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SOUHRN

V roce 2015 a 2016 jsme opakované detegovali neuroinva-
zivni linii 2 viru West Nile (WNV-2) v komarech Culex mo-
destus a Cx. pipiens v oblasti rybnik( Lednicko-valtického
aredlu. Tato linie je geneticky shodna s WNV, ktery byl na
daném uzemf poprvé zachycen pfirozsahlém monitorovani
v roce 2013 a také s kmeny WNV cirkulujicimi v sou¢asnosti
v jizni a stredni Evropé. Opakovany zachyt WNV v komérech

ABSTRACT

Rudolf I., BlaZzejova H., Sebesta 0., Mendel J., Pesko J.,
Betasova L., Strakova P., Sikutova S., Hubdlek Z.: West
Nile virus (lineage 2) in mosquitoes in southern Moravia -
awaiting the first autochthonous human cases

Here we report repeated detection of lineage 2 West Nile virus
(WNV-2) from Culex modestus and Cx. pipiens mosquitoes
collected at fishponds in the Lednice-Valtice Area during the
mosquito seasons 2015 and 2016. The WNYV strains recovered
share genetic homology with WNV strains isolated during an

uvobD

West Nile virus (WNV; Flavivirus, Flaviviridae) je pivodné
africky arbovirus, dnes jiZ s kosmopolitnim rozsifenim.
V piirodé cirkuluje mezi ptaky (hostiteli - amplifikatory)
a ornitofilnimi komary, v Evropé predevs§im druhti Culex
pipiens a Cx. modestus. Koné a lidé jsou tzv. kone¢nymi
(,dead-end‘) hostiteli viru a WNV je u nich ptivodcem
tzv. zapadonilské horecky. Infekce timto virem probiha
asi v 80 % pfipadli asymptomaticky, ve 20-40 % pfipadu
je charakterizovana hore¢natym onemocnénim ptipo-
minajicim chfipku a v 1-2 % pripad® se miiZe vyvinout
v neuroinvazivni onemocnéni provazené meningitidou,
encefalitidou nebo dokonce paralyzami [1].

V Evropé bylo v poslednich dekddach zaznamenano né-
kolik vyznamnych WNV epidemii, napf. v Rumunsku
(1996), Italii (1998) a Rusku (1999). Od roku 2008 jsme
svédky $ifeni nebezpecné neuroinvazivni linie 2 (WNV-2)
predevsim v jizni a stfedni Evropé, kde byly zazname-
nany epidemie v Madarsku (2007), Recku (2010) nebo
Srbsku (2012) [2].

V Ceské republice byl WNV poprvé izolovan, respektive
jeho méné virulentni linie 3 (WNV-3; Rabensburg), po
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naznacuje setrvaly vyskyt viru v dané lokalité a soucasné
varuje infekcionisty a epidemiology pred moznymi lidsky-
mi pfipady nebo dokonce epidemii zapadonilské horecky
v tomto regionu.
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extensive monitoring in 2013 as well as with strains circulating
in southern and central Europe at the same time. Repeated
detection of WNV indicates its establishment in the area and
also warns infection specialists and epidemiologists about
possible emergence of human cases or even outbreaks of
West Nile fever in the region.

KEYWORDS
West Nile virus - arboviruses - emerging zoonoses -
mosquitoes - Culex pipiens - Culex modestus

Epidemiol. Mikrobiol. Imunol., 67, 2018, ¢. 1, s. 42-44

povodnich v roce 1997 z komara Cx. pipiens na Bfeclavsku
a soucasné zde bylo zaznamendano nékolik autochtonnich
infekci zapadonilské horecky u lidi, pravdépodobné zpii-
sobené linii 1 (WNV-1), ktera cirkulovala v Evropé [3, 4].
Byly detegovany specifické WNV protilatky u divokého
ptactva [5, 6] a také u koni [7]. Velmi diileZity byl ovsem
prvni zichyt WNV-2 v roce 2013 u komara Cx. modestus na
rybnicich Lednicko-valtického aredlu [8].

Cilem nasi studie bylo vySetfit dostatecné mnozstvi
komdart na zasaZenych lokalitich Jihomoravského kraje
také v nasledujicim obdobi (sezony 2015 a 2016) a zhodno-
tit miru rizika ndkazy pro obyvatele regionu.

MATERIAL A METODY

Studijni plochy

Komari byli v roce 2015 odchyceni na lokalitaich ,Novy",
,Nesyt-Vcelinek‘, ,Hodonin‘, ,Muténice‘ a ,Mlynsky*. Tti
ze sledovanych lokalit byly v roce 2015 WNV negativni
(,Nesyt-Vcelinek*, ,Hodonin‘, ,Muténice‘), proto jsme je
v nasledujicim roce nahradili lokalitami novymi (,Nesyt-
-pozorovatelna 1‘, ,Nesyt-pozorovatelna 2‘, ,Hlohovecky").
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Obr. 1. Studijni plochy odchytu komar( v roce 2015 a 2016 s vyznacenim lokalit se zdchytem WNV (Cervené)
Vysvétlivky: 1-‘Novy’, 2-‘Nesyt-pozorovatelna 1, 3—‘Nesyt-Vcelinek’, 4-‘Nesyt-pozorovatelna 2‘, 5-‘Hlohovecky’, 6-‘Mlynsky‘, 7-‘Hodonin’,

8-‘Muténice".

Figure 1. Mosquito collections (2015, 2016). WNV positive study sites are highlighted in red colour
Legend: 1-"Novy’, 2-‘Nesyt-pozorovatelna T, 3-‘Nesyt-Vcelinek’, 4-‘Nesyt-pozorovatelna 2, 5-‘Hlohovecky’, 6-‘Mlynsky‘, 7-‘Hodonin’,

8-‘Muténice".

Vsechny studijni plochy byly situovany v oblasti velkych
rybniktl Lednicko-valtického aredlu, které slouzi mj.
jako vhodna stanovisté pro vodni ptactvo (obr. 1). Pro
presnéjsi geograficky a botanicko-zoologicky popis lokalit
odkazujeme na nase starsi prace [8, 9].

Sbér a determinace komaru

Komari byli odchyceni pomoci specidlnich EVS pasti
(Bioquip, San Domingo, USA) doplnénych suchym ledem
pusobicim jako atraktant. Pasti byly exponovany vzdy
dvé nasledné noci v tydennich intervalech od Cervence
do konce zafi v letech 2015 a 2016. Odchyceni komafti
byli na misté zchlazeni a transportovani do laboratore,
kde byli uchovani v hlubokomrazicim boxu (-60 °C) do
dalsiho zpracovani. Poté byli na chladicim stolku pomoci
stereomikroskopu identifikovani do druht [10], roztfi-
déni do smési obsahujicich 1-50 jedincti (odpovidajici
datu, lokalité a druhu komara), homogenizovani v PBS
(pH 7,4) doplnénym 0,4% hovézim sérovym albuminem
(BSA) a centrifugovani. Supernatant byl vyuZit pro na-
sledné molekularni analyzy.

Extrakce virové RNA a molekularni identifikace
arbovirii

Virova RNA byla izolovana ze 140 pl komafiho homo-
genatu komerénim kitem QIAamp Viral RNA Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Némecko). Konvenc¢ni PCR byla pro-
vedena s vyuzitim kitu One-step RT-PCR kitu (Qiagen,
Hilden, Némecko) a s generickymi primery zacilenymi
do oblasti NS5 genu (RNA polymeréza) flavivira [11].

Pozitivni vzorky byly sekvenovany podle Sangera a sek-
vence poté vyhodnoceny pomoci bioinformatickych na-
stroji [8].

VYSLEDKY A DISKUSE

V roce 2015 a 2016 jsme se zaméfili na monitorovani
komart v oblasti jiZzni Moravy, kde jsou diky klimatu
nejpiihodnéjsi podminky pro jejich pfemnozeni a tim
také nejvyssi riziko pro §ifeni nakaz jimi pfenasenych.
Vysetfili jsme celkem 42 740 komarQ Cx. modestus a Cx.
pipiens v oblasti rybnikd Lednicko-valtického arealu
a Hodoninska na pfitomnost flavivird (tab. 1). V roce
2015 jsme zachytili celkem 21 WNV pozitivnich smési
s minimalni prevalenci 0,098 % (z 21 401 vySetfenych ko-
mard) na 2 lokalitich (,Novy* a ,Mlynsky*), v nasledujicim
roce 12 pozitivnich WNV smési s minimalni prevalenci
0,056 % (z 21 339 vySetfenych komari) na 5 lokalitich
(,Novy*, ,Nesyt-pozorovatelna 1‘, ,Nesyt-pozorovatelna
2¢, ,Hlohovecky a ,Mlynsky‘). Sekvenovany WNV tsek
(250 bp) vSech detegovanych kment byl geneticky shodny
s WNV izolovanym v roce 2013 ve stejné oblasti a velmi
podobny WNV-2 kmentm cirkulujicim v soucasnosti
v Rakousku, Italii, Madarsku nebo Srbsku [8].

Zapadonilska horecka je dnes z pohledu vefejného zdravi
néni v Evropé. Na rozdil od ptivodni studie v roce 2013
se nam podarilo zachytit WNV také v komarech druhu
Cx. pipiens, coz je epidemiologicky zavaznéjsi zjisténi, pro-
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Tabulka 1. Prevalence WNV v komarech Culex modestus a Cx. pipiens na studijnich plochach (2015, 2016)
Table 1. Minimal prevalence of WNV in Culex modestus and Cx. pipiens mosquitoes on study sites (2015, 2016).

Sezona 2015

Cislo lokality

Nazev lokality

Culex modestus

Sezona 2016

Culex pipiens Culex modestus Culex pipiens

1 ,Novy* 9560/192/18° 146/3/0 1891/38/2 262/3/2
2 Nesyt-pozorovatelna 1" N N 4063/83/4 92/2/0
3 ,Nesyt-Vcelinek" 1074/22/0 47/1/0 N N
4 Nesyt-pozorovatelna 2* N N 2060/42/1 23/1/0
5 ,Hlohovecky* N N 2340/49/1 576/11/0
6 ,Mlynsky* 9827/198/3 127/3/0 9748/193/2 284/8/0
7 ,Hodonin" 448/10/0 12/1/0 N N
8 ,Muténice’ 150/3/0 10/1/0 N N

Legenda: ®pocet komar(/pocet smési/pocet pozitivnich smési; N - netestovano
Legend: ®number of mosquitoes/number of pools/number of positive pools; N - not tested

toZze narozdil od druhu Cx. modestus, ktery je striktné vaza-
ny na rakosinny biotop, druh Cx. pipiens se béZné vyskytuje
i v urbannim biotopu, a dokonce zde miZe piezimovat
[10]. V nasi studii jsme potvrdili setrvaly vyskyt WNV
v komarech v oblasti jizni Moravy, a tim i zvySené riziko
nakazy zapadonilskou horeckou, zejména pti pfemnoze-
ni komari populace po vydatnych destich ¢i povodnich
podobné jako v roce 1997 na Breclavsku nebo v roce 2012
pfi epidemii v Srbsku [12]. Nelze zcela opomenout ani
fakt, Ze Lednicko-valticky areal pfedstavuje pfevazné
v letnich mésicich vyznamnou rekreacni a pamatkovou
oblast, a tudiz 1ze zde pfedpokladat zvySenou navstévnost
turistll. Tato studie je soucasné upozornénim pro infek-
cionisty a praktické 1ékate v ohniscich mozného vyskytu
WNV, ktefi by pti diferenciidlni diagnostice letnich horec-
natych stavil a meningitid méli brat v ivahu i moZnou
nakazu timto pro nas dosud exotickym virem a také pro
epidemiology a pracovniky hygienickych stanic, kteti
by WNV méli zaradit do planovani odhadu rizik v oblasti
komary pfenosnych nakaz [13].
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