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West Nile virus (linie 2) poprve detekovan
v komarech v jiznich Cechach: nova

endemicka oblast?

Rudolf I.', Rettich F.2, Betdsova L., Imrichova K.2, Mendel J.!, Hubdlek 2., Sikutova S.’
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SOUHRN

V roce 2018 jsme poprvé detekovali neuroinvazivni linii 2 viru
West Nile (WNV-2) v komarech v oblasti trebonskych rybnik
v jiznich Cechéch. Celkem bylo vysetteno 6 790 samic druhd
Culex modestus, Culex pipiens a Coquillettidia richiardii ve
136 smésich a RNA viru West Nile byla detekovana ve dvou
smeésich. Zachyceny virus je geneticky shodny s kmeny WNV-2,
které v soucasnosti cirkuluji na jizni Moravé, a rovnéz s kmeny
tohoto viru zpUsobujicimi epidemie ve stredni a jizni Evropé.

ABSTRACT

Rudolf 1., Rettich F., BetaSova L., Imrichova K., Mendel J., Hubalek
Z., Sikutova S.: West Nile virus (lineage 2) detected for the first
time in mosquitoes in Southern Bohemia: new WNV endemic area?
Here we report the first detection of lineage 2 of neuroinvasive
West Nile virus (WNV-2) in mosquitoes collected in a fishpond
area of the Trebon Basin in southern Bohemia during the 2018
mosquito season. A total of 6790 mosquito females belonging
to the Culex modestus, Culex pipiens, and Coquillettidia richiardii
species were investigated in 136 pools, and WNV RNA was de-
tected in two of them. The WNV strain shares genetic homology

uvob

West Nile virus (WNV; Flavivirus, Flaviviridae) je ptivodné
africky arbovirus, dnes jiz s kosmopolitnim rozsifenim,
ktery v pfirodé cirkuluje mezi ptaky (hostiteli-amplifika-
tory) a ornitofilnimi komdry, v Evropé predevsim druhy
Culex pipiens a Cx. modestus. Koné a 1lidé jsou tzv. konecnymi
(,dead-end‘) hostiteli viru a WNV je u nich pavodcem
tzv. zapadonilské horecky. Infekce timto virem probiha
v 80 % pfipadli asymptomaticky, asi ve 20 % pfipadd je
vSak charakterizovana horecnatym onemocnénim do-
provazenym bolestmi hlavy, svaldi, kloubli, nauzeou,
faryngitidou, lymfadenitidou a nékdy vyrazkou (10 %
pfipadd), a v 1-2 % pripadi se miiZe vyvinout dokonce
neuroinvazivni onemocnéni provazené meningitidou,
encefalitidou nebo paralyzami [1].

Od roku 2004 jsme svédky Sifeni nebezpecné neuroin-
vazivni linie 2 (WNV-2) véetné epidemického vyskytu
pfedev$im v jizni a stfedni Evropé: Madarsko (poprvé
dokumentovano v roce 2004), Rakousko (2008), Recko
(2010), Rumunsko (2010), Itilie (2011) nebo Srbsko (2012)
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Vysledky naznacuji nezbytnost entomologické surveillance
patogennich arbovir( i v lokalitdch, kde dosud nebyl WNV
prokdzan. Jihocesky region se tak po jizni Moravé stava dalsi
oblasti s rizikem autochtonniho vyskytu onemocnéni zapa-
donilskou horeckou.
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with other WNV-2 strains isolated in southern Moravia as well as
with those causing outbreaks in southern and central Europe.
The results highlight the need for entomological surveillance of
pathogenic arboviruses even in areas not yet affected (WNV-free
areas). The South Bohemian Region (in addition to southern
Moravia) is becoming another risk zone of autochthonous oc-
currence of West Nile fever in the Czech Republic.

KEYWORDS

West Nile virus - arboviruses - emerging zoonoses -
mosquitoes - South Bohemia - Culex modestus - Culex
pipiens - Coquillettidia richiardii

Epidemiol. Mikrobiol. Imunol., 68, 2019, ¢. 3, s. 150-153

[2]. V Ceské republice byl WNV poprvé izolovan, respekti-
ve jeho méné virulentni linie 3 (WNV-3; Rabensburg), po
povodnich v roce 1997 z komara Cx. pipiens na Bfeclavsku
a soucasné zde bylo zaznamenano nékolik autochtonnich
infekci zapadonilské horecky u lidi, pravdépodobné zpii-
sobené linii 1 (WNV-1), kterd v tomto obdobi cirkulovala
v Evropé [3, 4]. Pfi nékolika rozsahlych sérologickych
prfehledech byly detekovany specifické WNV protilatky
u divokého ptactva [5], ale také u koni [6] nebo divoké zvé-
fe [7]. Pfelomovym nalezem byl zichyt WNV-2 v roce 2013
u komard Cx. modestus na rybnicich Lednicko-valtického
arealu [8] a také nasledny zachyt WNV u komart Cx.
pipiens, ktery z hlediska prenosu predstavuje vyssi riziko
prevazné v urbannim biotopu vcetné rizika prezimova-
ni viru v dospélych samicich [9, 10]. V zafi a fijnu 2018
byly zaznamendany prvni autochtonni lidské pripady
zapadonilské horelky v jihomoravském regionu a Ceska
republika se tak plné prifazuje k zemim s endemickym
vyskytem tohoto dfive exotického onemocnéni (tzv.
,affected area‘) [11].
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ProtoZe jihoCesky a jihomoravsky region jsou
si do jisté miry podobné svymi geograficko-
-klimatickymi podminkami véetné nadmeér-
ného vyskytu komart, bylo cilem nasi studie
provést monitorovani jako v pfedchozich le-
tech v oblasti Lednicko-valtického aredlu také
v oblasti tfeboniskych rybnikd a posoudit tak
mozné riziko pfenosu WNV iv tomto regionu
Ceské republiky.
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Komafi byli v roce 2018 odchytavani v ra-
kosinném biotopu rybnikéi Velky Tisy-
-zapad [49.0672747N, 14.7057347E], Velky
Tisy-vychod [49.0630008N, 14.7248750E],
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SluZebny [49.0746814N, 14.7116142E], Velky ==
Dubovec [49.0673675N, 14.7212733E], Maly
Tisy [49.0509867N, 14.7465914E], Koclifov
[49.0673728N, 14.6922919E], Cerniény
[49.0763772N, 14.7502850E], Saloun
[49.0691664N, 14.7100839E], Velky Panensky
[49.0686256N, 14.7312278E] (obr. 1). Oblast je
vyznamnou narodni pfirodni rezervaci (NPR)
Velky a Maly Tisy lezici na zdpadnim okraji
CHKO Trteborisko. NPR zahrnuje soustavu 11
rybnikd lezicich v nadmotské vysSce 422-431 m
s rozsahlymi litoralnimi porosty. Pfevazuje
rakos (Phragmites australis) a hojné jsou i po-
rosty orobincl (Typha spp.). Primérna Cer-

Obr. 1. Studijni plochy odchytu komar( v roce 2018 s vyznacenim lokality se
zachytem WNV (¢erné)

Vysvétlivky: rybniky (modre) 1-Velky Tisy-zapad', 2-"Velky Tisy-vychod’,
3-'Sluzebny’, 4-"Velky Dubovec', 5-‘Maly Tisy", 6-"Koclifov’, 7-'Cerni¢ny’,
8-'Saloun’, 9-*Velky Panensky'.

Figure 1. Mosquito collections, South Bohemia, 2018. The WNV positive site is
highlighted in black.

Legend: fishponds (in blue) 1-'Velky Tisy-zdpad’, 2-'Velky Tisy-vychod',
3-'Sluzebny’, 4-"Velky Dubovec’, 5-‘Maly Tisy", 6-"Koclifov’, 7-'Cerni¢ny’,
8-'Saloun’, 9-Velky Panensky'.

Tabulka 1. Prevalence WNV v komérech Culex modestus, Cx. pipiens
a Coquillettidia richiardii na studijnich plochach (2018).

vencova teplota oblasti je 18 °C, coZ je vice,  Table 1. Prevalence of WNV in Culex modestus, Cx. pipiens and Coquillettidia
nez by odpovidalo uvedené nadmotské vySce.  richiardii mosquitoes on study sites (2018).

Jde o vyznamnou ptaci rezervaci, kterd slouzi
jako hnizdisté mnoha druhtli ptakd i shro-  E¥ST
mazdisté migrujicich druhd.

Sbér a determinace komaru

Komafi byli odchyceni pomoci specidlnich

EVS pasti (Bioquip, San Domingo, USA) do-
plnénych suchym ledem jako atraktantem.

Pasti byly exponovany zpravidla ve ¢trnacti-

dennich (ke konci sezony v tydennich) inter-
valech 0d 12. Cervna do 24, zafi 2018 a v nasem

screeningu zameérteny predevs§im na rakosin-

ny druh Cx. modestus, ktery je v evropskych

podminkach idedlnim vektorem WNV - saje

na ptacich ilidech [8]. Dale byli vySetfeni ko-
mari druht Culex pipiens (véetné Cx. torrentium~ | Total

gisto :3:;“;;;)“'"" Cx. modestus  Cx. pipiens Cq. richiardii

1 ,Velky Tisy-zapad' 2203/44/0* 107/3/0 83/2/0

2 Velky Tisy-vychod 1786/36/1 - -

3 Sluzebny" 790/16/0 344/6/0 =

4 ,Velky Dubovec’ 582/12/0 54/1/0 -

5 ,Maly Tisy" 125/2/0 106/2/0 -

6 Koclifov* 240/4/0 58/1/0 =

7 Cerni¢ny’ 90/2/0 42/1/0 -

8 Saloun’ - - 90/2/1

9 Velky Panensky" - 70/1/0 20/1/0
5816/116/1 781/15/0 193/5/1

samice totiz nelze spolehlivé morfologicky
rozlisit) a Coquillettidia richiardii, ktefi se v ra-
kosi hojné vyskytuji spolecné s Cx. modestus.

Pozitivni lokality jsou zvyraznény tucné.
Positive study sites are highlighted in bold.
Vysvetlivky: *Pocet vysetfenych komart/pocet vysetfenych smési/pocet pozitivnich smési

Pasti byly zavééeny na Zmetrovs'/ch deVél‘lVCh Explanations: *Number of examined mosquitoes/number of examined pools/number of positive pools

trojnozkach ve vysce 50-70 cm nad hladinou

vody. Samice sajici krev jsou v rakosinach aktivni i ve
dne [12], proto byly pasti do porostu rakosi pokladany
v prabéhu celého dne. Zachycené samice komart by-
ly odebirany po 4 hodinach pfi expozici pasti ve dne
(od 8.00 do 20.00) a po 12 hodinach pfi expozici v noci
(20.00-8.00). Odchyceni komari byli na misté zchla-
zeni a transportovani do laboratofe, kde byli uchovani
v hlubokomrazicim boxu (-60 °C) do dalsiho zpracovani.
Poté byli na chladicim stolku pomoci stereomikroskopu
identifikovani do druhi [13], roztfidéni do smési obsa-

hujicich 1-50 jedinct (odpovidajici datu, lokalité a druhu
komaéra), homogenizovani v PBS (pH 7,4) obohacenym
0 0,4 % hovéziho sérového albuminu a centrifugovani
Pri 4 °C. Supernatant byl uchovan pfi -60 °C a vyuzit pro
nasledné molekularni analyzy.

Extrakce virové RNA a molekuldrni identifikace WNV
Extrakce virové RNA byla provedena pomoci QlAamp
Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Némecko) podle
prilozeného manualu. Konvencni PCR byla provede-
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na s vyuzitim One-step RT-PCR kitu (Qiagen, Hilden,
Némecko) a se specifickymi primery zacilenymi do ob-
lasti genu pro obalovy protein WNV. Pozitivni vzorky
byly sekvenovany podle Sangera a sekvence poté uprave-
ny a vyhodnoceny pomoci bioinformatického softwaru
Lasergene 15 (DNASTAR, Madison, USA) a srovnavaciho
nastroje BLAST v ramci databazové platformy NCBI [8].

VYSLEDKY A DISKUSE

V roce 2018 bylo odchyceno celkem 29 207 samic komard.
Celkem bylo molekularné vySetfeno 6 790 komara (cel-
kem 136 smési) druhti Cx. modestus (5 816 kusti), Cx. pipiens
(781 kusit) a Cq. richiardii (193 kusl) odchycenych v obdobi
od 26. 6. 2018 do 24. 9. 2018 (tab. 1). Celkem dvé smési
(€. R-33; lokalita: ,Velky Tisy-vychod; sbér: 12. 9. 2018; 50
samic Cx. modestus ve smési a ¢. R-119; lokalita: ,Saloun‘;
sbér: 26. 7. 2018; 33 samic Cq. richiardii ve smési) obsahovaly
RNA WNV-2, Minimdlni prevalence WNV tedy byla 0,03 %
v celém sbéru ze vSech lokalit. Sekvenaci bylo potvrzeno,
Ze se jednd o WNV-2 kmen totozny (shoda 100% v tiseku
0 délce 306 bp) s kmeny cirkulujicimi v jihomoravském
regionu i s kmeny, které v soucasnosti zptisobuji epide-
micky vyskyt WNV ve stfedni ¢i jizni Evropé. Podle infor-
mace NRL pro arboviry nebyla v dané sezoné potvrzena
humanni ndkaza WNV v jiznich Cechach (osobni sdéleni).
Zapadonilska horecka je dnes z pohledu vefejného zdra-
v Evropé. V roce 2018 byl Evropskym centrem pro prevenci
a kontrolu nemoci (ECDC) zaznamenan dosud nejvys-
§i pocet pripadh zapadonilské horecky v Evropé, bylo
hlaseno celkem 1 503 pfipadl z 11 zemi EU: Italie (576
piipadii), Recko (311), Rumunsko (277), Madarsko (215),
Chorvatsko (53), Francie (27), Rakousko (20), Bulharsko
(15), Ceska republika (5), Slovinsko (3) a Kypr (1). Celkova
suma autochtonnich infekci v roce 2018 je vyssi nez
soucet poctu infekci zaznamenanych za poslednich 7 let
a statisticky jde az o 7nasobny narast v poctu klinickych
ptipadl ve srovnani s pfedchozi sezonou [11]. Navic byly
poprvé popsany klinické pripady zapadonilské horecky
zplisobené WNV-2 linii u lidi na tizemi CR v&etné hlaseni
jednoho imrti. VSechny autochtonni infekce u nas mély
sv{ij ptivod v jihomoravském regionu.

Je tfeba akceptovat fakt, Ze komafi v Ceské republice
nepfedstavuji pouze tzv. obtizny hmyz, ktery v obdobi
kalamitnich stavi pisobi nadmérné napadani obyvatel-
stva a zvéfe, alei to, Ze kromé viru Tahytia zpfisobujiciho
valtickou hore¢ku mohou pfenaSet vysoce virulentni
linii WNV, proti které neni v soucasnosti dostupné oc-
kovani ani cilena antivirova léc¢ba. Soucasné je nezbytné
upozornovat infektology a praktické 1ékafe v oblastech
mozného vyskytu WNV, aby pii diferencialni diagnos-
tice nejasnych letnich hore¢natych stavii a meningitid
brali v ivahu i mozZnou nakazu timto pro nas dosud
exotickym virem [14]. Naptiklad néktefi prakticti 1ékari
ptidiferencidlni diagnostice vektory pfenasenych nakaz
dosud opomijeji mozné postipani komarem v souvislosti
s moznym prenosem WNV infekce.

Po hlaseni prvnich lidskych pfipadd WNV infekce v lori-
ském roce byla hlavni hygieni¢kou ustavena pracovni
skupina sloZena z epidemiologii, infektologli, entomo-
logii, veterinafi i virolog, ktefi maji za tikol definovat
rizikové oblasti vyskytu WNV, monitorovat aktudlni stav
i mozny vyvoj $ifeni WNV v Ceské republice a také pfi-
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pravit metodické podklady pro infektology usnadnujici
diferencialni diagnostiku onemocnéni. Navic se poda-
filo iniciovat spolupraci mezi Jihomoravskym krajem,
Hygienickou stanici Jihomoravského kraje a Akademii
véd, kterd ma za ukol podilet se na odhadu rizik (tzv.
risk assessment) a planovani pfipravenosti (WNV prepa-
redness), zahrnujici predevsim opatfeni smértujici k sur-
veillanci, prevenci a kontrole onemocnéni pfenasenych
komary v souladu s kritérii ECDC [15]. Kli¢ovym prvkem
v surveillanci WNV je také pfipravenost v oblasti bezpec-
nosti a kontroly nakladani s krvi a krevnimi derivaty [16].
V na$i studii jsme potvrdili vyskyt WNV v komdarech
v oblasti jiznich Cech, a tim i zvy$ené riziko ndkazy za-
padonilskou horeckou v nadchazejicich sezonach. Studie
nabada k prohloubeni entomologické surveillance WNV
i v dalSich oblastech s nadmérnym vyskytem komara
v letnich mésicich (napf. Polabi, Litovelské Pomoravi
apod.) a také v oblastech velkych vodnich rezervoari, kde
mize dochazet ke zvySenému kontaktu komart (pfena-
Secli viru) a divokych vodnich ptaki, rezervoari WNV.
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