesti¢ckach, 94 ml destilované vody, 0,1 g
amidocerni B (Naphthol Blauschwarz FLUKA), 1,36 g octanu sodného, 6 ml
kyseliny octové.

Hovézi sérovy albumin (BSA), Sigma
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3.2.3

3.24

3.25

Kultiva¢ni nadoby a pomiicky

Miillerova lahev, Nuclon TM delta surface (Nunc)

Leightonovy zkumavky, Nuclon TM delta surface (Nunc)

Mikrotitracni desticky s 96 jamkami s plochym dnem a vickem, Sarstedt
Pipety a pasteurovy pipety

Pipetory: Pipetus, Hirschmann Laborgerate, SRN

Pristroje

Box s laminarnim proudénim pro sterilni praci s bunéénymi kulturami (B 36,
Tuccini, Italy)
Biohazard box pro praci s viry, Ceag Schirp Reinraum technik, SRN
Inkubatory ECHO term, Chemos (pro sterilni praci)

Stabili Therm, Thermo Electron corporation (pro infekéni praci)
Chladnicka: Electrolux Intuition Space Plus
Mrazici box: Elektrolux (-25 °C)
Hlubokomrazici box (-65 °C) Sanyo MDF 192AT
Inverzni svételné mikroskopy CKX 41, Olympus, Zeiss Jena, NDR

Prace s bunéénymi kulturami

S bunkami pracujeme asepticky v boxu s laminarnim proudénim vzduchu.

Pracovni plochu bylo potfeba pfed zapocetim prace vydezinfikovat lithem s1 %

enzinu. Pracovnik pracujici ve sterilnim boxu musi mit ¢isty pracovni plast’ a dukladné
b P k teril b t ¢ist 1ast” a duklad

umyté ruce.

Byly pouzity buiiky kontinualni buné¢éné linie VERO konkrétné VERO E6, dar

od MUDr. O. Kozucha CsC., Virologicky ustav SAV, Bratislava. Jedna se o ledvinné

bunky kockodana zeleného (Cercopithecus aethiops).

Kultivace probihala v Miillerovych plastovych nadobach. V téchto lahvich

buiniky narostly do podoby souvislé jednovrstvy a poté byly pfepasdzovany a byla

nasazena nova Miillerova lahev.
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Pfi ur€ovani virového izolatu 06-222 byla pouzita dal§i bunécnd linie SPEV
(linie prase¢i embryondlni ledviny, pifibuznd bunkam PS a PK), ponévadz tento izolat
netvofil dokonaly CPE na bunikach VERO.

Buiiky v Miillerové 1dhvi narostly do podoby jednovrstvy zhruba po 5 dnech. Po
mikroskopickém zhodnoceni byly pfeneseny do Flow boxu a omyty ve 3-5 cm?® roztoku
PBS. Do ldhve byl pfidan roztok trypsinu v pozadované koncentraci dle navodu vyrobce
a pusobil na bunky 1 minutu. Poté byl trypsin odsan pipetou a lahev v poloze
,ounécnou kulturou nahoru® byla ulozena do termostatu na deset minut (tzv. sucha
trypsinizace). Po vyjmuti ztermostatu byly bunky mikroskopicky zkontrolovany.
Pusobenim trypsinu se zakulatily a zacaly se odchlipovat od podkladu. Byly
resuspendovany ve 2 ml média L-15 bez séra. Do nové ldhve s 10 ml Cerstvého média
byly buiiky nasazeny ve $tépném poméru podle potieby. Nejcastéji 1:10, tj. ze 2 ml
resuspendované bunécné suspenze bylo 0,2 ml bunééné suspenze preneseno do nové
lahve a kultura pak rostla 5 dni. Na zavér byla pfepasazovana lahev oznacena popiskem
(datum pasaze, Cislo pasaze, St€pny pomér) a umisténa do termostatu pii 37 °C.

Pocet Leightonovych zkumavek, v nichz probihal izolacni pokus, zavisel na
poctu komatich suspenzi, které bylo potfeba v jednotlivych dnech o¢kovat (10-40). Do
zkumavek bylo napipetovano 2 ml rustového média L-15 a pfidano 0,2 ml bunék
resuspendovanych po jejich trypsinizaci v Miillerovych nadobkach. Po znovuutvoieni

buné¢né jednovrstvy byly buiiky ockovany komaiimi suspenzemi v biohazard boxu.

3.2.6 Priprava suspenzi z komari

Komafi byli az do zpracovani uchovavani v hlubokomrazicim zatizeni Sanyo pfi
-65 °C. Poté byly samicky roztfidény podle druhu a lokality do smési po zhruba 50 ks a
homogenizovany ve sterilnim PBS s 0,4 % hovézim sérumalbuminem. Suspenze byla
centrifugovana 20 minut pii 2500 ot./min. (1800 g) a supernatant byl pouzit do pokusu a
uchovavan pfi — 65 °C az do zahajeni pokusu. Pfipravou suspenzi se zabyvali
pracovnici UBO AVCR.

U kazdé suspenze byla testovdna jeji ptipadnd bakteridlni kontaminace

Vv masopeptonovém a thioglykolatovém bujonu pétidenni inkubaci pii 37 °C.
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3.2.7 Ockovani kultur komarimi suspenzemi

Ptfed praci v biohazard boxu bylo potfeba se prevléci do obleCeni pro praci
Vv infek¢énim prostiedi a vzit si ochranné pomucky: rousku a rukavice. Biohazard box byl
ponechan pfed vlastni praci nékolik minut pustény, abychom piedesli piipadné
kontaminaci. A po ukonceni prace byl vyzafen 15 minut germicidnim zafenim.

Zmrazené komari suspenze byly prudce rozmrazeny v teplé lazni (37-40 °C) a
dokud ve zkumavce zbyvala jesté stopa ledu, byly pfemistény do ledové lazné.
Leightonovy zkumavky s narostlou bunécnou kulturou byly popsany ¢isly suspenzi.
Vzdy byla jedna zkumavka ponechana jako kontrola bunc¢k. Kazda suspenze byla
vySetfena ve dvou opakovanich. Médium ze zkumavek bylo odsato, bylo do nich
napipetovano 100 pl ptislusné komaii suspenze (do kontrolni zkumavky 100 ul PBS) a
rozlito po celém povrchu bunétné jednovrstvy. Takto pfipravené zkumavky byly
umistény do termostatu pii 37 °C po dobu 1 h. Po probé&hlé inkubaci byly komari
suspenze opatrné odsaty sterilni pasteurovou pipetou do roztoku 2% chloraminu. Do
Leightonovych zkumavek bylo steriln€ napipetovano 2 ml Ccerstvé pfipraveného
udrzovaciho média a zkumavky byly piemistény do termostatu nastavené¢ho na teplotu
37 °C.

Kontrola naoCkovanych Leightonovych zkumavek probihala pod inverznim
svételnym mikroskopem vzdy obden po cely tyden. Pétralo se po piipadném
cytopatickém efektu (CPE), ktery se projevoval naruSenim bunééné jednovrstvy,
odchlipovanim bunék od povrchu, zménou jejich tvaru, pfitomnosti intracelularnich
granuli a syncytii (Obr. 2, 3). Pfi silném CPE dochazelo ke zméné barvy média oproti
kontrole, zpiisobené zménou pH média v disledku zastaveni bunéfného ristu
(indikatorem pH je fenolova Cerven pifitomna v médiu). Podobny mikroskopicky obraz
vSak muze byt prilezitostné zpisoben cytotoxicitou suspenze nebo bakteridlni

kontaminaci.
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Obr. 2. Kontrolni bunééna kultura SPEV (pfed barvenim, 6 dni inkubace).
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Obr. 3. CPE izolatu 06-222 na bunééné kultufe SPEV (pfed barvenim, 6 dni
inkubace).
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Po 2-4 dnech bylo potieba vyménit médium. Vymeéna udrzovaciho média
probihala opét v biohazard boxu. Star¢é médium bylo opatrné odsato pasteurovou
pipetou do 2% roztoku chloraminu a do zkumavky bylo pfidino 2 ml cerstvého
udrzovaciho média. V piipadé ptili§ rychlého bunééného rustu uz jen s 1% fetalniho
teleciho séra. Leightonovy zkumavky byly poté vraceny do termostatu nastaveného na
37 °C. Po tydnu byly negativni Leightonovy zkumavky zautokldvovany, zkumavky
s CPE byly zmrazeny pii -65 °C.

3.2.8 Identifikace virovych izolati

Zkumavky, umisténé do hlubokomraziciho boxu, jsme 3x prudce rozmrazili a
zmrazili, aby se intracelularné umisténé viriony uvolnily z bunék. Poté byl jejich obsah
prudce rozmrazen a 100 pl bylo naoCkovano na dal$i bunéfnou kulturu. Takto
pasazovany byly 1-3X. V piipadé nevyrazného CPE byla originalni komaii suspenze
opakovana. Timto zpisobem jsme se ujistili, které suspenze obsahuji zivy virus. Tyto
suspenze byly nasledn& nao¢kovany na mysi pracovniky UBO AVCR, v jejich mozcich
doslo k namnozeni viru do vysokych titrli a pro nds byla mysi smrt potvrzenim, Ze se
skute¢né jedna o patogenni virus.

Virové izolaty byly urCovany neutralizaénim mikrotestem (micro-PRNT).
Metodiku tohoto testu ptivodné navrhli Madrid a Porterfield (1974), a pro pouZiti na
mikrotitra¢nich desti¢kach upravili Hubalek a kol. (1979).

Princip neutraliza¢niho testu:

Sériové 10x fedény virus (vétsinou 1072 az 10°8) inkubujeme 60 min. p¥i 37 °C se
stejnym dilem konstantné natedénych (obvykle 1:5) specifickych mysich imunnich sér,
inaktivovanych 30 min/56 °C a paralelné¢ inkubujeme taz fedéni viru s negativnim
mySim sérem. Oboji naoCkujeme na bunéénou kulturu a srovndvame titr viru
inkubovaného bez protilatek a s protilatkami. Titr je nejvyssi fedéni viru, pfi kterém
jesté dochazi k CPE. Neutraliza¢ni index (NI) je potom rozdil mezi titrem viru
V pfitomnosti normélniho séra a imunniho séra: log NI >2 znamend pozitivni vysledek,
tj. ze pouzité imunni sérum neutralizovalo a tim identifikovalo virus (Obr. 4).

Identifikaci neznamého viru I1ze provadét jak na bunéénych kulturach, tak i na zvifatech
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(Lennette a kol. 1974, Januska 1990), my jsme ji provadé€li na bunéénych kulturach
VERO a SPEV metodou vyse zminéného testu.

Obr. 4. Piiklad virus neutraliza¢niho mikrotestu s virovou suspenzi.

fadky A,B: normalni mysi sérum
fadky C,D: imunni mysi sérum
titr viru s NS je 10 -5, titr viru s IS < 102, log NI > 3

1) Nejdiive byla mikrotitrani desticka zchlazena v lednice. Virova suspenze byla
rychle rozmraZena a dokud v ni zbyvala jesté trocha ledu, byla vloZena do ledové lazné.

2) Virova suspenze byla nafedéna od 102-108 v L-15 se 3% FTS.

3) Do jednoho fadku mikrotitra¢ni desti¢ky bylo napipetovano normalni sérum (NS) (35
pl /jamka), do druhého imunni sérum (IS) (35 pl /jamka) a do obou fadku byl
nadavkovan po 35 pl /jamka uréovany virus v fedéni od 102-108,

4) Mikrotitraéni desti¢ka byla inkubovana v termostatu 60 minut pii 37 °C zabalena
V uzavieném polyetylenovém sacku.

5) Z narostlé bunécné kultury byla piipravena suspenze se 3% FTS a antibiotiky. Do
kazdé obsazené jamky mikrotitra¢ni desticky bylo napipetovano 70 pl suspenze bunék,
tj. asi 25 000 bun¢k na jamku. Dale byla pouzita kontrola bunék bez viru s normalnim
sérem a s imunnim sérem, do které byly pfidany 2 kapky L-15 se 3% FTS a antibiotiky.

6) Mikrotitracni desticka byla inkubovana 4 h v termostatu pii 37 °C v uzavieném

polyetylenovém sacku.
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7) Poté bylo do vSech jamek napipetovano 120 ul CMC prelivu.

8) Inkubace bun¢k probihala v termostatu pii 37 °C po dobu 4-6 dni, mikrotitracni
desti¢ka byla v hermeticky uzavieném plastovém sacku.

9) Po 4 a 6 dnech inkubace byla mikrotitra¢ni desticka mikroskopicky hodnocena (Obr.
2, 3, 5, 6), a posléze bunécna kultura nabarvena tak, ze.v biohazard boxu byl opatrné
odsato médium ze vSech jamek a do kazdé bylo ptidano 280 pl barvici smési.

10) Barveni probihalo po dobu 40 min. pifi laboratorni teploté v biohazard boxu pod
germicidni lampou.

11) Barvici smés byla odsata a desti¢ka dikladné proplachnuta vodou.

12) Test byl vyhodnocen odectenim neutraliza¢niho indexu s jednotlivymi séry (Obr. 4).

Séra pouzitd v testu byla inaktivovdna zahiatim na 56 °C po dobu 30 minut a
nafedéna 1:5. Jednalo se o mysi séra, piipravena v laboratoti UBO AVCR (anebo
ziskana z jinych pracovist) proti virim Tahyfa, Batai, Sindbis, West Nile a West Nile-
Rabensburg, Usutu, klistové encefalitidy, Lednice a Sedlec. Kontrolni (negativni)

sérum bylo normalni my$i sérum.
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Obr.5. Nabarvena kontrola bunék VERO po 6 dnech inkubace.

ach VERO (6 dni inkubace).

Obr. 6. CPE izolatu TAHV na nabarvenych bunk
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4 \/YSLEDKY

Béhem této diplomové prace bylo vysetieno na bunécnych kulturach VERO 202
suspenzi komart, ptipravenych z celkového poctu 9 742 samicek tfinacti druhti komara
(Tab. 4, Tab. 5, Obr. 7). Komafi suspenze byly vySetiovany v obdobi od 12. 11. 2007
do 3. 11. 2008. U vsech suspenzi byla testovana také bakterialni sterilita naoCkovanim
do thioglykolatového (TB) a masopeptonového (MPB) bujonu (Tab. 4). Pocet
vySetfenych druht komara byl 13, jejich druhové zastoupeni je vyjadieno v Tab. 5 a
Obr. 7. Ziskala jsem tii virové izolaty a urcila je pomoci virus neutraliza¢niho testu do

druhd (Tab. 6).

Tab.4. Seznam vySetienych suspenzi a vysledek sledovani cytopatického efektu (CPE).

Kontrola

bakterialni
Cislo Pocet sterility
prot. Druh komara (D) Datum sbéru Lokalita |CPE

MPB |[TB
06-04 Cx.pipiens 19 20.3.2006 Soutok - - -
06-05 An.maculipennis 50 20.3.2006 Soutok - - -
06-33 Oc.cantans 50 18.5.2006 Nesyt - ++ +
06-122 Cx.modestus 32 1.9.2006 Nesyt - - -
06-128 [ Oc.sticticus 50 25.7.2006 Soutok - + (+)
06-131 | Ae.vexans 50 25.7.2006 Soutok - + +
06-135 Ae.vexans 50 25.7.2006 Soutok + ++ ++
06-141 Ae.vexans 50 25.7.2006 Soutok - ++ ++
06-142 Oc.sticticus 50 25.7.2006 Soutok - + +
06-143 | Ae.rossicus 50 25.7.2006 Soutok — ++ ++
06-154 | Oc.sticticus 50 25.7.2006 Soutok - (+) ++
06-157 Ae.vexans 50 25.7.2006 Soutok + +
06-162 | Ae.vexans 50 25.7.2006 Soutok - + +
06-173 [ Ae.vexans 50 30.8.2006 Soutok - chybi
06-179 [ Ae.vexans 50 30.8.2006 Soutok - (+) +
06-183 Ae.vexans 50 30.8.2006 Soutok - ++
06-189 | Oc.sticticus 50 30.8.2006 Soutok - - -
06-191 | Ae.cinereus 50 30.8.2006 Soutok - - -
06-197 Ae.rossicus 43 30.8.2006 Soutok — + +
06-222 Ae.rossicus 50 30.6.2006 Soutok + - -
06-245 Ae.rossicus 42 26.9.2006 Soutok - + ++
06-250 Ae.vexans 50 26.9.2006 Soutok - ++ ++
06-261 Ae.vexans 50 26.9.2006 Soutok - ++ ++
06-267 Ae.vexans 50 26.9.2006 Soutok - ++ ++
06-286 | Ae.rossicus 50 16.5. 2006 Soutok - - -
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06-287 Ae.rossicus 50 16.5. 2006 Soutok ++ ++
06-288 [ Ae.rossicus 50 16.5. 2006 Soutok ++ +
06-289 Oc.cantans 50 16.5. 2006 Soutok + ++
06-290 | Ae.rossicus 50 16.5. 2006 Soutok - -
06-291 [ Ae.rossicus 50 16.5. 2006 Soutok - -
06-292 Ae.vexans 50 16.5.2006 Soutok - -
06-293 | Ae.rossicus 50 16.5.2006 Soutok - -
06-294 | Ae.rossicus 50 16.5.2006 Soutok - -
06-295 Oc.cantans 50 16.5. 2006 Soutok - -
06-296 [ Ae.rossicus 50 16.5. 2006 Soutok - -
06-297 Ae.vexans 50 16.5. 2006 Soutok - ++
06-298 | Ae.rossicus 50 16.5. 2006 Soutok + —
06-299 Oc.cantans 50 16.5. 2006 Soutok - -
06-300 [ Ae.rossicus 50 16.5. 2006 Soutok - -
06-301 [ Ae.cinereus 50 16.5. 2006 Soutok - -
06-302 Ae.rossicus 50 16.5. 2006 Soutok - -
06-303 [ Ae.rossicus 50 16.5. 2006 Soutok - -
06-304 [ Oc.cantans 50 16.5. 2006 Soutok - -
06-305 Ae.vexans 50 16.5. 2006 Soutok - -
06-306 [ Ae.rossicus 50 16.5.2006 Soutok - -
06-307 [ Ae.rossicus 50 16.5.2006 Soutok - -
06-308 [ Ae.rossicus 50 16.5.2006 Soutok - -
06-309 Oc.cantans 50 16.5.2006 Soutok + ++
06-310 [ Ae.rossicus 50 16.5.2006 Soutok - -
06-311 [ Ae.rossicus 50 16.5.2006 Soutok - +
06-312 [ Ae.vexans 50 16.5.2006 Soutok ++ +
06-313 [ Ae.rossicus 50 16.5.2006 Soutok -
06-314 Oc.cantans 50 16.5.2006 Soutok + ++
06-315 [ Ae.rossicus 50 16.5.2006 Soutok - -
06-316 | Ae.cinereus 50 16.5.2006 Soutok - -
06-317 Ae.rossicus 50 16.5.2006 Soutok - -
06-318 [ Ae.rossicus 50 16.5.2006 Soutok - -
06-319 [ Ae.rossicus 50 16.5.2006 Soutok - -
06-320 [ Ae.rossicus 50 16.5.2006 Soutok - -
06-321 [ Ae.rossicus 50 16.5.2006 Soutok - -
06-322 Ae.rossicus 50 16.5.2006 Soutok - -
06-323 [ Ae.vexans 50 16.5.2006 Soutok - -
06-324 [ Oc.cantans 50 16.5.2006 Soutok - (+)
06-333 [ Ae.cinereus 17 18.5.+1.9.06 Nesyt + +
Cx.pipiens (7), 19+
06-334 Cx.modestus (2) 9 26.10.2006 Nesyt - -
06-335 [ Oc.cataphylla 24 16.5.2006 Soutok - -
06-336 | Oc.cantans 35 30.8.+26.9.06 Soutok ++ ++
06-337 Ae.cinereus 39 16.5.+26.9.06 Soutok ++ ++
06-338 | Ae.cinereus 44 16.5.+26.9.06 Soutok ++ ++
Cx.pipiens (9), - -
06-339 Cx.modestus (3) 12 30.6.+26.9.06 Soutok
06-340 | An.maculipennis 9 30.6.-26.9.06 Soutok ++ ++
06-341 | Ae.vexans 47 27.10.2006 Soutok ++ ++
06-342 Ae.vexans 66 27.10.2006 Soutok ++ ++
07-01 Cx.pipiens 50 8.3.2007 Lednice ++ ++
07-02 Cx.pipiens 50 8.3.2007 Lednice ++ +
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07-03 Cx.pipiens 50 8.3.2007 Lednice + ++
07-05 Cx.pipiens 50 8.3.2007 Lednice + ++
07-06 Cx.pipiens 70 8.3.2007 Lednice ++ ++
07-07 Cx.pipiens 50 8.3.2007 Lednice - -
07-08 Cx.pipiens 70 8.3.2007 Lednice + ++
07-09 Cx.pipiens 70 8.3.2007 Lednice - -
07-10 Cx.pipiens 70 8.3.2007 Lednice - -
07-13 Cx.pipiens 70 8.3.2007 Lednice ++ ++
07-14 Cx.pipiens 50 8.3.2007 Lednice ++ ++
07-15 Cx.pipiens 50 8.3.2007 Lednice + +
07-16 Cx.pipiens 50 8.3.2007 Lednice - -
07-17 Cs. annulata 8 8.3.2007 Lednice - -
07-18 Cx.pipiens 49 12.6.2007 Nesyt - -
07-19 Cx.pipiens 49 13.6.2007 Nesyt - -
07-20 Cx.pipiens 50 13.6.2007 Nesyt + +
07-21 Cx.pipiens 53 27.6.2007 Nesyt + ++
07-22 Cx.pipiens 58 28.6.2007 Nesyt — ~
07-23 Cx.pipiens 50 28.6.2007 Nesyt ++ ++
07-24 Cx.pipiens 58 12.-28.6.2007 Nesyt - ++
07-25 Cx.pipiens 29 29.5.-28.6.07 Soutok - —
07-26 Oc.cantans 33 12.-28.6.2007 Nesyt ++ ++
07-27 Ae.vexans 41 kvéten 2007 Soutok - -
07-28 Cx.pipiens 43 10.7.2007 Nesyt - -
07-29 Cx.pipiens 33 11.7.2007 Nesyt - -
07-30 Cx.pipiens 50 11.7.2007 Nesyt — ++
07-31 Cx.pipiens 50 24.7.2007 Nesyt (+) ++
07-32 Cx.pipiens 54 7.8.2007 Nesyt ++ ++
07-33 Cx.pipiens 50 7.8.2007 Nesyt + -
07-34 Cx.pipiens 50 25.7.-7.8.2007 Nesyt - -
07-35 Cx.pipiens 45 25.7.-7.8.2007 Nesyt - -
07-36 Cx.pipiens 49 8.8.2007 Nesyt - (+)
07-37 Ae.vexans 42 27.6.-11.7.07 Soutok ++ ++
07-38 Ae.vexans 51 24.7.-8.8.2007 Soutok ++ ++
07-39 Cx.pipiens 41 21.-22.8.2007 Nesyt - -
07-40 Cx.pipiens 48 4.-19.9.2007 Nesyt ++ ++
07-41 Ae.vexans 63 4.9.-3.10.2007 Soutok ++ ++
07-42 Ae.vexans 57 17.10.2007 Soutok - -
07-43 Ae.vexans 58 16.-31.10.2007 Soutok ++ ++
07-44 Ae.vexans 38 fijen 2007 Nesyt ++ ++
07-45 Cx.pipiens 47 2.-31.10.2007 Nesyt ++ +
07-46 Cx.pipiens 26 22.8.-31.10.07 Soutok ++ +
07-47 Oc.caspius 28 18.9.-17.10.07 Nesyt - (+)
Soutok+Ne

07-48 Ae.rossicus 37 13.6., 31.10.07 syt + +

An.plumbeus(4), Soutok+Ne - -
07-49 An.maculipennis (8) 12 12.6.-2.10.07 syt

Oc.cantans (8), - -

Oc.stisticus (21),

Ae.rossicus (9), Soutok+Ne
07-50 Ae.cinereus (2) 40 12.6.-2.10.2007 syt
08-01 Cx.pipiens 50 12.3.2008 Lednice - -
08-02 Cx.pipiens 50 12.3.2008 Lednice - -
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08-03 Cx.pipiens 50 12.3.2008 Lednice - -
08-04 Cx.pipiens 50 12.3.2008 Lednice - -
08-05 Cx.pipiens 50 12.3.2008 Lednice - -
08-06 Cx.pipiens 61 12.3.2008 Lednice — (+)
08-07 Cx.pipiens 62 12.3.2008 Lednice + -
08-08 Ae.vexans 50 10.5.2008 Soutok - -
08-09 Ae.vexans 50 10.5.2008 Soutok - -
08-10 Ae.vexans 50 10.5.2008 Soutok - -
08-11 Ae.vexans 50 10.5.2008 Soutok - -
08-12 Ae.vexans 50 10.5.2008 Soutok - -
08-13 Oc.cantans 50 11.6.2008 Nesyt ++ ++
08-14 Ae.vexans 50 10.6.2008 Soutok - -
08-15 Ae.vexans 50 11.6.2008 Soutok + -
08-16 Ae.vexans 50 11.6.2008 Soutok - -
08-17 Ae.vexans 50 11.6.2008 Soutok + ++
08-18 Ae.vexans 50 11.6.2008 Soutok - -
08-19 Cx.pipiens 50 11.6.2008 Nesyt - -
08-20 Ae.vexans 47 11.6.2008 Soutok - -
08-21 Ae.vexans 50 11.6.2008 Soutok - -
08-22 Ae.vexans 50 11.6.2008 Soutok - -
08-23 Ae.vexans 50 11.6.2008 Soutok - -
08-24 Ae.vexans 50 11.6.2008 Soutok - -
08-25 Ae.vexans 47 11.6.2008 Soutok - -
08-26 Ae.vexans 50 11.6.2008 Soutok - -
08-27 Ae.vexans 50 11.6.2008 Soutok - ++
08-28 Ae.vexans 50 11.6.2008 Soutok - -
08-58 Ae.vexans 50 24.6.2008 Soutok - ++
08-59 Ae.vexans 50 9.7.2008 Soutok ++ ++
08-60 Ae.vexans 50 9.7.2008 Soutok - -
08-61 Ae.vexans 50 9.7.2008 Soutok - +
08-62 Ae.vexans 50 9.7.2008 Soutok - —
08-63 Ae.vexans 50 9.7.2008 Soutok - +
08-64 Ae.vexans 50 9.7.2008 Soutok + ++
08-65 Ae.vexans 50 9.7.2008 Soutok - -
08-66 Ae.vexans 50 9.7.2008 Nesyt - -
08-67 Oc.cantans 50 9.7.2008 Nesyt ++ ++
08-68 Ae.vexans 50 24.6.2008 Soutok - -
08-69 Ae.vexans 50 22.7.2008 Soutok + ++
08-70 Ae.vexans 50 24.6.2008 Soutok - -
08-71 Ae.vexans 50 24.6.2008 Soutok - -
08-72 Ae.vexans 50 24.6.2008 Soutok - -
08-73 Ae.vexans 50 24.6.2008 Soutok - -
08-74 Ae.vexans 50 24.6.2008 Soutok - -
08-75 Ae.vexans 50 24.6.2008 Soutok - -
08-76 Ae.vexans 50 24.6.2008 Soutok ++ ++
08-77 Ae.vexans 50 24.6.2008 Soutok - -
08-78 Ae.vexans 50 24.6.2008 Soutok - -
08-79 Ae.vexans 50 23.7.2008 Soutok - ++
08-80 Ae.vexans 50 24.6.2008 Soutok - -
08-81 Oc.cantans 50 24.6.2008 Nesyt (+) +
08-82 Ae.vexans 50 9.7.2008 Soutok ++ ++
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08-83 Ae.vexans 47 25.6.2008 Soutok — - -
08-84 Ae.vexans 50 24.6.2008 Nesyt - - -
08-85 Oc.cantans 50 25.6.2008 Nesyt — ++ ++
08-86 Ae.vexans 50 25.6.2008 Soutok - ++ ++
08-87 Ae.vexans 50 23.7.2008 Soutok — - -
08-88 Ae.vexans 50 24.6.2008 Soutok — ++ ++
08-89 Ae.vexans 50 5.8.2008 Soutok - ++ ++
08-90 Ae.vexans 50 6.8.2008 Nesyt - (+) —
08-91 An.hyrcanus 49 24.6.-2.9.2008 Nesyt — - -
08-92 Ae.vexans 50 24.6.2008 Soutok — + ++
08-93 Ae.cinereus 60 27.5.-25.6.08 Nesyt — - -
08-94 Oc.cantans 49 14.5-10.6.2008 Nesyt — + ++
08-95 Cx.pipiens 69 13.5.-10.6.08 Nesyt - - -
08-96 Cx.pipiens 53 8.7.2008 Nesyt - + -
08-97 Cx.pipiens 45 8.-9.7.2008 Nesyt — - -
08-98 Cx.pipiens 46 9.7.2008 Nesyt — - -
08-99 Cx.pipiens 63 13.5.-8.7.2008 Soutok - - -
08-100 [ Cx.pipiens 66 11.6.-25.6.08 Nesyt - - -
08-101 [ Cx.pipiens 49 23.7.-6.8.2008 Nesyt - - -
08-102 Cx.pipiens 57 22.7.-23.7.08 Nesyt — - -
08-103 [ Cx.pipiens 49 6.8.-20.8.2008 Nesyt - - -
08-104 [ Cx.pipiens 45 20.8.-21.10.08 Nesyt - ++ ++
08-105 [ Cx.pipiens 68 9.7.-1.10.2008 Soutok - - -
08-106 [ Cx.modestus 45 24.6.-9.7.2008 Nesyt - - -
08-107 [ Cx.modestus 39 23.7.2008 Nesyt - - —
08-108 [ Cx.modestus 45 22.7.-2.9.2008 Nesyt - - -
08-109 Cs.annulata 23 14.5.-25.6.08 Nesyt — - -
08-110 [ Cs.annulata 37 8-9.7.2008 Nesyt - + (+)
08-111 |[Cs.annulata 43 22.7.-2.9.2008 Nesyt — - -

Kontrola bakterialni sterility: - sterilni; + kontaminovana suspenze

Tab. 5. Druhové zastoupeni vysetfenych komart.

Druh komara Pocet suspenzi Pocet jedinci Procento z celkového poctu
1. Ae. vexans 75 3754 38,53%
2. Cx. pipiens 56 2800 28,74 %
3. Ae. rossicus 31 1481 15,20%
4. Oc. cantans 16 725 7,44%
5. Ae. cinereus 8 312 3,20%
6. Oc. sticticus 5 221 2,27%
7. Cx. modestus 6 166 1,70%
8. Cs. annulata 4 111 1,14%
9. An. maculipennis 3 67 0,68%
10. An. hyrcanus 1 49 0,5%
11. Oc. caspius 1 28 0,29%
12. Oc. cataphylla 1 24 0,26%
13. An. plumbeus 1 4 0,041%

celkem 208 9742 99,99%
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Pozn.: 4 suspenze byly druhové smésné, proto pocet suspenzi ve kterych se vyskytuji vysetieni
komati neodpovida celkovému poétu vysetienych suspenzi uvedenému v tivodu této kapitoly.

Obr.7. Kvantitativni druhové zastoupeni vySetirenych komari.
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Tab.6. Identifika¢ni neutralizacni test (metoda sériové fedéného viru —

konstantniho fedéni imunniho séra) tii virovych izolat podle logaritmu neutraliza¢niho

indexu (log NI) jednotlivych antisér. Mysi séra byla poskytnuta Laboratoii medicinské

zoologie UBO AVCR. Je-li log NI > 2,0, pak je virus timto sérem identifikovan.

Izolat &islo Imunni sérum log NI Virus
06-135 TAH >2,0 TAH
06-157 TAH >2,0 TAH
06-222 TAH <0,3 -
06-222 BAT 0,3 -
06-222 SIN 0,3 -
06-222 UsSu 15 -
06-222 WN-Eg 3,0 WN
06-222 WN-RAB 3,5 WN
06-222 DEN-1 1,0 -
06-222 SED 0,8 -

Pouzita imunni

séra proti viru: Tahyfia, Batai, Sindbis, Usutu, West Nile - Egypt 101, West Nile —
Rabensburg, Dengue sérotyp I a Sedlec.
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Z celkového poctu 9 742 komart byl minimalni infekéni pomér (MIR) pro virus
Tahyfia 1:4 871 tj. 0,21 komarti na 1 000 vy3etfenych jedinct bylo pozitivnich. Ze 3
754 vysetfenych Ae. vexans byly 2 suspenze pozitivni tj. specificky MIR pro druh Ae.

vexans je 1:1 877 a 0,53 komara na 1 000 vySetienych jedinct bylo pozitivni.

Z celkového poctu 9 742 komard byl minimalni infekéni pomér (MIR) pro virus
West Nile 1:9 742 a 0,10 komara na 1 000 vySetienych jedinci bylo pozitivnich.
Specificky pro 1 481 odchycenych jedincti komara Aedes rossicus byl MIR 1:1 481 a

0,68 komara na 1 000 vysetfenych jedinct bylo pozitivni.
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5 DISKUZE

Cilem této prace bylo virologicky vySetfit komary nasbirané na jizni Moravé.
Izolace jsme provadéli na kontinualnich buné¢nych kulturach VERO. O virech
vyskytujicich se na jizni Moravé je znamo, Ze na kontinudlnich bunécnych kulturach
rostou a tvoii CPE, kromé viru Lednice. Virus Lednice se mnozi na sajicich mysich,
kutecich embryich a primarnich bunécnych kulturach z ptaka (hus, kachen a kufecich
embryi). Na zadné ztestovanych kontinudlnich bunéénych kultur se tento virus
nereplikuje véetné bundk GMK a Vero (Marhoul a kol. 1976, Seftovi¢ova 1969,
Malkova a kol. 1986, Lu a kol. 2009), takze tento virus, ktery je ovSem povazovan za
nepatogenni pro savce, jsme zachytit nemohli.

Pro zachyt arbovirii obecné jsou nejvhodnéj$im substratem novorozené mysi, na
nichz se mnozi vSechny na jizni Moravé se vyskytujici viry. O vyss§i uspé$nosti zachytu
virit na laboratornich mySich oproti bunéénym kulturdm jsme se pii praci sami
presvédcili. Béhem vysetfovani naSich 202 komatich suspenzi bylo 5 z nich pozitivnich
na mysich, ale pfitom negativnich na bunéénych kulturach.

Celkem se nam podafilo zachytit dva viry: West Nile (1 izolat) a Tahyhna (2
1zolaty).

5.1 Virus West Nile

5.1.1 Obecné informace

Taxonomické zatrazeni: rod Flavivirus, ¢len skupiny virQ japonské encefalitidy.
Existuje n€kolik genomickych linii viru, které se déli do shlukt podle geografické
distribuce. V CR byl izolovan kmen ,,Rabensburg® (Hubalek a kol. 1998, 2000), patici
do nové genomicke linie III.

Synonyma a prvni izolace: Prototypovy kmen B-956 byl izolovan roku 1937 ze
vzorkl séra pacientky s horeckou v Ugandské provincii West Nile (Hubélek a Kiiz
2003). Ve stiedni Evropé€ byl poprvé izolovan roku 1972 blizko Malacek (SR) Labudou
a kol. (1974) z koméara Oc. cantans. V Ceské republice byl poprvé izolovan Hubalkem
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a kol. (1998) po povodnich 17. zati 1997 izolat 97-103 z komart Cx. pipiens (11 334
komard, 5 druhit) blizko Lanzhota. Jednalo se o druhou izolaci WNV ve stiedni Evropé,
Cesky 1 slovensky ekosystém jsou si podobné a vzdusna vzdalenost je pouhych 25km.
Byl podroben srovnavacimu zkiizenému PRNT s kmenem Eg-101 (topotypovy kmen
WNYV). Test prokazal vysokou vzajemnou podobnost, ale snizenou neurovirulenci
izolatu 97-103. Tento byl urcen jako Rabensburg, s liniemi WNV I a II sdili pouze 75-
77% nukleotidové a 89-90% aminokyselinové homologie (Obr. 8), coz odpovida
vzdalenosti mezi jednotlivymi genomickymi liniemi (Bakonyi a kol. 2005).

Velice blizky kmen byl na stejném misté stejnymi pracovniky izolovan opét
z Cx. pipiens (14 354 jedinct) o dva roky pozd¢ji (Hubalek a kol. 2000). Na jiznim
Slovensku byl WNV izolovan také z krve ptaki (Tringa ochropus, Vanellus vanellus a
Streptopelia turtur) chycenych r. 1973 (Gresikova a kol. 1975, Ernek a kol. 1977).

Obr. 8. Fylogeneticky vztah mezi vybranymi kmeny WNV zaloZzeny na
kompletnich sekvencich genomti. Pfimka zobrazuje genetickou vzdalenost (Bakonyi a

kol. 2005).
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Ekologie:

Zakladni zivotni cyklus je pfirodné ohniskovy. Zahrnuje divoké, pievazné
moktadni a vodni ptaky jako hostitele a amplifikatory viru a ornitofilni komary (Cx.
pipiens, Cx. modestus) jako vektory (Hubalek a Ktiz 2003).

o Vyskyt

WNV je nejrozsifenéjsim ¢lenem cCeledi Flaviviridae, vyskytuje se v Africe,
Asii, Australii a Americe (Hubélek 2008). V ramci Evropy byl virus zjistén v jiznim
Rusku, Ukrajin€, Moldévii, Bé€lorusku, Rumunsku, Francii, gpanélsku, Portugalsku,
Madarsku, Slovensku a v Cesku (Hubalek a Halouzka 1996, Hubalek 2000a). V Ceské
Republice se vyskytuje pifirodni ohnisko u Lanzhota, situovano na levém biehu Dyje
naproti rakouské obci Rabensburg a u rybnika Nesyt u Valtic blizko Breclavi (Hubalek
a kol. 1999).

o Vektofti

Celkovée byl na svété izolovan minimalné ze 43 druht komart, 4 druhti klistat a
2 druhu klistaka - Argas hermanii a Ornithodoros capensis (Hubalek a Halouzka 1999).
Hlavnim vektorem viru u nas jsou Culex. spp., ptedevsim Cx. pipiens (Hubalek a kol.
2000).

o Hostitelé viru

Ptaci slouzi jako hlavni hostitelé viru a jeho amplifikatofi. Po infekei se u nich
objevuje virémie o délce 3-7 dnd. TazZni ptaci mohou transportovat virus mezi Evropou
a Afrikou a jsou povaZovani za pfi¢inu jeho Sifeni po severoamerickém kontinenté
(Hubalek a Kiiz 2003). Virus byl v Evropé izolovan z 11 druhti vodnich i
suchozemskych, pfevazné taznych ptaki zimujicich v subsaharské Africe nebo v oblasti
Stfedozemniho mote (Hubalek 2000a). Béhem surveillance mezi lety 2004-2006 se na
jizni Moravé protilatky nachdzely u 3,3% z 391 vysetfenych divokych ptaki, napt. u
druht Fulica atra, Alcedo atthis, Acrocephalus scripaceus, A. schoenobaenus, A.
palustris, Locustella luscinoides, Sturnus vulgaris, Parus coeruleus. U domaci driibeze
protilatky nebyly nalezeny (Hubalek a kol. 2008a). B€hem odchytu roku 1984 byly
protilatky zjistény u 9,7% pévcli na rybnice Sedlec blizko Bteclavi (Juficova a kol.
1987). Ze savcu se podatilo WNV v Evropé izolovat u nasledujicich druhti: Apodemus
flavicolis a Clethrionomys glareolus (Mad’arsko), Lepus europaeus (jizni Rusko), koné
(jizni Francie). V Cesku byly nalezeny protilatky u 2 % ze 113 kusi dobytka a 63 koni,
5 % z 398 zajici (Lepus europaeus), 8 % divoké zvéfe a 10 % kormorani
(Phalacrocorax carbo) (Hubalek a kol. 2000). Fredericksen a kol. (2004) se domniva,

43



ze kromé ptakti maji ostatni zivocichové virémii pod prahovou hodnotou infekce a
slouzi jen jako koncovi hostitelé viru. Hubdlek (2000a) zminuje 3 izolaity WNV
pochazeji z Rana ridibunda (Tadzikistan) a experimentalni ovéfeni schopnosti tohoto
obojzivelnika vyvinout dostate¢nou virémii pro prenos viru. Role obojzivelnikt a plazi
v cirkulaci WNV ziistava nejasna.
. Ptezimovani viru v mirném klimatickém pésu

Je teoreticky umoznéno V zdsad¢ témito mechanismy: 1) v hibernujicich
samicich Culex spp.; 2) transovarialnim pfenosem samicemi Culex spp. do potomstva;
3) chronicky infikovanymi obratlovci. Alternativni hypotézou je, ze virus v mirném
pasu nepiezimuje a je obcas reintrodukovéan taznymi ptaky ze subtropickych ohnisek

(Hubalek a Ktiz 2003).

Patogenita:
o Onemocnéni zvifat

U koni vznika encefalomyelitida s horeckou a timrtnosti pfiblizné 25 % (Francie,
Portugalsko, Italie, Egypt, Severni Amerika). Virus se déale projevuje jako fatalni
systémové onemocnéni ptakid, zejména v Severni Americe (Hubalek 2008). Onemocnét
muze mén¢ Casto také dobytek a psi (Hubalek 2000, Hubalek a Halouzka 1996). Izrael
roku 1998 zaznamenal 40 % umrtnost na husich farmach, spojenou i s lidskym
onemocnénim (263 nemocnych, 3 mrtvi) (Hubélek 2000a).
o Lidské infekce

Lidské onemocnéni po ndkaze WNV je nazyvano zapadonilska horecka (WNF).
Inkubacni doba je 3-6 dni. Charakteristicky je prudky nastup horecky trvajici 3-5 dni
spojeny s bolestmi hlavy, v krku, pohybového aparatu, makulopapul6zni vyrazkou na
trupu a koncetinach, unavou, nechutenstvim, nutkdni ke zvraceni, bolestmi bficha a
prijmem. U 15 % ptipadii se objevuje meningismus, encefalitida, zdnét jater, slinivky
btisni a srdecniho svalu. Rekonvalescence byva u déti rychld, zatimco u dospélych byva
Casto provazena dlouhodobou bolesti svalii a slabosti. Trvalé nasledky nebyvaji
pozorovany. Mortalita byvad 5-10 % a ohroZuje spiSe pacienty star$i Sedesati let
(Hubalek a Kitiz 2003). Kromé pienosu bodnutim komadra se virus mulze piendSet
transplantacemi, transfuzemi, a z matky na plod intrauterinné (Julander a kol. 2006).
Hlavni sezona WNF se v mirném pasu omezuje na obdobi Cervenec-fijen, s maximem

v srpnu a v zati (Hubalek a Kiiz 2003).
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Epidemie
o Epidemie v Evropé jsou asociovany s popula¢ni explozi komaru Culex spp.
zpuisobenych povodni a naslednym teplym a suchym pocasim. V urbannich oblastech se
jako vektor uplatituje Cx. pipiens biotyp molestus. Do roku 1990 byl WNV povazovan
za virus zpusobujici lehké hore¢naté onemocnéni u clovéka (Rossi a Mason 2008).
V poslednich patnacti letech zptsobil epidemie u koni a lidi s t€ZSimi ptiznaky a vyssi
mortalitou: v Evropé (Rumunsko: 500 nakazenych, 10 % mortalita, Rusko: 1000
nakazenych, 40 mrtvych; Francie, Italie), Africe (Alzir, Tunis, Maroko) a Asii (Izrael)
(Bakonyi a kol. 2005, Hubalek 2000a, Hubalek a Halouzka 1999, Fredericksen a kol.
2004).
o 1999-2002 se sifil po severoamerickém kontinenté a zplsobil tam nejvetsi
epidemii arbovirové encefalitidy na zapadni polokouli (Davis a kol. 2004).
o 1997: po povodnich byla na Breclavsku zjisténa akutni infekce virem WNV u tii
dospélych a dvou déti. U dospélych probihala bez ptiznakii, u déti se projevovala
horeckami, bolestmi svalti, bficha, nechutenstvim a vyrazkou. VSech 5 osob vykéazalo
sérokonverzi anebo prukazné zvySeni titru protilatek v parovych vzorcich sér. Jedna se
o prvni prikaz lidskych ptipadi onemocnéni WNV ve stiedni Evropé (Hubélek a kol.
1999). Dalsi ptipady byly popsadny nedavno v Mad’arsku (Bakonyi a kol. 2005).

5.1.2 Srovnani dosavadnich udaji o viru West Nile s vysledky mé

diplomové prace

K identifikaci izolatu 06-222 jsme pouzili virus neutralizaéni mikrotest na
bunkach SPEV a VERO. Za techniky vhodné pro identifikaci arboviri povazuje
Lennette a kol. (1974) virus neutralizani test, komplement-fixacni test a
hemaglutina¢né-inhibi¢ni test. Z téchto je virus neutralizacni test sice nejstarSi, ale
nejCastéji  uzivany, nejspolehlivéjsi, nejsnadnéji interpretovatelny a  typoveé
nejspecifictéjsi. Izolat 06-222 byl v neutraliza¢nim testu identifikovan jednozna¢né jako
virus West Nile, pficemz ze dvou pouzZitych imunnich sér WNV vykazalo vyssi
neutraliza¢ni index to, které bylo pfipraveno proti kmeni 97-103 (WNV-Rabensburg;
genomicka linie I1I), nezli sérum pfipravené proti topotypovému egyptskému kmeni Eg-
101 (WNV-EQ) z genomické linie 1. Je tedy pravdépodobné, Ze tento izolat bude mit
antigenné blize k linii WNV-III nez linii WNV-I, pfipadn¢ WNV-II. Neni vSak jisté,
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zda nepatii k WNV-IL. Definitivni vyhodnoceni fylogenetické piibuznosti izolatu a jeho
zatazeni do urcité genomické linie mize ovSem poskytnout jen Caste¢nd nebo Uplna
sekvenace jeho genomu.

Pozoruhodné je, Ze tento virus se nam podafilo izolovat z komara Ae. rossicus;
pokud je autorce znamo, neni v nasich podminkach ani v Evropé popsana zadna dalsi
izolace z tohoto druhu komara. Hlavnim vektorem WNV je Cx. pipiens pipiens jehoz
MIR na jizni Moravé v roce 1997 Cinila 1:232 (Hubalek a kol. 1999). Ackoliv my jsme
vysetiili 2 800 jedinci tohoto druhu, zadny virus se nam z nich nepodafilo izolovat. Nas
MIR pro Ae. rossicus ¢inil 1:1 481 a pro WNV vseobecné 1:9 742. Podle vysledkt
zjisténych Hubalkem a spolupracovniky (1999) byl MIR pro WNV v roce 1997 pro
vSechny odchycené komary vSeobecné 1:11 334. V roce 1999 byl MIR pro WNV niZsi.
Pro Cx. pipiens specificky 1:3 546, vSeobecné pro vSechny druhy komaru 1:14 354
(Hubalek a kol. 2000). Srovnavani zjisténych hodnot MIR je samoziejmé diskutabilni,
protoze podle autor¢ina nazoru vzdy zélezi na proporci cilového druhu komara. V praci
Hubalka a spolupracovnikii (1999) tvofil Cx. pipiens pipiens pouhych 2,05 %
vySetienych komarti. Oc. cantans, ze kterého je popsana izolace WNV na Slovensku
(Labuda a kol. 1974) byl zastoupen po¢tem 11 jedinci, Ae. rossicus nebyl vySetiovan
vibec, zatimco v nasi praci tvorily cilové druhy komara tj. Ae. rossicus, Cx. pipiens a
Oc. cantans dokonce 51,38 % z celkového poctu vySetienych jedincti. Proto byla podle
autor¢ina ndzoru Sance na zachyt viru nesrovnatelné vyS$si nez v praci Hubalka a kol.
(1999).

V roce 1997 byly protilatky proti WNV nalezeny u 2,1 % osob na Bfeclavsku
(Hubalek 1999). Otazka, zda tento virus u nds perzistuje, nebo je pravidelné
reintrodukovan, ziistdva stale nejasnd. Pokud je ale spravné schéma piedpokladajici
reintrodukci, mizeme kvili nynéjsi zvysené epidemické aktivité viru v Africe oCekavat
také zvySenou epidemickou aktivitu v Evropé v pfiStich letech. Navic se zda, ze
Vv poslednich letech virulence WNV stoupa. Epidemie v Rumunsku 1996-1997 s vice
nez 500 pifipady a mortalitou blizici se 10 % byla nejvétsi arbovirovou epidemii
v Evropé¢ od roku 1980. Ujistila svét, ze arbovirové epidemie mohou probihat ve velkém
méfitku 1 v mirném pasu. Pokud je teorie globalniho oteplovani pravdiva a pocasi
vV Evropé¢ se bude meénit na teplejsi a vlh¢i, mize to vést k ptichodu novych druha
komart a ke zvySeni poc€etnosti nékterych druhti stavajicich. Proto je surveillance WNV

vic nez vhodna (Hubalek a Halouzka 1999).
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Druhy virus, ktery se nam podafilo zachytit dokonce dvakrat, je virus Tahyia.

Jeho postaveni v ¢eledi Bunyaviridae znazormuje obr. 9.

Obr. 9. Fylogeneticky strom skupiny California véetné TAHV zalozeny na
kompletni nukleotidové sekvenci M segmentu, piimka zndzoriiuje genetickou

vzdalenost (Lu a kol. 2009).
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5.2 Virus Tahyha

5.2.1 Obecné informace

Taxonomické zarazeni: rod Orthobunyavirus. Patii do skupiny vird kalifornské
encefalitidy (Hubalek a Halouzka 1996).

Synonyma a prvni izolace: Jednd se o prvni virus izolovany z komari
v Evrop¢, ptibuzny je virus Inkoo vyskytujici se ve Finsku (Rosicky a Malkova 1980).
Synonymem jsou viry Lumbo a Trojica (Hubalek a Halouzka 1996). Virus v Evropé
poprvé izolovali Bardo§ a Danielova roku 1958, celkem 5 kmenti z komara Oc. caspius
(2) a Ae. vexans (3) na slovenské lokalité Tahyiia (Bardo§ a Danielova 1959). Na jizni
Moravé byl poprvé izolovan roku 1962 z komara Aedes vexans Kolmanem a kol.(1964).
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Dale v 60. a 70 letech minulého stoleti zachytili mnoho kmentt TAHV z komara na
jizni Moravé Danielova a kol. (1966, 1969, 1970, 1972, 1978). V letech 1962-1964 bylo
izolovano 16 kment viru TAH na lokalité Drnholec z Ae. vexans a 1 na lokalité Nejdek
z Oc. cantans (Danielova a kol. 1966). Z krve nemocného clovéka byl poprvé izolovan
Simkovou a Slukou v roce 1972 na jizni Moravé (Simkova a Sluka 1972) a Bardosem a
kol. (1975a). V roce 1997 bylo na jizni Moravé u Lanzhota izolovano 6 kmeni
Hubalkem a kol. (2000) z Ae. vexans a Ae. cinereus, poté roku 1999 jeden kmen z Ae.

vexans .

Ekologie:
o Vyskyt

Virus se nachazi na ttech kontinentech: Evropé, Asii a Africe (Lumbo) (Hubalek
a Halouzka 1996). Protilatky jsou nachazeny ve vétSiné evropskych statl, zejména u
dospé€lého obyvatelstva zijiciho v oblasti pfirodnich ohnisek — napt. v Némecku (10-47
% vV okoli stredniho toku Ryna), severni Italii, jizni Francii, Rakousku (az 62 %),
Madarsko (az 50 %), (Rosicky a Malkova 1980, Heinz a kol. 1972, Bardo§ a Sluka
1963).
. Pfirodni ohniska viru v CR

Ohniska viru TAH maji jadro (nucleus), charakteru zaplavovaného luhu, ve
kterém se komafi lihnou i po opadnuti vody. Plast’ (coat) ohniska tvofi lesy, louky, pole
a pastviny, kde se Ziji hostitelé viru - savci (Rosicky 1969). V Cesku se pfirodni ohniska
TAHV nachézeji na jizni Moravée, Ostravsku, v povodi Vltavy a Ohie, podél Labe
(v okoli mésta Neratovice), na Mostecku (Hubalek a kol. 2004, Malkova a kol. 1984).
Na severni Moravé byly nalezeny protilatky u 20,6% vySetfenych obyvatel povodi
Odry, 10,1% obyvatel na Karvinsku a dokonce 5,5% obyvatel z Beskyd (Heinz a kol.
1972). Na jizni Moravé se jedna zejména o oblast Dyjsko-Svratecké panve: soutok fek
Jevisovka a Dyje, luzni les kolem vesnice Drnholec, Novosedly, JeviSovka, Nejdek,
Rakvice, Moravska Nova ves, Kostice, Tvrdonice, okoli Lednice, Pohoielické rybniky,
soutok Dyje a Moravy a k nému pfiléhajici luzni lesy. Lokalita Drnholec je povazovana
za elementarni pfirodni ohnisko viru na jizni Moravé. Definoval ho a popsal Minaf
(1969), a detailnéji Rosicky a Malkova (1980). Jedna se o malou plochu luzniho lesa
obklopenou kultivovanou stepi v pfimém kontaktu slidmi. Komafi zde nachazeji
pravidelné potravu a jejich MIR je pravidelné vyssi 1 v obdobi, kdy v jinych oblastech
klesa (Rosicky a Malkova 1980, Danielova 1992, Danielovd a kol. 1976). Pfirodni
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podminky vhodné pro vznik tohoto pfirodniho ohniska TAHV jsou nasledujici: masovy
vyskyt komarti, vnimava populace hostitelti, suché a teplé¢ klima s mirnymi zimami
(primérna roéni teplota kolem 9 °C). Oblast je charakteristickda v ramci CR nejniz§im
rocnim mnozstvim srazek a boufek. Nedostatek srazek je nahrazovan pravidelnymi
zaplavami. K cirkulaci viru napoméha také chov domacich zvitat (Rosicky a Malkova
1980).

o Vektofi

Hlavnim vektorem tohoto viru je Ae. vexans, byl u né&j prokazan transovarialni
ptenos (Danielova a Ryba 1979). Virus je v pfirodé detekovatelny nepfimo pomoci
sérologickych ptehledii sentinelovych zvitat vzdy az po vylihnuti a rozmnoZeni komari
tohoto druhu (Danielova 1972, Danielova a kol. 1976).

Virus byl dale izolovan z komart: Ae. cinereus, Oc. cantans, Oc. caspius, Oc.
sticticus, Oc. communis, Oc. dorsalis, Oc. excrucians, Oc. flavescens, Cx. modestus a
Cs. annulata (Malkova a kol. 1974, Bardo§ 1974, Bardo$ a kol. 1975, Daniclova a
Holubova 1977, Danielova 1966, 1972a, 1992). A z larev Cs. annulata, coz potvrzuje
transovarialni penos (Béardos a kol. 1978, Danielova a Minai 1969).

Dominantnimi vektory mohou byt: Ae. cinereus (Malkova a Marhoul 1976), Oc.
cantans. Naopak pfilezitostnymi vektory jsou: ornitofilni Cx. modestus a malo pocetna
Cs. annulata. Oba hibernuji jako imaga, coz je dulezité epidemiologicky (Danielova a
Holubova 1977, Danielova 1992). Virus je schopen se v Cs. annulata udrzet po 181 dni
bez snizeni titru (Danielova a kol. 1970). Oc. caspius se uplatiluje zejména pii pfenosu
viru mezi domécimi zvitaty (Danielova 1992).

o Hostitel€ viru

Hostiteli viru jsou nejcastéji zajicoviti (fad Lagomorpha), zejména zajici, méné
Casto divoci 1 doméci kralici. Na jizni Moravé mélo dokonce 55% testovanych zajici
protilatky proti TAHV. Je vSak vylou€eno, Ze by v nich virus pfezimoval, protoze jejich
imunitni systém jej eliminuje. Mladé lisky mohou pfileZitostné ptispivat k udrzeni viru
Vv ptirod¢, zatimco role srnct a divokych prasat je nejista. Nékteti hibernujici obratlovci
jako napt. jezek, hadi a jeStérky by teoreticky mohli slouzit jako rezervoar viru
V zimnim obdobi. Z domdcich zvitat jsou neamplifikujicimi hostiteli viru ziejmé kong,
prasata, dobytek, kralici a dribez (Rodl a kol. 1979, Minat 1969a, Bardos 1975,
Hubdlek a kol. 1993, Danielova a kol. 1969, Rosicky a Mélkova 1980, Halouzka a kol.
2008). Ptaci se jako amplifikujici hostitelé viru neuplatiuji, ackoliv u nich byly
nalezeny protilatky (Juficovd a kol. 1987, Hubdlek a Halouzka 1996, Rosicky a
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Malkova 1980). Experimentalni virémie byla prokazana u Citellus citellus, Glis glis,
Ondatra zibethicus, Sciurus vulgaris, Martes foina, Putorius eversmanni, Vulpes vulpes,
Meles meles, Vespertilio murinus a selat (Hubalek a Halouzka 1996, Bardos§ 1975, Rodl
a kol. 1977, 1987).

Patogenita:
. Onemocnéni zvirat

U divokych zvifat neni onemocnéni zndmé (Hubalek 2000). Podafilo se
experimentalné¢ nakazit 4 z5 Simpanzi pii expozici infikovanym komarim Cs.
annulata, nikoliv pii vdechovani aerosolu (Rosicky a Malkova 1980).
o Lidské infekce
u nas (Januska 1990). Zpisobuje ,,valtickou horecku* s pfiznaky podobnymi chfipce
a inkubac¢ni dobou 1-2 dny. Onemocnéni je provazeno celkovou slabosti, bolestmi
hlavy, svald a kloubii, faryngitidou, pfiznaky meningedlniho drazdéni,
gastrointestinalnimi obtiZemi, ztratou chuti k jidlu, nauzea az vomitus. Trva vétSinou 3-
8 dnii a ma sezonni charakter, souvisejici s vyskytem pienaseci v prirode (kvéten-zari).
Lidé jsou infikovani TAHV (Casto, ale vétSina ndkaz probihd inaparentné nebo
s nevyraznou klinickou odezvou. Nejvyssi procento séropozitivnich osob je nalézano
v oblastech s kalamitnim pfemnozenim komarti napf. na jizni Moravé, 30-60% mezi
dospélym obyvatelstvem. Rozdily jsou i mezi profesemi, u pracovniki v zemedélstvi,
lesnictvi, rybarstvi dochazi k ndkaze Castéji. Prevalence je zéavisla na véku, u starSich
osob je vyssi procento promotenosti (Januska a kol. 1990, Sluka 1969).
o Epidemie

TAHV ptisobi lidska onemocnéni ve vétsi ¢asti Evropy a v Asii (Lu a kol. 2009).
V CR ptipada nejvyssi incidence tohoto onemocnéni pravé na jizni Moravu (Rosicky a
Malkova 1980). Prvni pfipad ,,valtické horecky* byl zdokumentovan roku 1960 ve
valtické nemocnici, odtud ndzev onemocnéni (Sluka 1969). Pfinejmensim 200 ptipada
bylo zdokumentovano na Slovensku a na Moravé od roku 1963 (Hubalek a Halouzka

1996). Nékteré uvadim v Tab. 7.
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Tab.7. Prehled piipadt valtické horecky v Cesku a na Slovensku.

Rok Misto Pocet nemocnych + priznaky Zdroj
1960 CR, 8; chiipkovita forma (Bérdos a Sluka 1963)
Valtice
1960- CR, 58; 23 chtipkovita forma, 17 plicni forma, 6 (Sluka 1969)
1964 Valtice revmatickd forma, 6 abdomindlni forma, 2 forma
napadajici CNS
1969- CR 35; 25 chiipkovita forma, 8 bronchopneumonie, 2 (Rosicky a Malkova
1972 jizni meningitida 1980).
Morava
1970 CR, 6; piipadii aseptické meningitidy (Heinz a kol. 1972)
Ostrava
1974 - CR, 9; chipkovité + zasazeni CNS, 2 izolace z krve (Bardos a kol. 1980),
1975 (Bardos a kol. 1975a)
1976 CR VTAH zpisobil 15 % letnich hore¢natych (Hubalek a kol. 1979)
onemocnéni déti
2002 CR, jizni 1; protilatky nalezeny u 16 % ze 497 osob (Hubalek a kol. 2005)
Morava
1961- SR 12; chiipkovita forma, pfipadné myalgie a (Mittermayer a kol.
1962 konjunktivitida 1964)
1962- SR 8; chiipkovita forma (Mayerova a kol. 1966)
1963

5.2.2 Srovnani dosavadnich tddaji o viru Tahyha svysledky mé

diplomové prace

Na obr. 10 je vidét srovnani protilatek proti TAHV v letech 1976 a 1997. Z grafu
lze vy¢ist, ze V roce 1997 byly protilatky nalezeny u menSiho poctu osob a predevsim u

star$i generace. Pocet mladsich osob, které se s virem jiz setkaly, vyrazné poklesl.
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Obr. 10. Protilatky k viru Tahy#a na Bfeclavsku po povodni v roce 1997
(Hubalek 1999).
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Hubalek a kol. (1999) zjistili, ze v uplynulych 19-23 letech byla aktivita ohniska
na Bfeclavsku nizkd. Divodem byly zajisté vodohospodéiské upravy dolniho toku
Dyje, které zabranuji castym inundacim a zptuisobily pokles hladiny spodni vody o 1 m,
¢imz doslo k vysuseni niv a poklesu populaci komart. Rosicky a Danielova (1980)
uvadi jako divod poklesu aktivity TAHV na jizni Moravé rozséhlé eradikace komart
pouzitim insekticidi véetné DDT, které probihaly béhem let 1961-1977 a epidemii
myxomatozy, kterd zdecimovala populaci divokych kralikd. Déle se zmensil pocet
zvitat 1 lidi pracujicich na polich a v lese, doslo k pfesunu roztrouSenych chovl zvifat
do velkych chovnych jednotek a ke kéceni lesa kvili rekreacnim tcelim. S timto
zjisténim koresponduji i vysledky mé diplomové prace. Nalezeny MIR pro Ae. vexans
byl 1:1 877, tedy o néco niz§i nez MIR udavany Danielova (1992) ktery se na jizni
Moravé Vv letech 1962-1975 byl v priméru ¢inil 1:1 685.

MIR v roce 1997 podle Hubdlka a kol. (1999) byl pro Ae. vexans 1:1 820, coz je
Cislo velmi blizké tomu mému. Pro vSechny vysetfené komary byl MFIR v roce 1997
1:1 889. Mnou zjistény MFIR pro vSechny vySetiené komary byl mnohem niZsi, pouze
1:4 871. To odpovida vSeobecnému nazoru, ze se aktivita ohniska na jizni Moravée

snizuje.
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Na nasem Uzemi jsou popsany izolace viru TAH z nasledujicich komara: Ae.
vexans, Ae. cinereus, Oc. cantans, Oc. caspius, Oc. sticticus, Oc. communis, Oc.
dorsalis, Oc. excrucians, Oc. flavescens, Cx. modestus a Cs. annulata (Malkova a kol.
1974, Danielova a Holubova 1977, Danielova 1966, Daniclova 1992, Malkova a kol.
1984). Nam se podafilo virus 2x izolovat z Ae, vexans, ktery je vSeobecné povazovan za
vyssi hodnot MIR kvili své experimentalné zjisténé vyssi schopnosti pienést virus. Ae.
vexans vsak ma nizkou prahovou hodnotu infekce a miize se nakazit i na hostitelich
tvoticich nizké hladiny virémie (Danielova 1992).

Dlouhodoby vyzkum ptirodniho ohniska viru na jizni Moravé v 60. letech
prokazal, Ze infekéni je 0,01-0,4 % komafi populace v zavislosti na druhu komara,
lokalité, sezon€ a roku. To znamend, Ze infekcni je 1 z 250-10 000 samic komara v této
oblasti (Hubalek 1999). Podle mych vysledkd jsou infekéni minimalné 2 samicky
z necelych 10 000 komard v oblasti odchytu.

TAHV patii do ¢eledi Bunyaviridae. Bunyaviry jsou znamé svou genetickou
reasortaci mezi svymi tfemi genomovymi segmenty a to i pii smiSené infekci ve
vektorovi (Hubalek a Halouzka 1996). Dliikazem této genetické reorganizace je napf.
virus Ngari, reasortant S, L segmentu z viru skupiny Bunyamwera a M segmentu viru
Batai, zodpovédny za epidemii hemoragické hore¢ky ve vychodni Africe v letech 1997-
1998. Celed’ obsahuje 330 virGi a ma obrovsky potencial pro vznik riznych
emergentnich nadkaz pfendsSenych Clenovci (Gerrard a kol. 2004, Yanase a kol. 2006,
Briese a kol. 2006). Zda se, ze kdyby nebylo geografickych a ekologickych bariér,
jednalo by se o jeden genovy pool, ktery mezi sebou mize volné hybridizovat (Iroegbu
a Pringle 1981). Také WHO varuje pied podcenovanim infekce virem TAH pro jeho
znaény emergentni potencidl a v Evropé hojné rozsifené prenaseCe (Quinan a kol.
2008). Nakonec nedavna epidemie v Cing, spojena s meningitidami a pneumoniemi by
méla byt diiraznym varovanim pted nebezpecim, které tento virus piedstavuje (Lu a kol.
2009).

Poslednim ptekvapenim, které tato prace pfinesla, je skuteCnost, Ze se viry
podafilo izolovat jen z komart nasbiranych v roce 2006, zatimco z komart nasbiranych
behem let 2007 a 2008 se nam nepodarilo zadny virus ziskat, ackoliv tvofi nadpolovi¢ni
vétsSinu z celkového poctu odchycenych komard. Na tuto skute¢nost jsem nenalezla
zadné uspokojivé vysvétleni. Zvazovali jsme hypotézu, Zze diky suchu bylo v letech

2007-2008 malo komart, ale hlavniho vektora TAHV (Ae. vexans), jsme vysetfili
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vroce 2006 913, vroce 2007 352, zatimco v roce 2008 celkem 2491, tedy daleko
nejvic. Tato otdzka proto nadéle zlstava oteviena, je mozné, ze odpovéd by mohla

souviset s vyhasinanim aktivity pfirodniho ohniska valtické hore¢ky na jizni Morave.
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6 ZAVER

Vramci této diplomové prace bylo vySetfeno 202 komafich suspenzi,
zahrnujicich celkem 9 742 komaftich samicek tfinacti druhti. Z téchto komart byly
vyizolovany tfi virové kmeny, znichz dva byly virus neutralizatnim mikrotestem
identifikovany jako virus Tahyfia a jeden jako virus West Nile. Zadny dal§i virus se ndm
zachytit nepodafilo.

Srovnanim s literaturou vyslo najevo, Ze aktivita ohniska viru Tahyfia na jizni
Moravé se pravdépodobné v poslednich letech snizuje. Odpoveéd’ na otdzku, zda virus
West Nile u nas trvale cirkuluje, nebo zda je k ndm periodicky zanaSen taZznymi ptaky
zustava predmétem dalSiho badani.

Fakt, Ze se nam z téméf deseti tisic komara podafilo vyizolovat tfi virové kmeny
by mél byt dikazem, ze surveillance virovych vektori na jizni Moravé je i nadale
potiebna. Tento fakt potvrzuje i prace, zmifiujici se o viru Tahyfa jako mozném agens
epidemie v Cing, kde doslo k nakaze nékolika stovek obyvatel provazené zavaznymi
symptomy jako je pneumonie a zasaZzeni nervove soustavy.

U viru West Nile se v posledni dob¢ zda, Ze se piiznaky u epidemii zpisobenych
timto virem v Evropé zhorSuji a na naSem Uzemi se jeho ziachyt pomalu stava
pravidlem. Proto by bylo vhodné v jeho surveillanci i nadale pokracovat.

Tato prace splnila cile, které si kladla pted zapocetim, a pfinesla aktualni pohled

na problematiku virtl pfenaSenych komary vyskytujicich se na jizni Moravé.
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