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SOUHRN

Predmétem této prace je virologické vysetieni komaru, odchycenych na jizni Moravé
(Breclavsko), ockovanim na bunééné kultury Vero a identifikace z nich izolovanych agens pomoci
virus neutraliza¢niho mikrotestu. Celkem bylo vysetieno 9742 samiéek komaru tfinacti druhu, ze
kterych se podatilo ziskat dva izolaty orthobunyaviru Tahyia (z komart Aedes vexans) a jeden
izolat flaviviru West Nile (z Aedes rossicus); vsechny tri izolaty pochazely z odchytu komaru v roce
2006. Ae. rossicus by mohl predstavovat nového vektora viru West Nile.

Kliéova slova: komaii — virus West Nile - virus Tahyia - Vero buiiky - virus neutralizaéni test —
prirodni ohnisko - luzni ekosystém - jizni Morava - Ceska republika.

SUMMARY

Kazdova K., Hubalek Z.: Examination of Mosquitoes Collected in Southern Moravia in 2006-2008
Tested for Arboviruses

The main goals of the study were to carry out virus isolation attempts on Vero cell cultures from
mosquitoes collected in southern Moravia (Breclav district, Czech Republic) and to identify the
isolates using a microtiter virus neutralization test. A total of 9.742 female mosquitoes belonging
to 13 species were examined, and three viral strains were isolated, all from the mosquitoes
collected in 2006: two of these isolates were identified as Tahyiia Orthobunyavirus (both obtained
from Aedes vexans mosquitoes) and one was West Nile flavivirus (obtained from Aedes rossicus
mosquitoes). Ae. rossicus might be a new vector for West Nile virus.

Key words: mosquitoes — West Nile virus - Tahyia virus - Vero cells - virus neutralization microtest

- natural focus - floodplain forest ecosystem - southern Moravia — Czech Republic.

Uvod

Na jizni Moravé obcéas dochazi ke kalamitnimu
pfemnozeni komart, kteii kromé obtéZovani lidi
a zvifat mohou predstavovat i jisté epidemiologic-
ké riziko. Prenaseji zejména viry: Tahyma
(TAHV), West Nile (WNV), Batai (BATV) a Ledni-
ce, viz piehledy [11] a [25].

Virus Tahynia nalezi do &eledi Bunyaviridae,
rodu Orthobunyavirus a antigenni skupiny viru
kalifornské encefalitidy [11]. Vyskytuje se v Evro-
pé, Asii a Africe [12]. V Cesku nachéazime piirod-
ni ohniska viru na jizni Moravé, v povodi Vltavy,
Ohie, Labe, na Mostecku a v men$i miie na
Ostravsku [17, 22].

V Evropé byl tento virus poprvé izolovan roku
1958, a to na vychodnim Slovensku pobliZ osady
Tahyna v blizkosti vesnice Pavlovce nad Uhom

[3]. Prvni izolace viru na jizni Moraveé se datuje do
roku 1962 a pochazi z Aedes vexans [19]. Bezpro-
stiedné poté se piirodni ohnisko TAHV dockalo
intenzivniho studia [6, 8, 9].

Nejdulezitgjsim vektorem viru je Aedes vexans,
ovSem virus je prenasen i dal$imi druhy komara.
Podrobné je popsan transovarialni, transstadialni
prenos a schopnost nékterych druht komara
s virem piezimovat [4, 7]. Hostiteli viru jsou nej-
Gastgji prislusnici ¢eledi zajicovitych (Leporidae).
Dalsi savei, napi. mladé lisky, mohou piileZitost-
né prispivat k amplifikaci a udrzeni viru v ptiro-
dé [2, 8]. Zatimco u zvitat nedochazi po nakaze
virem Tahytia k manifestnimu onemocnéni, u lidi
virus zpusobuje valtickou horeé¢ku sezonniho cha-
rakteru s priznaky podobnymi chiipce [26].

Virus West Nile je celosvétové nejrozsitenéjsim
flavivirem, vyskytuje se v Evropé, Africe, Asii,
Australii a Americe [11]. Nalezi k antigenni sku-
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piné viru japonské encefalitidy [25]. Prototypovy
kmen B-956 (genomicka linie 2) byl ziskan roku
1937 v ugandské provincii West Nile ze vzorku
krve pacientky trpici horec¢kou [16]. Prvni izolace
ve stiedni Evropé pochazi z roku 1972 z komaru
Aedes cantans odchycenych blizko slovenskych
Malacek [20]. V Ceské republice je prvnim izola-
tem kmen 97-103 z Culex pipiens odchycenych po
povodnich v zatri 1997 nedaleko Lanzhotu na jizni
Moravé [13].

Virus je smrtelny pro koné a ptaky [11]. Lidské
onemocnéni vyvolané WNV nazyvame zapadonil-
ska horecka (WNF, z angl. West Nile fever). Mezi
obvyklé symptomy patii tnava, bolesti hlavy,
pohybového aparatu a makulopapulézni vyrazka
na trupu a konéetinach. V 15 % ptipadt onemoc-
néni se objevuje meningismus, encefalitida
a vzacnéji i zanét jater, slinivky b#i$ni a srde¢ni-
ho svalu [16].

Po povodnich v roce 1997 byla na Bieclavsku
zjisténa akutni infekce WNV u t¥i dospélych
a dvou déti. Jednalo se o prvni zdokumentované
onemocnéni ¢lovéka WNF ve stiedni Evropé [14].
Dalsi ptipady onemocnéni byly popsany ned4vno
v Madarsku [1].

Material a metody

Lokality a odchyt komara

Komaii byli odchytavani béhem let 2006-2008 na tiech
lokalitach v okoli Breclavi:

1. Nesyt (48°46°33.1247S, 16°42°21.126”V; 169 m n.m.): rybnik
o rozloze 320 ha s birehy pokrytymi rakosim;

2. Soutok (48°39’6.803”S, 16°55’54.314”V; 155 m.n.m): zapla-
vovany luzni les st¥idajici se s luénimi porosty;

3. Lednice (48°48’1.134”S, 16°4813.276”V; 171 m n.m.):
zamecké sklepy.

K odchytu koméara v roce 2006 byly pouzity entomologic-
ké sitky. Odchyt probihal na lokalitich Nesyt a Soutok
v prubéhu celé vegetaéni sezony, tj. od bfezna do ¥ijna jeden-
krat do mésice. Celkem bylo do entomologickych siték
odchyceno 3388 komaru, kteti tvoii 34,8 % vSech koméaru
vySetfenych v této praci. V letech 2007 a 2008 byly k odchy-
tu komart pouzity specialni CDC komati pasti s miniatur-
nim svétlem a suchym ledem a pasti s nastrazenym zivym
holubem. Tyto pasti byly instalovany na lokalitach Nesyt
a Soutok jednou mési¢né v obdobi bifezen az iijen. Na kazdé
lokalité byly vzdy umistény dvé pasti s CO, a dvé pasti
s holubem. Od kazdého druhu pasti jedna zavéSena na vege-
taci ve vySce 1 m a druha v koruné stromu ve vysce 5 m.
Pasti byly exponovany pies noc, vidy dvé noci po sobé.
Komaii byli z pasti odsati pomoci bateriového aspiratoru
a az do zpracovani uchovani pii -65 °C. Takto bylo odchyce-
no 5 223 jedinct, tvoticich 53,6 % vySetienych komart.

V Lednickych zameckych sklepich byli koméaii sbirani jed-
norazové v bieznu v letech 2007 a 2008. Jednalo se o ptezi-
mujici samice hlavné druhu Culex pipiens a Culiseta annula-
ta. Celkem zde bylo odchyceno 1 131 jedincu, tj. 11,6 %
vySetienych komart, kteii nebyli zapo¢teni do hodnot mini-
malni infikovanosti s ohledem na udrzeni ekologické stejnoro-
dosti analyzovaného vzorku.

b~

Pfed homogenizaci byly komaii samicky roztiidény podle
druhu a mista odchytu do vzorkt po zhruba 50 kusech. Vzor-
ky byly nasledné homogenizovany ve sterilnim fosfatovém
pufru s 0,4 % hovézim sérovym albuminem. Homogenizat byl
centrifugovan 20 minut pii 1800 g a supernatant byl uchova-
van pii -65 °C az do zahéjeni izolaéniho pokusu. VSechny hoto-
vé komari vzorky byly testovany na pritomnost bakterialni
kontaminace pétidenni kultivaci v masopeptonovém a thio-

glykolatovém bujonu pti 37 °C.

Virologické vysetieni komaru

Izolace virt ze vzorka koméara byla provedena kultivaci na
bunéénych kulturach Vero. Buniky byly kultivovany v Leighto-
novych zkumavkach v médiu L-15 s piidavkem fetalniho tele-
ciho séra (2-10 %) a antibiotik (200 m. j./ml penicilinu, 200
ug/ml streptomycinu, 100 pg/ml gentamycinu a 3 pg/ml amfo-
tericinu B).

Vzorky byly rozmrazeny ve vodni lazni o teploté 37 °C
a poté co nejrychleji piemistény do ledové lazné. Pied
o¢kovanim bylo z bunéénych kultur odsato médium, kazda
bunééna kultura byla naotkovana 100 pl komatiho vzor-
ku. Nasledovala 60minutova inkubace pii 37 °C. Poté byly
vzorky komara z bunéénych kultur odsaty a do zkumavek
byly pfidany 2 ml udrzovaciho média (L-15 s 2 % fetalni-
ho teleciho séra a antibiotiky); kultivace probihala pi#i
teploté 37 °C po dobu 7 dni, udrzovaci médium bylo podle
potieby ménéno.

Kazdy druhy den byly bunééné kultury sledovany pod
inverznim mikroskopem a byla vyhodnocovana p¥itomnost
cytopatického efektu (CPE). Bunééné kultury vykazujici CPE
byly zmrazeny 3krat (-65 °C) a rozmrazeny 3krat ve vodni laz-
ni (37 °C), ¢imz doslo k uvolnéni viriont z bunék. Virus byl
pasadzovan pfenesenim 100 pl suspenze viriont v médiu na
novou bunéénou kulturu 1-3krat. V piipadé nevyrazného
CPE byl izolaéni experiment opakovan rozmrazZenim a naoc-
kovanim ptavodniho komatiho vzorku.

Vsechny koméaii vzorky byly vySetfeny duplikatné a jako
negativni kontrola byla pouzita bunééna kultura s piidavkem
udrzovaciho média misto vzorku.

Identifikace virovych izolata

K identifikaci virovych izolata byl pouzit virus neutrali-
zaéni mikrotest, pfi¢emz byla zvolena metoda sériové fedé-
ného viru a konstantniho ¥edéni imunniho séra. Séra po-
uzita v testu byla inaktivovana zahtatim na 56 °C po dobu
30 minut a nafedéna 1:5. Jednalo se o mysi séra, pfiprave-
na v laboratoii UBO AV CR anebo mysi séra a imunni asci-
tické tekutiny (IAT) ziskané z jinych pracovist proti virm
Tahyna, Batai, Sindbis, West Nile, West Nile-Rabensburg,
Usutu, klistové encefalitidy, Lednice a Sedlec. Jako kon-
trolni (negativni) sérum bylo pouzZito normalni mysi
sérum.

U jednotlivych virovych izolatt byl pro kazdé pouzité imun-
ni sérum nebo imunni ascitickou tekutinu stanoven neutrali-
zacni index (NI), tj. rozdil mezi logaritmem titru daného anti-
séra (nebo IAT) a logaritmem titru norméalniho séra. Je-li log
NI > 2,0, pak je virovy izolat timto antisérem identifi-
kovan [21].

Pro kazdy izolovany virus byla vypoéitdna minimalni infi-
kovanost (MIR, z ang. Minimum infection rate), tj. pocet infi-
kovanych koméara na 1000 vySetienych jedinca. Tento koefi-
cient muze byt dale vyjadien jako pocet vySetienych komaru,
ktery vykaze jednoho pozitivniho jedince. Stanovuje se bud
z celkového poétu odchycenych komaru (celkovy MIR), nebo
z poCtu jedinct toho druhu komaéra, ze kterého se podaiilo
virus izolovat (druhové specificky MIR). Predpoklada se, zZe
v kazdém infikovaném ,poolu“ koméaru je pozitivni pouze
jeden [5, 27].
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Vysledky

V obdobi od bfezna 2006 do ¥ijna 2008 bylo
vySetieno 9742 samicek 13 druht komaru
(tab. 1), ze kterych bylo pripraveno celkem 202
suspenzi. Z téchto vzorku byly kultivaci na bunéé-
nych kulturach Vero ziskany tii virové izolaty.
Prvni dva byly identifikovany jako virus Tahyia
(06-135 a 06-157, oba z Ae. vexans odchycenych
v roce 2006) a treti (06-222 z Ae. rossicus také
z roku 2006) byl identifikovan jako virus West
Nile — pravdépodobné jeho méné patogenni linie
Rabensburg (tab. 2).

Celkovy MIR pro virus Tahyna z 8611 komara
odchycenych ve volném terénu byl 1 : 4306

Tab. 1. Druhové zastoupeni vySetfenych komara

Table 1. Tested mosquito species

Poé Podil z celko-
ocet vého poctu
Druh komara vysSetienych 10 poc

. s % vySetirenych

jedincu . de %

jedincu

Aedes vexans 3754 38,53 %
Culex pipiens 2800 28,74 %
Aedes rossicus 1481 15,20 %
Ochlerotatus cantans 725 7,44 %
Aedes cinereus 312 3,20 %
Ochlerotatus sticticus 221 2,27 %
Culex modestus 166 1,70 %
Culiseta annulata 111 1,14 %
Anopheles maculipennis s.1. 67 0,68 %
Anopheles hyrcanus 49 0,50 %
Ochlerotatus caspius 28 0,29 %
Ochlerotatus cataphylla 24 0,26 %
Anopheles plumbeus 4 0,041 %
Celkem 9 742 100%

Tab. 2. Vysledky virus neutraliza¢niho testu pro identifikaci
t¥i virovych izolata

Table 2. Identification of three virus isolates by virus neutra-
lization test

Izolat ¢islo| Imunni sérum log NI Virus
06-135 TAHV > 2,0 TAHV
06-157 TAHV > 2,0 TAHV
06-222 TAHV <0,3

06-222 BATV 0,3

06-222 SINV 0,3

06-222 USuv 1,5 -
06-222 WNV-Eg 3,0 WNV
06-222 WNV-RAB 3,5 WNV
06-222 DENV-1 1,0

06-222 SEDV 0,8

Pozn.: Imunni séra proti virim Sindbis (SINV), Usutu
(USUV), Dengue sérotyp I (DENV-1) a Sedlec (SEDV).

Note: Immune sera to viruses Sindbis (SINV), Usutu (USUV),
Dengue serotype I (DENV-1) and Sedlec (SEDV)

b~

(0,23 %0) a druhové specificky MIR pro Ae. vexans
byl 1 : 1877 (0,53 %0). Pro virus West Nile byl cel-
kovy MIR 1 : 8611 (0,12 %0) a druhové specificky
MIR pro Aedes rossicus byl 1 : 1481 (0,68 %o).

Diskuse

V této studii nemohl byt zachycen virus Ledni-
ce, ktery se nemnozi na kulturach savéich bunék
[23, 28]. O aktivité viru Batai také studie také nic
nevypovida, protoze jeho vektora, komara kom-
plexu Anopheles maculipennis s. 1., bylo vySetieno
jen 67 jedincu.

Izolaci na bunéénych kulturach se podaiilo
prokazat dva viry: West Nile (1 izolat) a Tahyna
(2 izolaty). P#i identifikaci viru West Nile vyka-
zalo vy$8i neutraliza¢ni index sérum piipravené
proti kmeni 97-103 (WNV-Rabensburg; geno-
micka linie 3) nez sérum pfipravené proti topo-
typovému egyptskému kmeni Eg-101 (WNV-
Eg; genomicka linie 1). Antigenni prislusnost
k linii WNV-3 byla nasledné potvrzena sekvena-
ci genomu [18].

Izolace WNV z komara Ae. rossicus je pirekva-
piva. Tento druh koméara by mohl piedsta-
vovat nového vektora WNV viru. Hlavnim vek-
torem WNV v nasich podminkéach je Cx. pipiens
jehoz MIR na jizni Moravé v roce 1997 ¢inila
1:232 [14] a v roce 1999 1 : 3546 [15]. Ac¢koliv
jsme vySettili 2800 jedinct tohoto druhu koma-
ra, Zzadny virus v nich nebyl nalezen. Druhové
specificky MIR pro Ae. rossicus v této studii
¢inil 1 : 1481 a celkovy MIR pro WNV byl
1 : 8611. Podle vysledkt piedeslych studii [14]
byl celkovy MIR pro WNV v roce 1997 1 : 11334
a v roce 1999 1 : 14354 [15].

Doposud byly na jizni Moravé zachyceny 3 izo-
laty WNYV, a to v letech 1997, 1999 a 2006. Pokud
ale bude skuteéné dochazet k postupnému oteplo-
vani klimatu, mtZzeme v ptistich letech na nasem
tzemi ofekavat vyskyt neptvodnich druhi koma-
ru, stejné jako zvySeni poéetnosti nékterych dru-
hu stavajicich a tim i vyssi ¢etnost zachytu WNV
u nas.

Druhym virem detekovanym v této studii je
virus Tahyfia. P¥i srovnavani séroprevalence
u obyvatel jizni Moravy v letech 1976 a 1997 byly
protilatky v roce 1997 nalezeny u mensiho podilu
0sob a predevsim u starsi generace. Pocet mlad-
Sich osob, které se s virem jiz setkaly, vyrazné
poklesl [10]. Také Hubalek et al. [14] uvadéji niz-
kou aktivitu ptirodniho ohniska valtické horecky
na Breclavsku v uplynulych dvaceti letech. Za
pri¢inu jsou povazovany vodohospodaiské apravy
dolniho toku Dyje. Pokles aktivity ohniska je zmi-
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Nase vysledky zapadaji do kontextu literatury.
Druhové specificky MIR pro Ae. vexans byl
1:1877, tedy o néco nizsi nez MIR udavany na jiz-
ni Moravé v letech 1962-1975, ktery v praméru
¢inil 1 : 1685 [5]. Druhové specificky MIR pro Ae.
vexans v roce 1997 byl 1 : 1820 [14], coz je éislo
velmi blizké ¢islu nami zjisténému. Celkovy MIR
byl v roce 1997 1 : 1889. Nami zjistény celkovy
MIR byl nizsi, pouze 1 : 4306. VSechny virové izo-
laty ziskané béhem této studie pochazely z koma-
ru odchycenych roku 2006. V roce 2007, ani 2008
se nam nepodatilo zadny virus zachytit, i kdyz
komaii v téchto letech odchyceni tvoiili nadpolo-
viéni vétSinu z celkového pocétu vySetienych
komaru. Konkrétné komara Ae. vexans, hlavniho
vektora viru Tahyna, jsme zachytili a vySet¥ili
v letech 2007—-2008 tiikrat vic nez jedinct odchy-
cenych v roce 2006, ze kterych pochazely oba nage
izolaty. Vzhledem k malym pocétum vySetienych
komart ovSem nelze z téchto poznatkt vyvozovat
zadné ekologické zavéry.

Zavér

Izolace t#i virovych izolatt nalezZejicich ke dveé-
ma virum z necelych 10 000 komart a v poradi jiz
treti izolace West Nile viru na nasem uzemi
v poslednich letech doklad4 potfebnost surveil-
lance virovych nakaz prenasenych komary na jiz-
ni Moraveé.
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