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ABSTRACT

This publication provides information on the methods of mosquito moni-
toring and detection of viruses. Capturing of mosquitoes, vectors of many
diseases of men and domestic animals, depends on the type of the trap and
attractant used. Another important factor is the height at which the trap is
situated. Classical methods for arboviruses detection (suckling mouse brain
inoculation, CPE in cell culture, etc.) are laborious and are biased towards vi-
ruses that grow well in vitro or in vivo. Therefore they are not always suitable
for large-scale surveillance. PCR-based techniques have been shown to be
efficient and sensitive in surveillance for individual virus species. Moreover,
RT-PCR amplification using primers targeting conserved regions of the main
arbovirus families has the potential to detect novel viruses. We hope that
this guide describing methods of monitoring of mosquitoes and detection
of viruses by RT-PCR will be helpful for the authorities for public health pro-
tection. Use of these methods will enable optimization of mosquitoes eradi-
cation by methods which are economically advantageous and considerate
to the nature.
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I. CIiL METODIKY

Cilem metodiky je maximalné zefektivnit monitoring vyskytu komart a de-
tekci flavivird a bunyavir(i v jejich télech. Dikladny monitoring je nedilnou
soucasti strategie, smérujici k regulaci vyskytu komarud. Je nezbytny pro
spravny vybér a nacasovani preventivnich opatfeni proti larvam komara
a pro volbu optimalni ochrany obyvatelstva i hospodarskych zvifat pred
nadmérnym obtézovanim komary a pfenosem plvodcli onemocnéni.

Il. UPLATNENI METODIKY

Nova metodika je dllezita predevsim pro organy ochrany vefejného zdravi,
které ji mohou vyuzit v systému véasného varovani obyvatelstva pred hro-
zicim nebezpeti pfemnozeni komard, v pfipadé ohrozeni zdravi obyvatel-
stva k ziskavani podkladd nezbytnych pro pfijimani optimalnich rozhodnuti
a k v€asnému zjisténi vyskytu moznych novych vektord. Dikladny moni-
toring vyskytu komarQ je rovnéz nutny pro organizaci opatfeni proti pre-
mnozenym komarlim ze strany mistnich samosprav, zemédélskych podni-
kG, spravct lesti apod. S jejim pouzitim Ize optimalizovat opatieni, spravnou
volbu a nacasovani tak, aby byly maximalné ucinné, ekonomicky vyhodné
a Setrné v{di pfirodé

I1l. UVODNI DEFINICE

1. Vyznam komart na jihovychodni Moravé

1.1.Zdplavové a kalamitni druhy komdrii
V pfipadé vzniku zaplav, pfedevsim v letnim obdobi, dochazi téméf pravi-
delné k zvySenému vyskytu komaru. Za kalamitni vyskyt se povazuje situace,
kdy je v intravildnu obce zaznamenano mimo cas nejvyssi aktivity 10 a vice
utok( samicek komar na osobu za minutu. NejdllezitéjsSimi kalamitnimi
druhy komar( u nas jsou Aedes vexans, Ochlerotatus sticticus, Ae. cinereus, Ae.
rossicus a Oc. cantans.

1.2. Komdti jako vektory onemocnéni ¢lovéka a zvirat
Zcela opomijet zde nelze ani komary jako vektory onemocnéni ¢lovéka.
Na jizni Moravé bylo izolovano nékolik druhl vird pfendsenych komary,
predevsim virus Tahyfa (TAHV) a virus zapadonilské hore¢ky (WNV) (Hubalek
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a kol. 1998. 1999), u pst byl zjistén v poslednich letech vyskyt dirofilarif
(Svobodova a kol. 2006). Do poloviny minulého stoleti se v CR vyskytovala
endemicky malarie. Za dulezité vektory je zde povazovan predevsim Ae.
vexans (TAHV), Cx. pipiens a Cx. modestus (WNV).

1.3.Invazivni druhy komdrii
V poslednich létech byl na nékterych mistech Evropy zaznamenan vyskyt
exotickych druht komar(. Jsou to druhy Ae. albopictus, Oc. japonicus a Oc.
koreicus. Jedna se o vyznamné vektory. Aedes albopictus se na mnoha mis-
tech jiz rozsifil (napt. Italie, Spanélsko, Chorvatsko). Je tieba po¢itat s tim,
7e se néktery z uvedenych druhd muize objevit i na nasem tzemi.

1.4. MoZnosti regulace vyskytu komdru

Vyskyt komar( Ize do jisté miry regulovat, a to nékolika zplsoby. Opatieni

Ize rozdélit do 3 skupin.

a) Upravy terénu, které umozni ohroZenou oblast odvodnit, zamezit zapla-
vam, nebo alespon G¢inné regulovat vodni stav. Uplné vysudeni lihnist
umozni vyrazné snizeni vyskytu komar(, pfedstavuje vsak vzdy vazny
zasah do krajiny a proto jej nelze realizovat vsude. V nasich podminkach
je Casto kriticka situace predevsim v zaplavovanych oblastech pfi dol-
nich tocich fek. V¢asnym vypusténim vody ze zaplavenych ploch dojde
k zahubeni velkého mnozstvi larev a k zmenseni plochy pro pFipadnou
aplikaci larvicidnich pfipravkd. Pouziti této metody vsak vyzaduje ¢asto
nakladné terénni Upravy a v dobé vysokych pritokl v fekach ji Ize pro-
vést jen v omezené mife.

b) Pouziti larvicidnich pfipravk( pfimo do tdni s larvami komaru je do bu-
doucna nejperspektivnéjsim opatienim. Jedna se obvykle o biologické
pfipravky, vyuzivajici schopnosti bakterie Bacillus thuringiensis var. izra-
elensis selektivné zabijet larvy komarQ. Tato metoda zadnym zplsobem
neposkozuje pfirodu, pfipravek je viak ucinny jen na larvy a proto je ne-
zbytné stanovit dobu aplikace velmi pfesné

c) Pri aplikace insekticidd proti imaglm se pouzivaji chemické pfipravky,
kde jsou ucinnou slozkou syntetické pyretroidy, které jsou neselektivni
a proto je snahou pouziti této metody minimalizovat.



2. Metody odbéru vzorki
2.1. Metodika odchytu larvdlnich stddii

a) Odbér pomoci misky se zndmou plochou umoznuje odhadnout hustotu
larev a kukel. Ve spojeni s informacemi o velikosti a charakteru zaplave-
nych ploch ndm tyto znalosti umoziuji s pfedstihem signalizovat hrozici
nebezpeci prfemnozeni komaru.

b) Odbérem pomoci hustého sitka (cedniku) se ziska dostate¢né mnozstvi
jedincl pro stanoveni druhového slozeni. K determinaci se pouzivaji pre-
devsim larvy IV. stadia.

¢) Kukly jsou sbirany pomoci sitka, ¢asto spolu s larvami. Identifikace kukel
je v8ak obtizna a proto jsou obvykle v laboratofi dochovény do stadia
dospélcu.

2.2, Metodika odchytu imag komdrii

a) Sbér komarl entomologickou sitkou

Smykem z vegetace, provedeném v blizkosti lihnist pred rozlétnutim
do okoli, ziskdme samce i samice komarl. Metoda je vhodna zvlasté
brzy po vylétnuti imag. V tésné blizkosti lihnist se v té dobé nacha-
zi velké mnozstvi samcl i samic. Takto sebrany material dava velmi
dobry obraz o druhovém sloZeni vylihlych komar( a doplfiuje vysled-
ky, ziskané sbérem larev. Pozdéji, kdyz se imaga komar( rozleti ¢asto
i na velké vzdalenosti, je tento sbér méné efektivni. V pribéhu ¢asu
se navic vyrazné snizuje zastoupeni samcu. Rozliseni nékterych na-
Sich druht komaru je mozné pouze u samcu na zakladé stavby jejich
hypopygii.

Sbér naletujicich samicek sitkou v tésné blizkosti téla po pfedem sta-
novenou dobu umoznuje odhadnout aktivitu samicek zvlasté v dobé
komafich kalamit, kdy je sbér pomoci exhaustoru obtizny.

b) Sbér sedicich samic¢ek exhaustorem . tglo sbér exhaustorem ...

Po dosednuti na télo exhaustorem umoznuje odhadnout aktivitu sa-
micek. Pro objektivni stanoveni aktivity je nutno dodrZovat standard-
ni podminky (na chranéném misté, definovat cas odbéru atd.). S vy-
hodou Ize pouzit bateriové exhaustory, které maji stabilni sani a l1épe
se s nimi manipuluje.

Na sténdch objektl se chytaji nejcastéji samicky An. maculipennis s. |.
(ve stdjich v letnim obdobi obvykle za Ucelem zpfesnéni identifika-
ce druhl podle morfologie nakladenych vajicek), nebo Cx. pipiens
(v zimé ve sklepich, pfevazné pro izola¢ni pokusy).
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Odchyt imag pomoci pasti

e Komercné lze zakoupit celou fadu standardnich pasti rGznych typ(
a modifikaci, zpravidla s vyuzitim atraktant(. Tato metoda nejlépe
umoznuje udinit si prehled o skute¢ném vyskytu komar( a alespon
¢astecné kvantitativni analyzy.

3. Pasti na odchyt imag komarii

3.1. Pasti vyuzivajici chemické atraktanty nebo svétio

CDC Miniature Light Trap

CDC pasti byly vyvinuty Centers for Disease Control za Ucelem odchytu
komar( a jinych vektord predevsim v noci. Jako atraktant je zde vyuzito
miniaturni svétlo. Naletujici komafi jsou nasavani ventildtorem do sbér-
ného vaku. Pro zvyseni Ucinnosti je mozné pridat kontejner se suchym
ledem, pfipadné i jiny chemicky atraktant. Past se vyrabi v rliznych modi-
fikacich, které se lisi napfiklad druhem svétla.

CDC Fay. Prince Trap misto tecky zi'ejmé pomlcka

Tento typ pasti vyvinuli Fay a Prince (1970). Past byla vyzkousena na od-
chyt druhu Aedes aegypti. Pouziva se k odchytu komar( v dennich hodi-
nach a je zde vyuzivano kontrastu lesklé cerné a bilé barvy. Nékteré typy
jsou doplnény miniaturnim svétlem a Ize je pak pouzit i pro no¢ni odchyt.
Pro zvyseni Uc¢innosti se mUze pfidat nddobka se suchym ledem. Past je
opatfena krytem proti vétru.

EVS Trap (Encephalitis Vector Survey)

Tento druh pasti (Obr. 1.) byl pfedstaven v roce 1979. Jako atraktant
se pouziva primarné oxid uhlicity, ktery je ve formé suchého ledu umis-
tén v kontejneru, tvoficim horni ¢ast pasti. Ve stfredni ¢asti je miniaturni
svétlo, slouzici jako sekundarni atraktant a ventilator, nasavajici komary
do spodni ¢asti pasti, tvofené sbérnym vakem. Ventilatorek je pohanény
mono¢lanky.

Zumba Trap with Tarp

Zumba trap patii k velmi i¢innym pastem. Klakani komaru se zde vyuziva
jednak kombinace kontrastnich barev (Cerna a zelend) a velikosti pfipomi-
najici vysku ¢lovéka, predevsim ale chemické atraktanty. Jako atraktant je
pouZit CO, uvolfujici se z kontejneru se suchym ledem, umisténym vedle
pasti a dalsi ndvnady (oktenol, BG lure aj.)

BG-Sentinel Trap

BG sentinel Trap byla vyvinuta na univerzité v Regensburgu v Némecku
a méla slouzit k odchytu predevsim komarud Ae. aegypti a Ae. albopictus.
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Obr.1 Instalovand EVS Trap



Obr.2 Instalovand Lard-can traps baited

Obr. 3 Otevrend Lard-can traps baited se sentinelovym zvifetem



Jako atraktant Ize pouZit CO,, pro tuto past viak byly specialné vyvinuty
2 druhy ndvnad. Je to Human Skin Non-Toxic Chemical Lure (BG lure),
kterd pouzitim amoniaku, mlé¢né kyseliny a mastnych kyselin simuluje
pach lidské kize, a Octenol Lure. Obé navnady lze pouzit i pro dfive
uvedené pasti

f) Mosquito Magnet Traps
Pasti se vyrabéji v celé fadé modifikaci (napf. Mosquito Magnet Liberty —
MML, Mosquito Magnet Freedom - MMF), Mosquito Magnet-X — MMX).
Jako atraktant zde neslouZi svétlo, ale teplo, vihkost, CO, a pfipadné dal3i
atraktanty (napf. oktenol). Vykazuji vysoky zachyt samicek komard, jsou
vsak pomérné neskladné a nakladné a nejsou vhodné pro mobilni pouziti.

3.2. Pasti vyuzivajici sentinelovd zvirata
g) Lard-can traps baited
Tato past byla vyvinuta za Ucelem odchytu komard naletujicich na ziva
zvitata (LePore a kol. 2004). Jako atraktant se pouzivaji rlizna sentinelova
zvifata. Past nema zadné zarizeni na nasavani komar( a chytany jsou sa-
micky, snazici se aktivné proniknout ke zviteti (Obr. 2.,3.).

3.3. Pasti pro odchyt gravidnich samicek, nebo sbér jejich vajicek
a) Mosquito Gravid Trap
Past je urc¢ena k odchytu gravidnich samic¢ek komard, které hledaji vhodné
misto na kladeni vaji¢ek. Jako atraktant je pouZita voda, kterd je upravena
tak, aby co nejvice lakala samicky ke kladeni. Naletujici samicky jsou pak
nasavany ventiladtorem do sbérného vaku (Reiter 1987)

b) Ovitrap
Rovnéz Ovitrap vyuzivd jako atraktant upravenou vodu. Samicky viak ne-
jsou chytany do vaku, ale nechaji se vyklast vajicka, ktera jsou nasledné
identifikovana, nebo se dochovaiji do stadia larvy. Tato metoda je vhodna
zvlasté pro zachyt invazivnich druh(, napriklad Ae. albopicus a Oc. japoni-
cus (Audrey a kol 2005)

4. Srovnani jednotlivych druht pasti

Jednotlivé druhy pasti vykazuji znacné rozdily v zachytu komarq, a to jak
po strance kvantitativni, tak kvalitativni (viz Obr. 4., 5.). Svou roli zde hraje
nejen druh pouzitého atraktantu, ale i vlastni konstrukce pasti (Bhalala a kol.
2006). Bylo provedeno srovnani dvou pasti, pouzivanych ve vyzkumu koma-
rd na jizni Moravé - EVS pasti a Lard-can traps baited (Sebesta a kol. 2012a).
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Ostatni druhy Ae.cinereus
5% 2%

Cx. pipiens
16%

Cx.modestus
5%

Ae.vexans
36%

Obr.4  Druhové slozeni komdru chycenych v letech 2009 a 2010 do EVS pasti

Ae.rossicus
3%

Ostatni druhy
2%

Cx. pipiens Ae.cinereus
15% 17%

Cx. modestus
15%
Ae.vexans
15%

Ae.rossicus
6%

Obr.5 Druhové sloZzeni komdru chycenych do lard-can traps baited se suchym
ledem jako atraktantem
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Pasti byly umistény soubézné na stejné lokalité. Byly zjistény zna¢né rozdily
v zachytu a druhovém sloZeni, a to nejen v souvislosti s pouzitym druhem
atraktantu, ale i na zakladé rozdilné konstrukce.

5. Navrzena metoda monitoringu komaru

Navrzena metodika monitoringu komar( spociva ve vyuziti kombinace vice
metod. Metoda odbéru larev hustym sitkem a pouzitim misky pfimo v tlinich
je pouzivana jiz od samého pocatku provadéni pravidelného monitoringu.
Pomoci bilé misky o zndmé plose se z tliné odebere vzorek komard, spocita
se jejich mnozstvi a pfepocita na vhodnou jednotku plochy, nejlépe 1 dm?.
Pfi odbéru se musi postupovat tak, aby hustota larev na misce odpovidala
skutecnosti. Podle velikosti zaplavené plochy a hustoty larev Ize odhadnout
budouci mnozstvi komar(. Dale je nutné z tlini odebrat vétsi mnozstvi larev
komard pomoci hustého sitka. Vhodné je sitko o priméru asi 16 cm. Z takto
ziskaného vzorku zjistime druhové slozeni komar( a stadium prevladajicich
larev. Tyto znalosti jsou nutné pro progndézu daliho vyvoje. Odbéry larev je
nutno provadét od pocatku zaplaveni lihnist. Ziskdvanim imag smykem z ve-
getace si pribézné ovéfujeme vyskyt a druhové slozeni dospélych komar(,
odchytem naletujicich sami¢ek exhaustorem nebo sitkou provadime odhad
aktivity samicek.

Vedle vyse uvedenych standardné pouzivanych postupl navrhuje pred-
klddana metodika rozsiteni monitoringu o odchyt imag pomoci komer¢nich,
standardnich pasti. Tim se vyrazné objektivizuje odhad mnozstvi komara, zvysi
znalosti o jejich druhovém sloZeni, pomérném zastoupeni jednotlivych druhd
a pfi dlouhodobém sledovani i o pfipadnych zménach vyskytu, jejich sezénni
dynamice a denni aktivité. Vyrazné se tim rovnéz zvysuje pravdépodobnost
zachytu novych invazivnich druhd komard, které se v soucasné dobé v Evropé
$if a za urcitych okolnosti mohou znamenat zvysené riziko pro obyvatelstvo.

Protoze je zachyt komar( vyrazné ovlivnén druhem pasti, pouzitym
atraktantem a podminkami jejich pouziti (vyska umisténi pasti nad teré-
nem, ¢as expozice atd.), je ucelné postup sjednotit. Jediné standardizova-
nym postupem ziskame vysledky, které ndm umozni srovnani vyskytu ko-
mard na jednotlivych lokalitach, ale i v rGznych letech a v pribéhu sezény
a tim vytipovani nejvice rizikovych oblasti a obdobi. Navrhovana metodika
vychazi z pouziti EVS pasti s pouzitim suchého ledu jako atraktantu. Pfi
jejim zpracovani se vychazelo z potreby ziskat co nejpfesnéjsi vysledky
za pfiméfenou cenu. Pasti jsou zavéSovany do vyse 1 m nad zemi, na mis-
to maximalné chranéné pied sluncem a vétrem. Odbéry jsou provadény
ve 14-ti dennich intervalech, vzdy 2 po sobé nasledujici dny a to od pocatku
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biezna do konce Fijna. Ctrnéactidenni interval je dostate¢ny pro sledovani
sezénni dynamiky vyskytu komarQ, odbér v dvou po sobé nasledujicich
dnech by mél minimalizovat chyby, zplGsobené nenadalymi vykyvy poca-
si, nebo jinymi faktory negativné ovliviiujicimi vysledky. Expozice pasti je
od 16:00 do 8:00 nasledujiciho dne. Pfi stanovovani ¢asu expozice se vycha-
zelo z vysledki sledovani denni aktivity komar( (viz kapitola 6.1.). Instalace
pasti na dobu 24 hodin je technicky obtizné proveditelnd, vyse uvedeny
¢as by mél umoznit dostate¢ny zachyt viech skupin komar(. EVS pasti jsou
finan¢né dostupné, manipulace s nimi je jednoducha a maji dostate¢ny
zachyt komard i druhové spektrum.

4500

@ Ae.cinereus/rossicus
4000 B Ae.vexans
3500 4 B Oc. sticticus

OOc.cantans s. I.
3000 1 E An. hyrcanus
2500 4—— O Cx.modestus

O Cx. pipiens
2000 +——

B Ostatni druhy
1500
1000 =

——

500 + - -

200 400 600 800 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00

Obr.6  Denni dynamika komdrd, zjisténd v roce 2010 na jizni Moravé

6. Zména aktivity samicek komara
v priibéhu dne a béhem roku

Pro Ucinnou ochranu obyvatelstva pred komdry jsou dulezité znalosti o bio-
nomii komard, jako je jejich denni aktivita a sezénni dynamika.

6.1. Denni aktivita komdrii
Jednotlivé druhy koméard vykazuji znacné rozdily v denni aktivité (viz. Obr. 6.).
Kalamitni druhy komar( rodu Aedes a Ochlerotatus vykazovaly aktivitu ob-
vykle po celych 24 hodin. Komaii Aedes vexans, Ae. cinereus a Ae. rossicus
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2500 =

@ Ae. cinereus/rossicus

2000 +— B Ae.vexans

@ Ae. sticticus

B Cx. pipiens

1500 {— @cx. modestus

@ Ostatni druhy

1000

500

duben kvéten cerven cervenec srpen zaFi fijen

Obr.7  Sezénni dynamika vyskytu komdrd na jizni Moravé v létech 2009-2011

byli nejaktivnéjsi v pozdnich odpolednich hodinach, pomérné vysokou
aktivitu si vsak podrzeli po celou noc. Ochlerotatus sticticus byl nejcastéji
chytadn v odpolednich hodindch a jeho vyskyt po zdpadu slunce rychle
klesal a v no¢nich hodinéach byl jeho vyskyt pomérné nizky. Aktivita sami-
Cek Oc. cantas vykazovala béhem dne jen malé vykyvy. Naopak dilezité
vektory Cx. pipiens a komé¥i rodu Anopheles byli aktivni téméf vyhradné
v noci. Culex modestus byl nejaktivnéjsi v pozdnich odpolednich hodinach
a na pocatku noci (Sebesta a kol. 2011). Culex pipiens je v nasich podminkach
prevazné ornitofilni a ¢lovéka napada jen ziidka.

6.2. Sezonni dynamika

Na jizni Moravé byly prokazany rozdily v rozsahu komafich kalamit v pfi-
padé jarnich a letnich zaplav. Jarni zaplavy jsou na jizni Moravé velmi ¢as-
té a nastavaji zde téméf kazdorocné. Druhové slozeni komaru je v jejich
prabéhu rozmanité, celkovy vyskyt komarU je vsak vyrazné nizsi. Zvyseny
nalez mGzeme ocekavat jiz na prelomu dubna a kvétna. P¥i letnich zapla-
vach byl zaznamendan vyskyt komarQ zhruba 10x vyssi a v luznich lesich
se na ném podilely v rozhodujici mife pouze druhy Ae. vexans a Ae. sticticus,
misty i Ae. rossicus a Ae. cinereus. Ptiklad sezonni dynamiky, zaznamenany
v letech 2009-2011 uvadi Obr. 7. Letni druhy komaru, zvlasté Ae. vexans maji
rovnéz daleko vétsi tendenci rozletovat se do okoli a pronikat do obytné
zony. Ochrana obyvatelstva pred komary je proto v letnich mésicich mnohem
naléhavéjsi.
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7. Vyuziti univerzalnich degenerovanych primerit k detekci
flavivirG a bunyavirti v komarech

7.1. Vyznam komdrti pro Sifeni patogenii

- ptivodctii Fady onemocnéni
Komafi jsou nejpocetnéjsi skupinou hmyzu sajiciho krev a obecné nejvy-
znamnéjsi skupinou prenasecu arbovirovych nakaz. Vyznam komaru jako
prenasecl arbovirovych infekci potvrdil jiz Walter Reed pied 110 lety, kdy
se podafilo védecké komisi pod jeho vedenim prokdazat virovou etiolo-
gii Zluté zimnice a zpUsob jejiho pfenosu komary. Z nejvyznamnéjsich,
komary pfendsenych arbovirovych nékaz, uvedme vedle Zluté zimnice
infekci virem zapadniho Nilu, hore¢ku dengue, ¢i japonskou encefaliti-
du. V Ceské republice se vyskytuji pfedeviim viry Tahyna (Bardo & Da-
nielova, 1959), Calovo (Batai) a Lednice (Hubalek, 2008). Na jizni Moravé
byl v nedavné dobé izolovan virus oznaceny jako virus Rabensburg, ktery
zfejmé predstavuje samostatnou linii viru zdpadniho Nilu (Bakonyi et al.,
2005).

Klasické metody pro prikaz arbovirl z komarQ jsou pracné, nakladné
a Casové narocné. Jedna se povétSinou o metody, zaloZzené na inokulaci
materialu do mozku sajicich mysi nebo na inkubaci v bunééné kulture. Na-
vic mélokdy je mozno pomoci klasickych metod detekovat malo virulentni
¢i zcela nepatogenni viry.

Metody zaloZené na principu polymerazové fetézové reakce (PCR) jsou
mnohem vhodnéjsi pro rozsahlejsi studie, nebot umoznuji rychlou analyzu
velkého mnozstvi materialu v krdtkém case. Existuje celd fada praci, zava-
déjici metody prikazu nejriiznéjsich patogent pomoci PCR. PCR metodiky,
trum detekce moznych patogen( a navic umoznuji detekci novych, diive
neznamych patogenud nebo patogen(, u kterych neni zndma ani ¢aste¢na
genomicka sekvence.

V nasi praci jsme ovérovali vyuzitelnost dfive publikovanych sekvenci pri-
mer0 pro detekci flavivird a bunyavirl v komarech. K detekci flavivirQl jsme
pouzili primery o sekvenci 5’- AAC ATG ATG AAR AGR GARAA-3"a 5-GTG
TCC CAG CCG GCG GTGTCATCA GC - 37, které jsou zacileny na konzervovany
usek genu pro nestrukturni protein 5 (Scaramozzino et al., 2001); k detekci
bunyavirl byly vyuzivany primery 5-ATG ACT GAG TTG GAG TTT CAT GAT
GTC - 3" a 5- TGT TCC TGT TGC CAG GAA AAT hybridizujici s ¢asti vysoce
konzervovaného malého genomického segmentu a davajici produkt asi 251
pard bazi (Kuno et al., 1996).
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7.2. Popis metodiky

Pro velky pocet vysetfovanych komarl a pomérné nizkou prevalenci viro-
vych agens v komdarech jsme odchycené komary po identifikaci rozdélili
do smési o 50 -ti jedincich. Komafi byli homogenizovani v 500 pl sterilniho
PBS pomoci kovové kulicky v homogenizatoru Tissue Lyser Il (Qiagen) pfi
30 Hz po dobu 2 minut. Nasledovala centrifugace na stolni centrifuze (Ep-
pendorf minispin plus) pfi 6500g po dobu 45 sekund. Supernatant byl déle
pfenesen do nové, sterilni mikrozkumavky a klarifikovan druhou centrifu-
gaci pfi 20 000 g po dobu 10 minut a 4° C. Takto pfipraveny supernatant byl
skladovén az do dalSich analyz pfi-76° C.

K ziskani templaf, vhodného pro naslednou analyzu pomoci jedno-
krokové RT-PCR jsme pouzili komeréné dostupny kit Viral RNA mini kit
(Qiagen). Izolace byla provedena pfesné podle postupu doporuc¢eného
vyrobcem. Jedna se o nékolik za sebou nasledujicich krokd, fungujicich
na principu navazani virové RNA na silikamembranu obsaZzenou v kolon-
ce a promyvani vzorku rdznymi pufry. V poslednim kroku je na membranu
napipetovan pufr AVE, ktery rozrusi vazby mezi silikamembranou a RNA.
Tento krok byl pro vétsi vytézek RNA provadén dvakrat po sobé, pficemz
pokazdé bylo pouzito 40 ul tohoto pufru. Pfi nasledné centrifugaci je za-
chycena izolovana RNA do sterilni 1,5 ml zkumavky. Takto ziskany templat
byl skladovan pfi teploté -76°C.

K vysetieni vzorkd byla pouzita jednokrokova reverzné-transkriptazova
polymerazova fetézova reakce. Jako kit byl pouzit Titan One Tube RT-PCR
kit (Roche). Tento kit vyuziva reverzni transkripce k pfepsani RNA do cDNA
a ihned nasledujici amplifikaci specifického produktu pomoci DNA poly-
merazy. Byly pouzity univerzalni primery na detekci vir(i skupiny California
a Bunyamwera (Celed Bunyaviridae) a univerzalni primery detekujici flavi-
viry popsané vyse. RT-PCR reakce byla provedena pfesné podle navodu
doporuceného vyrobcem, pficemz v kazdé 0,2 ml mikrozkumavce bylo cel-
kem 25 ul reakéni smési, z toho 2 pl tvofila templatova RNA. Dva pouzité
primery mély ve smési vzdy koncentraci 0,4 uM. Pokazdé byla provadéna
také negativni a pozitivni kontrola pro vylouceni falesné pozitivnich ¢i fa-
lesné negativnich vysledk.

Samotna PCR byla provadéna s vyuzitim cycleru Bioer Thermal cycler TC-24/H.
Podminky PCR: 1. Reverzni transkripce 50°C/ 30 min.

2. Poc¢atecni denaturace 94°C/ 2 min.

3.35 cykll: 1. Denaturace 94°C/ 30 s.

2. Nasedani primert 55°C/ 30 s.
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3. Elongace 68°C/ 45 s.
4. Finalni elongace 68°C/ 10 min.
5. Udrzovaci teplota 14°C

K ziskanému produktu z PCR bylo pfidano 5 pl nanaseciho pufru (6X Orange
DNA Loading Dye, Fermentas) s 5x koncentrovanym barvivem SYBR Green
(SYBR Green |, nucleic acid stain, Amresco, USA). Nasledné byl produkt roz-
délen elektroforetickou separaci (BioRad SubCell® GT + PowerPac HC™)
v 1,7% agardézovém gelu (Serva). Separace probihala po dobu asi jedné
hodiny pfi 120 V. Produkty byly vizualizovany pomoci UV transiluminatoru
(Visi-blue™ Transilluminator; Biometra Ti 3). Fotografie byly ziskany digital-
nim fotoaparatem Olympus C5060Z a zpracovany programem AlphaEase®
RT Software, verze 4.1.0. (Alpha Innotech Corporation).

Pozitivni vzorky (Obr. 8.) byly sterilnim skalpelem vyfezany z gelu a elu-
ovany pomoci kitu illustra GFX PCR DNA and Gel band purification Kit (GE
Healthcare). Extrakce byla provedena presné podle postupu, doporuc¢eného
vyrobcem tohoto kitu, pficemz objem elu¢niho roztoku byl 35 pl.

Identifikace pozitivnich nalezli pak probiha pomoci sekvencni analyzy
sangerovou metodou a na zékladé srovnani ziskanych sekvenci s Udaji v da-
tabazi GenBank pomoci algoritmu BLAST.

Uvedena metodika byla vyuZita k rozsahlé analyze komard, odchycenych
na jizni Moravé, ale obdobny protokol byl uzit i spolupracujicimi pracovis-
ti k testovani komar(, pochazejicich z Italie, Spanélska, Portugalska a Velké
Britanie. Co se nasich vysledk( tyce, kromé zndmych vir(l (napf. bunyavirus
Tahyna) jsme detekovali zcela nové viry ze skupiny ozna¢ované jako ,mos-
quito-only flaviviruses” (MOF). Jeden MOF identifikovany na jizni Moravé
byl identicky s pfedchozim nalezem z Itélie, dalsi pfedstavoval zcela novy,
unikatni taxon (Calzolari et al., 2012). Podafilo se nam tedy ovéfit dfive pub-
likované metodiky, které byly v nasi laboratofi ¢aste¢né modifikovany nejen
k zdkladnimu skriningu komard na zndmé patogeny, ale metodika se uka-
zala byt velmi vhodnou i pro detekci a identifikaci zcela novych virQ. Jsme
presvédceni, ze s vyuzitim dané metodiky mohou byt identifikovany dalsi
viry, v€etné téch, které mohou predstavovat potencidlni hrozbu z hlediska
lidského zdravi ¢i veterinarni mediciny.
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IV. SROVNANIi NOVOSTI POSTUPU

Problém s nadmérnym vyskytem komard a s komary, jako dilezitymi vekto-
ry onemocnéni ¢lovéka i hospodaiskych zvifat je dlouhodoby a jeho feseni
je vénovano velké Gsili. Vyzkum lihnist komar( se u nas provadi jiz fadu let.
Systematicky monitoring na jizni Moravé probiha od roku 1995. Vétsinou
se vsak omezuje na sledovani lihnist komar( formou odbéru larev v dobé
zaplaveni lihnist, v mensi mire se provadi odbér imag smykem z vegetace
a sledovani aktivity odchytem samicek, naletujicich na ¢lovéka. Timto zpd-
sobem lze do jisté miry predpovédét s urcitym predstihem nebezpeci pre-
mnozeni zéplavovych a kalamitnich druhl komard a navrhnout opatfeni
pro zmirnéni dopad(l na obyvatelstvo. Neposkytuje ndm vsak v dostate¢né
mife informace o celkovém vyskytu komard v oblasti, druhovém slozZeni,
chovani komarQ ve vztahu k obyvatelstvu a hospodaiskym zvifatim, zmé-
nach v druhovém slozeni a ptipadném vyskytu a Sifeni invazivnich druht
komard. Ziskani téchto nezbytnych informaci umoznuje doplnéni monito-
ringu o pravidelny odchyt imag komar0 (zpravidla aktivnich samicek) po-
moci pasti. Odbérem larev se zjisti vyskyt hlavné zaplavovych druh komart
rodu Aedes a Ochlerotatus, informace o vyskytu dalsich druh(, z nichz mno-
hé predstavuji vyznamé vektory, jsou vsak nedostate¢né. Sledovani aktivity
komard odchytem naletujicich samic¢ek pomoci exhaustoru nebo sitkou je
z davodU kratké expozice vyrazné ovlivnéno nejen aktualnim pocasim, ale
i osobou, provadeéjici vyzkum a proto jsou takto ziskané vysledky do zna¢né
miry nestandardni a jen obtizné srovnatelné. Pasti jsou exponovany v kaz-
dém terminu 2x po 16 hodinach a proto je tato metoda zatizena mnohem
mensi chybou, coZ umoznuje lIépe vyhodnotit situaci a navrhnout optimalni
fedeni. Vhodnou volbou pasti a atraktantu (nebo jejich kombinaci) Ize pou-
Zit metodu na sledovani vyskytu i jinych druh hematofagniho hmyzu, jako
jsou pakomarci (Ceratopogonidae) a muchnicky (Simuliidae)

Koméfi jsou vyznamnymi prenaseci celé fady patogennich mikroorganismu.
V nasi praci jsme adaptovali metody prlikazu virovych patogend, zalozené
na principu polymerazové fetézové reakce. Vyuzili jsme univerzalnich dege-
nerovanych primerd pro virové celedé Flaviviridae a Bunyaviridae. Ukazalo
se, Ze tyto metody jsou velmi vhodné k priikazu nejen znamych patogend,
ale ze s jejich vyuzitim Ize identifikovat i nové, dfive nezndmé viry. Tento pfi-
stup tedy umoznuje identifikaci potencialnich virovych patogen( v predsti-
hu, dfive nez budou zaznamenany pfipady onemocnéni ¢lovéka nebo hos-
podaiskych zvifat.
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