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SOUHRN

Cil prace: Virus zdpadonilské horecky (WNV) je vyznamny
celosvetové rozsireny flavivirus prenaseny komary. Ve stfednf
Evropé se virus dlouhodobé sporadicky vyskytuje, ale v le-
tech 2008 a 2009 se masivné rozsifil po celém Madarsku.
Cilem prdce bylo zjistit aktualni vyskyt infekce WNV u koni
v Ceské republice (CR).

Material a metody: Celkem bylo v letech 2011-2013 vysetieno
2 349 sér dospélych zdravych nevakcinovanych koni z Gzemf
celé CR. K vysetieni byl pouzit komeréné vyrabény kompe-
titivni imunoenzymaticky test (cELISA), pozitivné reagujici
vzorky byly konfirmovany virus-neutraliza¢nim testem (VNT)
s WNV a virem klistové encefalitidy (TBEV).

Vysledky: Imunoenzymaticky test byl pozitivni u 11,5 %
vzorkl (271 pozitivnich/2349 vysetienych). Konfirmacnim
vySetfenim VNT byly prokdzdny protildtky proti WNV u 16
vzorkd. Jedendct z nich reagovalo pozitivné pouze s WNV
v titrech 8 az 1024, ve VNT s virem TBEV byly negativni.
Soubézna WNV a TBEV séropozitivita byla zjisténa u trech
vzorkd. Titry protilatek proti WNV byly ale vzdy nizsi nebo
shodné s titry proti TBEV. Pravdépodobné se uplatnila kfizo-
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of West Nile fever in horses in the Czech Republic from
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Study aim: The West Nile virus (WNV) is an important
mosquito-borne flavivirus occurring around the world.
Occasionally found in Central Europe, the virus spread mas-
sively through whole Hungary between 2008 and 2009. The
aim of our study was to determine the recent prevalence of
the WNV infection in horses in the Czech Republic.
Material and methods: Overall, 2349 serum samples, col-
lected from healthy unvaccinated adult horses in the Czech
Republic between 2011 and 2013, were tested. A commer-
cially available competitive ELISA kit (cELISA) was used for
this purpose and positive samples were confirmed by virus
neutralisation tests using WNV and tick-borne encephalitis
virus (TBEV).

Results: Altogether 271 of 2348 samples (11.5%) were positive
by cELISA. Confirmatory VNT revealed 16 WNV positive
samples, 11 of which had titres from 8 to 1024; VNTs with
TBEV were negative. Three samples had antibodies against
both viruses and the WNV antibody titres were less than
or equal to the TBEV antibody titres. A cross reactivity of
flaviviruses might have had an impact on the results, but in

va reaktivita flavivirQ, ale u vzorkd s obdobnym titrem WNV
a TBEV nelze vyloucit ani soubéznou infekci obéma patoge-
ny. Dva koné reagovali ve VNT s WNV v hrani¢nim titru 4.
U séropozitivnich koni byl ovérovan jejich plvod a presuny.
Pét sérologicky WNV pozitivnich/TBEV negativnich koni
(0,2 %) pochazelo z péti krajtl CR (Jihocesky, Karlovarsky,
Stfedocesky, Jihomoravsky, Moravskoslezsky), pficemz do
zahrani¢i nebyla tato zvitata nikdy premistovana. Ctyfi z nich
nebyli pfemistovani ani po CR a hospodafstvi majitele ne-
opustili. Dalsich sest WNV pozitivnich/TBEV negativnich
konf bylo do CR dovezeno ze severni Ameriky nebo stredni
a zapadni Evropy, nelze jednoznacné urcit, zda se v téchto
pfipadech jedna o importovanou nebo autochtonni infekci.
Zaveér: Vysledky studie potvrzuji, ze vyskyt protilatek proti
WNV u koni v CR je sporadicky. Bylo prokazano, ze virus
cirkuluje v réiznych ¢astech Ceské republiky, nejen na jizni
Moravé.
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samples with similar WNV and TBEV titres, co-infection with
both pathogens cannot be ruled out either. VNT antibody
titres in two horses were inconclusive (cut-off titre 4). The
place of birth and transfers (if any) were checked for each
WNV seropositive horse. Five WNV positive/TBEV negative
samples (0.2 %) came from five administrative regions (South
Bohemian, Karlovy Vary, Central Bohemian, South Moravian,
and Moravian-Silesian) and the respective animals were never
moved to a foreign country. Four of these horses never left
the farm. Other six WNV positive/TBEV negative horses
were imported to the Czech Republic from North America or
Central and West Europe and therefore, it is not possible to
tell unambiguously whether their infection is autochthonous
or imported.

Conclusion: The results of the present study confirm that
WNV antibodies occur sporadically in horses in the Czech
Republic. WNV was found to circulate in different parts of
the Czech Republic and not only in the South of Moravia.
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Virus zdpadonilské horecky (WNV) je v soucasnosti nejrozsi-
fenéjsim flavivirem zptisobujicim zanét mozku. V roce 1937
byl virus objeven v Africe, pozdéji byl prokazan v Evropé, Asii,
Australii a Oceanii. V roce 1999 byl virus zjistén v Severni
Americe, béhem nékolika dalsich let se rozsitil do Karibiku,
Stfedni a Jizni Ameriky. Pivodcem onemocnéni je RNA virus
z rodu Flavivirus, Celedi Flaviviridae. Hlavnim prenasecem viru
jsou komari rodu Culex. Rezervoarem viru jsou ptaci, zejména
drobni pévci, vjejichz téle se virus pomnozuje a dlouhodobé
preziva. Silna a dlouhodoba virémie u ptakd usnadnuje
prenos viru na vektora a umoznuje dalsi cirkulaci. U ptaka
probiha infekce WNV velmi ¢asto asymptomaticky, coz
usnadnuje $ifeni viru pfi migraci. Nervové pfiznaky a thy-
ny v disledku encefalitidy byly popsany zejména u dravci
nebo u infekci neuropatogennimi kmeny WNV. Savci jsou
vétSinou jen ndhodnym hostitelem viru a pfenosovy cyklus
viru neovliviiuji. U lidi probiha onemocnéni vétsinou asymp-
tomaticky, v nékterych pfipadech je provdzeno horeckou
a chiipkovymi pfiznaky. Sporadicky se onemocnéni projevuje
nervovymi pfiznaky, aseptickd meningitida a encefalitida
muZze mit v téchto piipadech fatdlni nasledky. U koni probihd
infekce WNV vétsinou asymptomaticky nebo jako horecnaté
onemocnéni. Sporadické ptipady encefalomyelitid u koni
jsou Casto fatalni [1, 2, 3, 4, 5, 6].

Virus se vyskytuje v nékolika liniich, celosvétové nejvyznam-
néjsijsouliniela2. V Evropé byl virus zjistén zejména u koni
vjizni Francii, Spanélsku, Italii a Rumunsku [7, 8, 9, 10]. Ve
stfedni Evropé cirkuluje virus tfi linii: Linie 1 je celosvétové
rozsifena (Severni, Stfedni a Jizni Amerika, Evropa, Afrika,
Asie, Australie) [5], linie 2 zahrnuje ptivodné subsaharské
kmeny, nové rozsifené zejména v Madarsku, Rakousku,
Recku a Rusku [2, 3, 4, 11], linie 3 obsahuje malo patogenni
izolaty z Culex pipens ze stfedni Evropy [12]. V Ceské republice
virus dlouhodobé cirkuluje, ale ohniska vykazuji malou
aktivitu. Hubalek [13] poprvé izoloval virus zdpadonilské
horecky v Ceské republice po povodnich v roce 1997 z komdra
Culex pipiens pipiens. Ve stejné dobé bylo zjiSténo pét pripadd
klinického onemocnéni a sérokonverze u lidi z jizni Moravy
[14,15]. Protilatky proti WNV byly sporadicky v nizkych tit-
rech prokazany u nékolika druht volné zijicich ptaka [16].
U koni v Ceské republice dosud nebyly prokazany protilatky
proti WNV, ale infekce WNV jiz byla zjiSténa u koni v sou-
sednim Slovensku [17].

S ohledem na nakazovou situaci ve stfedni a vychodni Evropé
byla v roce 2011 zahdjena surveillance zdpadonilské horecky
u koni a ptaki v Ceské republice. Cilem prace bylo zjistit ak-
tudlni vyskyt protildtek proti WNV u koni v Ceské republice.

MATERIAL A METODY

Aktivni sérosurveillance

Sérologicka surveillance WNV byla provadéna se vzorky sér
koni zaslanych k vySetfeni na jina sérologicka testovani
v letech 2011, 2012 a 2013. Vzorky byly kaZdoro¢né odebirany
v mésicich leden az bfezen. Krve koni odebirané privatnimi
veterinarnimi 1ékafti z vena jugularis, byly v laboratofich cen-
trifugovany, separovana krevni séra byla az do vySetfeni
uchovana pii -20 °C. Vzorky pochézely od dospélych koni
(star$ich neZ 2 roky) z izemi celé Ceské republiky, kolekce sér
byly uchovavany v laboratofich péti statnich veterinarnich
tstavi (SVU Praha, SVU Jihlava, SVU Olomouc, SVU Ceské
Budé&jovice a SVU Hradec Kralové). VySetfeni bylo providéno
v SVU Praha, kde je umisténa Narodni referen¢ni laboratof
pro infekéni nemoci koni. V letech 2011, 2012 a 2013 bylo
v oficialni evidenci koni v CR, vedené podle plemenaiského
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zakona evidovano celkem 84 350, 80 574 a 87 439 koni. Pocet
odebranych vzorkl byl stanoven podle vzorce tak, aby zajistil
99% pravdépodobnost detekce onemocnéni pii pfedpokladané
1% prevalenci a 80% senzitivité testu [18]. Dale pak byly vzorky
vybirany tak, aby byla zaji§téna distribuce na celé izemi CR.
Z kazdé plochy tizemdi o velikosti 100 km?byl testovan mini-
malné jeden ndhodné vybrany kan. Ze vSech archivovanych
sér koni bylo kaZdoro¢né vybirano 783 vzorkli. Celkem bylo
v obdobi 3 let 2011, 2012 a 2013 vySetfeno 2349 sér koni.
Krevni séra koni byla na pfitomnost protildtek proti
WNV vySetfena komerénim imunoenzymatickym testem
(CELISA, ID Screen WNV Competition, ID Vet, Francie) po-
dle navodu vyrobce. Konfirmacni vySetfeni bylo provedeno
v narodni referenc¢ni laboratofi pro arboviry ve Zdravotnim
ustavu v Ostravé. Vzorky vykazujici pozitivni vysledky v testu
CELISA byly konfirmovany virusneutraliza¢nim testem (VNT)
v mikromodifikaci s vitilnim barvenim v 96jamkovych mi-
krotitrac¢nich destickach postupem diive publikovanym
[19, 20]. VNT byl proveden s virem zdpadonilské horecky linie
2 a soubézné s virem klistové encefalitidy kmene Hypr. Viry
byly péstovany na mozcich sajicich laboratornich mysi ve
stafi 1-3 dnd. Jako bunécény substrat pro virus zdpadonilské
horecky byla pouZita suspenze bunék CV-1 (linie opi¢ich
ledvinnych bunék), pro virus klistové encefalitidy suspenze
bunék PS (linie prasecich ledvinnych bunék). PouZité pra-
covni fedéni u obou bunécnych linii je 600 000 bunék/ml.
Vysledky VNT jsou vyjadieny tzv. virusneutraliza¢nim (VN)
titrem, Kktery je pfevracenou hodnotou nejvyssiho fedéni
vzorku, které je jeSté schopno neutralizovat cytopaticky efekt
z vice nez 50 % (TCID, ). Za pozitivni vysledek je povaZovan
VN titr > 4. Titr 4 je hrani¢ni hodnota.

U vSech WNV pozitivnich reagenti byl ovéfovan jejich ptivod,
vék, pohlavi, vakcina¢ni a zdravotni zdznamy.

Pasivni surveillance

Pasivni surveillance zdpadonilské horeky u koni v CR byla
zapocata v lednu 2011. Vztahuje se na koné vykazujici zmé-
ny chovani nebo pfiznaky postiZeni nervového systému.
Vysetfeni provadi Narodni referencni laboratof pro infekéni
nemoci koni ve Statnim veterinarnim tistavu Praha. V uve-
denych pripadech se podle metodiky kontroly zdravi provadi
prikaz WNV metodou RT-PCR a detekce protilatek proti WNV
(IgM a IgG ELISA). V tfiletém obdobi (2011-2013) bylo vySet-
feno 5 koni s nervovymi ptiznaky (tfi ptipady v roce 2012, po
jednom pfipadu v roce 2011 a 2013). Prikaz viru byl provadén
ze vzorkll krve metodou real-time RT-PCR [21]. Pro priikaz
protilatek byla pouZita ELISA IgM WNV (Institut Pourquier,
Francie) a cELISA (ID Screen WNV Competition).

VYSLEDKY

AKktivni sérosurveillance

V roce 2011 reagovalo pozitivné v cELISA celkem 12,5 % sér
(98 pozitivnich/783 vysetfenych). Konfirmacni vysetfeni bylo
provedeno u 85 vzorki, 13 vzorkd nebylo mozno z divodu
silné hemolyzy vySetfit VNT. Z 85 vzorkl sér vySetfenych VNT
na pritomnost protilatek proti viru WNV reagovalo pozitivné
5 vzorka (v titru 32, 128, 256 a 512 - 2krat). VSechna séra po-
zitivné reagujici s WNV byla v neutraliza¢nim testu s virem
TBEV negativni. Autochtonni infekce WNV byla potvrzena
u tfi séropozitivnich koni (s titry 512, 256, 128), kteii se na-
rodili v CR a nikdy nebyli pfemistovani mimo CR (dva z nich
zcela bez pfesunti z chovu). Dalsi dva koné s titry protilatek
512 a 32 byly importovani z USA a Slovenska - tabulka 1.

V roce 2012 bylo v cELISA testu pozitivnich 10,2% (80/783) sér.
Konfirmace VNT byla provedena u 77 vzorki, 3 vzorky nebylo
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Tabulka 1. Pfehled koni s ndlezem neutraliza¢nich protilatek proti WNV

Table 1. List of horses with antibodies neutralizing WNV

Cislo Rok Titr WNV  Titr TBEV Lokalita, okres Plvod koné a historie pfesunt
vzorku
1 20M 512 <4 Krumvit, okr. Breclav narozen v CR, bez presunt
5 201 o <l Facl Vies, G, Jssemis narozen v Kanadé gAIberta), pozdéji USA (Oklahoma), od 2008
CR, v roce 2009 Némecko
3 2011 256 <4 Baska, okr. Frydek-Mistek narozen v CR, presuny po CR
4 20M 128 <4 NNETOD ARl @6 ikt narozen v CR, bez presunti
Boleslav
5 20M 32 <4 Most narozen na Slovensku, v roce 2011 presun do CR a Némecka
6 2012 1024 <4 Kaplice, okr. Cesky Krumlov narozen v CR, bez presund
7 2012 16 16 Krhovice, okr. Znojmo narozen v Némecku, v roce 2012 presuny po CR
. . narozen v Kanadé, v roce 2005 presun do Rakouska, od 2008
e P & <4 NEIREIERE, @17 Al v CR, t¢ast na zdvodech v CR a Slovensku
9 2012 8 16 \/\achovp Elie, Gl narozen v CR, bez presunt
Prachatice
10 2012 4 256 Velka Turnd, okr. Strakonice narozen v CR, bez presunti
1 2013 1024 <dl e et Sermilly rlwérozen Y Nemecku, do CR presunlﬂt v roce 2012, presuny po CR,
Ucast na zadvodech v Rakousku a Némecku
n 2013 1024 <l T n?rozen Y QSA (Texas), v letech 2006-2011 v Rakousku, od 2012
presun do CR
13 2013 128 <4 Chomutov narozen v Nizozemi, od roku 2011 v CR, presuny po zdvodech v CR
14 2013 64 <4 Rudolec, okr. Sokolov narozen v CR, bez presund
15 2013 16 64 Rovna, okr. Strakonice narozen v CR, pfesuny po CR
16 2013 4 <4 Ceské Budgjovice narozen v Némecku, v roce 2013 dovoz do CR

mozno vySetfit VNT z divodu hemolyzy. Z celkového poctu
77 vzorkl sér vysetfenych VNT na pfitomnost protilatek
proti viru WNV reagovaly pozitivné 4 vzorky (v titru 8, 8, 16,
1024). Z toho dva vzorky, s titrem WNV protilatek 8 a 1024,
reagovaly negativné v neutraliza¢nim testu s TBEV. Dals{
dva vzorky (titr 8 a 16) byly v neutraliza¢nim testu s TBEV
pozitivni v titru 16. Jeden vzorek byl hodnocen jako hranicni,
v nejniz§im rfedéni séra (1 : 4) vykazoval castecnou neutrali-
zaci v neutralizacnim testu s WNV, zarovern byl ale pozitivni
v neutraliza¢nim testu s TBEV v titru 256. Dva koné s titrem
WNV/TBEV 16/16 a 8/< 4 byli dovezeni z Rakouska a Némecka,
ostatni pochézi z CR. Za jedinou autochtonni infekci WNV
miZeme povazovat koné s WNV titrem 1024 (TBEV negativ-
ni), unéhoz bylo ovéfeno, Ze nebyl pfemistovan.

V roce 2013 reagovalo pozitivné v cELISA testu 11,8 % (93/783)
vySetfenych vzorkdl sér. Z celkem 93 vzorki sér vySetfenych
VNT na pritomnost protilatek proti viru WNV reagovalo
pozitivné 5 vzorka (v titru 16, 64, 128 a 1024 (2x)), jeden
vzorek reagoval v hrani¢nim titru 4. Autochtonni infekce
WNV probéhla u jediného koné, ktery nebyl pfemistovan
ani v ramci CR (WNV titr 64, TBEV negativni). Tfi koné
s nejvyssimi titry protilatek proti WNV (1024 a 128) byli
TBEV sérologicky negativni, pochazeli z USA, Némecka
a Nizozemi. K reagujici s WNV v titru 4 byl do CR dovezen
z Némecka. Jeden kiini s WNV titrem 16 reagoval soubézné
s TBEV v titru 64.

Pasivni sérosurveillance

V zadném vzorku krve nebyl metodou RT-PCR prokazan virus
zapadonilské horec¢ky, a ani protilatky proti tomuto viru
nebyly v zadném vzorku zjistény.

DISKUSE

V obdobi tfi let bylo kompetitivni ELISA metodou vySetfeno
celkem 2349 sér koni, pozitivné reagovalo 271 vzorku (11,5 %).
Konfirmac¢nim vySetfenim virus neutraliza¢nim testem byly
prokazany protilatky proti WNV u 16 vzorkd. Jedendct z nich
reagovalo pozitivné pouze s WNV v titrech 8 az 1024, ve virus
neutralizacnim testu s virem TBEV reagovaly negativné. Pét
koni z nich pochézelo z CR a republiku nikdy neopustilo,
v téchto ptipadech byl potvrzen autochtonni vyskyt WNV,
Sest koni bylo do CR dovezeno ze Severni Ameriky nebo
stfedni a zapadni Evropy, a proto u nich nelze vyloucit im-
portovanou infekci. Dalsi ¢tyfi vzorky reagovaly pozitivné
v obou testech, coz bylo pravdépodobné zptisobeno kiiZovou
reaktivitou flavivirdi, s velkou pravdépodobnosti se jedna
o infekci TBEV. U vzorkd s obdobnym titrem WNV a TBEV
nelze vyloucit ani soubéznou infekci obéma patogeny. Dva
vzorky reagovaly v hrani¢nim titru 4, jeden byl TBEV nega-
tivni, druhy silné pozitivni. Zadny ki nevykazoval zmény
chovéani ani nervové ptiznaky, Zadny z koni nebyl vakcinovan
proti WNV.

Béhem tfi let byli prokdzani WNV séropozitivni koné v sed-
mi krajich CR (JihoCesky, Jihomoravsky, Moravskoslezsky,
Ustecky, StfedoCesky, Liberecky a Karlovarsky) - viz tabulka
1, mapa. V péti piipadech se jednalo o autochtonni infekci
WNV. Ctyfi koné z lokalit v okrese Bfeclav, Cesky Krumlov,
Mnichovo Hradisté a Sokolov nebyli viibec pfesouvani. Nami
zjisténé vysledky jsou v souladu s vysledky studii ze soused-
nich statd. V sousednim Némecku byla v letech 2010-2012
provadéna sérosurveillance, ale specifické protilatky nebyly
u koni prokazany [22]. Hubalek vysetfil v letech 2008-2011
celkem 163 sér koni z CR, protilatky proti WNV u zadného
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neprokazal [17]. V sousednim Slovensku zjistil protilatky
proti WNV u 19 nevakcinovanych koni z 232 vySetfenych [17].
V Rakousku byly protilatky u koni zjistény jiz v roce 2002 [23].
V Chorvatsku byly u koni prokazany protilatky v prevalenci
3,4% [24], na Ukrajiné v prevalenci 13,5% [25].

Aktivni surveillance umoziiuje vySetfeni poZzadovaného sou-
boru vzorkil s ohledem na statistickou hodnotu. Pro screen-
ingové vysetfeni byla vybrana citliva, ale méné specificka
kompetitivni ELISA v kombinaci s konfirmaci pozitivnich
vzorki virus neutraliza¢nim testem. Kompetitivni ELISA je
urcena pro detekci protilatek proti viru WNV u koni a ptakd,
ale interpretaci vysledkti komplikuje kiiZzova reaktivita, kterd
je u flavivird ¢asto popisovana [26, 27]. Komer¢né vyrabéné
ELISA soupravy pouzivaji jako antigen obalovy protein viru
(pr-E), ktery obsahuje spolecny epitop pro vétsinu flavivira
[28]. Proto je vhodné nadmi zjisténé vysledky vySetfeni me-
todou cELISA interpretovat jako prevalenci protilatek proti
flavivirim. V Ceské republice je nejrozsifenéj$im zastupcem
z Celedi Flaviviridae virus klistové encefalitidy. Z vysledki
1ze pfedpokladat, Ze vice nezZ 10 % koni se setkalo s virem
Kklistové encefalitidy. Skutecnou prevalenci protilatek proti
WNV u koni ukazuji vysledky virus-neutralizacniho testu

s virem WNV.

V CR je v soucasnosti chovano pfes 80 tisic koni. V ramci
pasivni surveillance bylo ve tfiletém sledovaném obdobi
zaslano k vySetfeni pouhych 5 koni vykazujicich nervové
pfiznaky. PrestoZe byly vysledky vySetfeni (RT-PCR, IgM
a IgG ELISA) jednoznacné negativni, nelze z tak nizkého
poctu vzorkd ve vztahu k roz$ifeni WNV vyvozovat Zadné
zavéry. Je zcela zfejmé, Ze riziko WNV u koni v CR je ze stra-
ny praktickych veterinarnich 1ékaft, chovatel a majiteld
koni podcetiovano, a proto neni priibéh pasivni surveillance

zcela optimalni.
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Prestoze byl jednoznacné prokazan sporadicky vyskyt auto-
chtonnich infekci u koni, zlistiva nezodpovézeno, jakym
kmenem viru byli koné infikovani, protozZe sérologické
vySetfeni rozliSeni linii viru neumoznuje. Neni zfejmé,
zda se jedna o ojedinély vyskyt linie 1 z minulych let nebo
o zavleceni linie 2 pivodem z Madarska. V budoucnu bude
nutné lépe odhalovat klinické pfipady u koni, detekovat
virus a provést jeho molekuldrni analyzu. Zaroven povazu-
jeme za vhodné sledovat dalsi vyvoj ndkazové situace u koni
formou sérologické surveillance.
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