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ABSTRAKT

Flaviviry (rod Flavivirus, celed Flaviviridae) zahrnuji mnoho medicinsky 1 veterinarné
vyznamnych arbovirii. VétSina z nich je pfendSena komary, jako napf. virus zdpadonilské horecky,
virus zluté zimnice, virus dengue nebo virus zika. Beéhem posledniho desetileti vSak bylo objeveno
mnoho flaviviri bez prokazaného obratlov¢iho hostitele, které jsou oznacovany jako specificky
hmyzi flaviviry (ISFs).

Tyto viry byly detekovany u dvouktidlého hmyzu (v naprosté vétSiné ptipadi u komari) z
celého svéta. Zda se, ze ani u hmyzu nezplsobuji patologické zmény a nejsou schopné infikovat
zadné obratlov¢i bunky. Neékolik nedavnych studii vSak prokazalo schopnost nékterych ISFs
ovlivnit replikaci medicinsky vyznamnych flaviviri v komafich bunkach. Specificky hmyzi
flaviviry navic pravdépodobné predstavuji evoluéné piivodni linii Celedi Flaviviridae, a jejich
studium by proto mohlo pomoci objasnit, které vlastnosti flavivirim umoznily infikovat obratlovce.
O ekologii ISFs neni znamo mnoho informaci a predpoklada se, ze vétSina zastupcti dosud nebyla
objevena.

Hlavnim cilem této prace bylo detekovat ISFs u komari v Ceské republice, kde zatim
neprobéhl zadny rozsahlejsi vyzkum cileny na tyto viry. V pfipad€ objevu nepopsanych ISFs jsme

chtéli stanovit jejich fylogenetickou pozici a pokusit se o jejich izolaci na bunééné kultuie.

Kli¢ova slova: specificky hmyzi flaviviry, komaii, Ceska republika



ABSTRACT

Flaviviruses (genus Flavivirus, family Flaviviridae) includes a number of medically and
veterinary important arboviruses. Most of them are transmitted by mosquitoes, such as West
Nile virus, yellow fever virus, dengue virus or Zika virus. In the last decade, there has been
discovered number of flaviviruses which have not known vertebrate host. They are called
insect-specific flaviviruses (ISFs).

These viruses have been detected in dipteran insects (mostly in mosquitoes) from all
over the world. It seems they induce no pathogenic changes even in insect and they are not
able to infect any vertebrate cells. However in some recent studies has been shown that some
ISFs could influence the replication of other medically important flaviviruses in mosquito
cells. In addition, they probably represent an ancestrial lineage of the family Flaviviridae and
further studies focused on them could help to clarify which characteristics of flaviviruses
enable them to infect vertebrates. There is not a lot of information about the ecology of ISFs
and it is suggested that most ISFs have not been discovered yet.

Main goal of this thesis was to detect of ISFs in mosquitoes in the Czech Republic,
where have not been made any exstensive research of these viruses yet. In case of discover
some undiscribed ISFs we wanted to characterize their phylogenetic position and try to isolate

them on the cell culture.

Keywords: insect-specific flaviviruses, mosquitoes, the Czech Republic
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Seznam zkratek pouzitych v diplomové praci:

AeFV — Aedes flavivirus

AeVeFV — Aedes vexans flavivirus

bp — jednotka pary bazi

CDC pasti — odchytové pasti z Centra pro kontrolu a prevenci nemoci (Center for Disease
Control and Prevention), John W. Hock, USA

cDNA — komplementarni DNA (complementary DNA)

CFAV - Cell fusing agent virus

cISFs — klasické flaviviry specifické pro hmyz (classical insect specific flaviviruses)

CPE — cytopaticky efekt

CSA — Cell silent agent

CxFV — Culex flavivirus

dISFs — flaviviry specifické pro hmyz piibuzné dvouhostitelskym flavivirim (dual-host
affiliated insect specific flaviviruses)

DNA — deoxyribonukleova kyselina

DNaza — deoxyribonukledza; hydrolyticky enzym, ktery je schopen Stépit molekuly
deoxyribonukleové kyseliny

dsDNA — dvouvldknova DNA (double-stranded DNA)

EVEs — virové sekvence, které se integrovaly do genomu hostitele (endogenous viral

elements)

FBS — fetalni hovézi sérum (fetal bovine serum)

HANKYV — Hanko virus

CHAOYV - Chaoyang virus

ISF — flavivirus specificky pro hmyz

ISFs — flaviviry specifické pro hmyz

ISVs — viry specifické pro hmyz

JEV — virus Japonské encefalitidy (Japanese encephalitis virus)

KRV — Kamiti River virus

LAMYV — Lammi virus

MBFs — flaviviry pfenaSené komary na obratlovce (Mosquito borne flaviviruses)

ML — maximalni vérohodnost (Maximum Likelyhood)

NHUYV — Nhumirim virus

NOUYV — Nounané¢ virus



NPR — Nérodni pfirodni rezervace

NS — nestrukturni protein

PBS — fosfatovy pufr s NaCl (phosphate buffered saline)

PCR — polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
PCV — Palm Creek virus

p. i. — po infekci

PiF UK - Prirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy

RNA - ribonukleova kyselina

RNéza — ribonukledza, hydrolyticky enzym, ktery je schopen Stépit fetézce ribonukleové
kyseliny

RPM - otacky za minutu (revolutions per minute)

SLEV — virus St. Louis encefalitidy (St. Louis encephalitis virus)
TOT — transovaridlni pfenos (transovarial transmission)

UV — ultrafialové

WNV — virus zapadonilské horecky (West Nile virus)



1 UVOD A CILE PRACE

Viry pfendSené Clenovci (tzv. arboviry) plisobi mnoho zavaznych onemocnéni lidi 1 zvifat.
Vyznamnou skupinou v rdmci arbovirti jsou flaviviry (Flaviviridae, rod Flavivirus), z nichz
flavivirim pfenaSenym komary patii napiiklad virus zluté zimnice, virus horeCky dengue ¢i
virus zapadonilské horecky.

V roce 1974 byl z komafich bunck izolovan prvni flavivirus, u kterého nebyla
prokazéana schopnost infikovat buiiky obratlovcil. Dalsi jemu piibuzny virus byl objeven az o
vice nez dvacet let pozdéji. Pro tyto viry fylogeneticky vzdéalené od flavivirii pfenosnych na
obratlovce se zavedl nazev ,,insect specific flaviviruses® (ISFs), tedy specificky hmyzi
flaviviry. Diky prizkumim, které byly zaméfeny na sledovani vyskytu medicinsky
vyznamnych flaviviri v populacich komart z raznych ¢asti svéta, se pocet noveé popsanych
druhti ISFs rok od roku rapidné zvySoval a predpokladé se, ze vétSina ISFs na své objeveni
teprve ceka.

Zajem o vyzkum specificky hmyzich flavivirii nebyl zpoc€atku veliky, nebot” se zdalo,
ze nemaji z lékaiského ani veterindrniho hlediska zadny vyznam. Nékteré pokusy z
poslednich let vSak prokéazaly jejich schopnost zvysit ¢i naopak potlacit replikaci jinych
flavivir v komarich buiikdch. Vzhledem k celosvétovému rozsifeni ISFs v Sirokém spektru
hostitelskych druhit komard by jejich pfipadny vliv na sniZzeni schopnosti replikace
medicinsky vyznamnych flavivirt mohl nabidnout nové metody prevence prenosu puvodcl
zivot ohrozujicich chorob. Vzhledem k tomu, Ze specificky hmyzi flaviviry neptsobi v télech
komart zadné patologické zmény, jednalo by se o zpusob biologické kontroly, ktery by
neohrozoval celkové ekologické vztahy v ptislusnych oblastech. Dikladné prozkoumani ISFs
a jejich porovnani s dvouhostitelskymi flaviviry by také mohlo pfinést nové poznatky o
evoluci této virové Celedi a dat odpovedi na to, které vlastnosti umoziuji flaviviram infikovat
obratlov¢i bunky. O specificky hmyzich flavivirech se uvazuje také ve spojitosti s moznosti
jejich potencionédlniho vyvoje v dvouhostitelské viry.

V Ceské republice dosud neprob&hl zadny rozsahlej§i vyzkum cileny na vyskyt
specificky hmyzich flavivirt, proto jsme za cile mé diplomové prace zvolili:

> detekci ISFs v komarech z Ceské republiky a zji§téni jejich prevalence a hostitelské
specifity

» v piipadé nalezeni dosud nepopsanych ISFs stanovit jejich fylogenetickou pozici na
zakladé¢ ziskanych sekvenci

» izolaci ISFs na komafich buiikich C6/36 a piipadné experimentalni infekce

laboratorné chovanych komard.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Obecna charakteristika flaviviri specifickych pro hmyz (ISFs)

Arboviry (arthropod-borne viruses, viry pienaSené c¢lenovci) jsou vyznamnymi puavodci
zavaznych onemocnéni lidi 1 zvirat. Diky vyzkumim zaméfenym na tyto pienasené patogeny
a vzhledem ke stale se zlepSujicim metodam jejich detekce bylo v poslednich letech objeveno
pfirozen¢ nakazeni a které, jak se z dosavadnich vyzkumti zda, nemaji jiného hostitele nez
hmyz. Jedna se tedy o specificky hmyzi viry (insect specific viruses, ISVs), které nejsou
schopny infikovat obratlovce, tedy ani ¢lovéka. Dosud popsani zastupci patii do Sirokého
spektra Celedi: Alphaviridae, Birnaviridae, Bunyaviridae, Mesoniviridae, Nodaviridae,
Reoviridae, Rhabdoviridae, Tymoviridae, Togaviridae a zejména pak do Celedi Flaviviridae
(Vasilakis et al., 2013; Bolling et al., 2015b). V nékterych ptipadech dokonce tvoii zcela nové
taxonomické jednotky, fylogeneticky odlisné od zminénych celedi, jako napf. Negevirus
(Vasilakis et al., 2013). Viry specifické pro hmyz byly detekovany u rtznych skupin
dvouktidlého hmyzu (Diptera): u flebotomii (Psychodidae) (Moureau et al., 2010, Sanchez-
Seco et al., 2010; Vasilakis et al., 2013), pakomarovitych (Chironomidae) (Cook et al., 2013)
a v nejvetsi mite pak u komari (Culicidae) (napt. Bolling et al., 2015b; Calzoari et al., 2015).
Studium ISVs, které jsou Casto blizce ptibuzné virim pfenasSenym na obratlovce, mize pfinést
nejen nové poznatky o diverzité a evoluci jednotlivych virovych ¢eledi, ale také o vlivu ISVs
na prenos medicinsky a veterindrn¢ vyznamnych arbovirti vcetné jejich potencionalniho
vyuziti pro pfipadnou biologickou kontrolu (Bolling ef al., 2015b).
Flaviviridae (flaviviry). Jednd se o obalené viry, jejichz genom tvofi pozitivni jednovldknova
RNA (+ss RNA). Rod Flavivirus zahrnuje vice nez 70 popsanych druht (Huang et al., 2014),
které maji navzajem velice podobné uspotfadani genomu s jedinym otevienym ¢tecim ramcem
(ORF).

Vétsina flavivira patii mezi arboviry a mnoho z nich plsobi vice ¢i méné zavazna
onemocnéni u Sirokého spektra obratlovCich hostiteld. Pfenaseci téchto dvouhostitelskych
virtt jsou kliStata (napf. virus klistové encefalitidy) a komafi (virus zluté zimnice, virus

horecky dengue, virus zdpadonilské horecky apod.). Dalsi skupinou jsou flaviviry, které byly



doposud izolovany pouze z obratlovcll (konkrétné z hlodavci a netopyril) a pro které je
pouzivano oznaceni ,,No Known Vector Flaviviruses“. Pfestoze zazity nazev naznacuje, Ze
pienaseC zatim pouze nebyl objeven, je mozné, Ze tyto flaviviry (napf. Modoc virus ¢i Rio
Bravo virus) jsou opravdu specifické pouze pro obratlovce a jejich pfenos v ptirodé funguje
bez ucasti clenovcl (Blitvich ef Firth, 2015). U rGznych druhi virt se diskutuje o vertikalnim
1 horizontalnim pfenosu mezi obratlov¢imi hostiteli — virové ¢astice byly u hlodavci nalezeny
napt. v mléénych Zlazach (Fairbrother ef Yuill, 1987) a po experimentalni infekci byly rovnéz
po dlouhou dobu vylucovany moci (Fairbrother et Yuill, 1987; Adams et al., 2013); u
netopyrit se pak podafilo zachytit virové Castice 1 ve slinnych Zlazach (Constantine et
Woodall, 1964).

Posledni skupinou flavivirti z hlediska hostitelské specifity jsou praveé viry specifické
pro hmyz, které (alesponl podle dosud provedenych experiment(l) nejsou na rozdil od ostatnich
skupin schopné infikovat obratlov¢i buniky. Pro tuto relativné nové vytvorenou skupinu neni
ustdlen jednotny néazev, a tak se muzeme v literatufe setkat s vyrazy ,,mosquito only
flaviviruses* (MOFs), ,,insect specific flaviviruses* (ISFs) ¢i pouze ,,insect flaviviruses* (IFs).
Vzhledem k tomu, Ze tyto viry byly detekovany u riiznych zastupcti dvouktidlého hmyzu
(Moureau et al., 2010; Sanchez-Seco et al., 2010; Cook et al., 2013), budu v této praci
pouzivat oznaceni ISFs.

O biologii ISFs neni zndmo mnoho informaci. Jednim z potvrzenych fakti je absence
sérologické zktizené reakce s ostatnimi flaviviry (Calisher et Gould, 2003). Zd4 se, Ze se tyto
viry vyskytuji pouze u hmyzu a nevyvolavaji u svych hostitelti Zadné patologické zmény —
chovaji se tedy v podstaté jako komenzalové a mohou byt povazovany za ptirozenou soucast
komatiho mikrobiomu, kterd podle né€kterych indicii mize u invazivnich druhii komart
predstavovat dokonce kompeti¢ni vyhodu (Calzoari et al., 2015; Carrera et al., 2015). Jak jiz
bylo zminéno vyse, zadny z pokusti o infekci obratlovéich bun€k nebyl uspésny, a prave tato
vlastnost skupinu od zacatku definovala (vice viz kapitola 2.6). Vzhledem k (vicemén¢)
nahodnym zachycenim ISFs v rdmci vyzkumil zaméfenych na patogenni piendsené flaviviry
po celém svéte je pravdépodobné, ze vétSina zastupcl této skupiny nebyla dosud popsana, a
také, Ze se mohou vyskytovat v SirSim spektru hostiteld, nez je dosud zndmo. Hostitelské
specificit¢ se budu podrobnéji vénovat v jedné ze samostatnych kapitol (2.2) stejné jako
pienosu ISFs v ptirodé (kapitola 2.9), protoze ani ptirozeny zptsob, jakym tyto viry perzistuji
v populacich komari, neni uspokojivé vysvétlen. V neposledni fad€é neni znamo, jaky vliv
maji ISFs u svych hostitelli na pfenos medicinsky a veterinarné vyznamnych flavivirt a jestli

s témito piibuznymi viry interferuji (vice viz kapitola 2.8). Sekvence piibuzné RNA



popsanych ISFs byly opakované nalezeny také ve form& DNA, a to jak integrované v genomu
komart, tak v bunéénych kulturach, do kterych byly ISFs inokulovany (vice opét v piislusné

kapitole 2.4).
2.2 Historie objevi, geograficka distribuce a hostitelska specificita ISFs

Prvnim objevenym specificky hmyzim flavivirem byl v roce 1974 Cell fusing agent virus
(CFAV). Ten byl izolovan z bunééné kultury pivodné ziskané z embryi komarti druhu Aedes
aegypti. Svij nazev ziskal kviili tomu, zZe po inokulaci do kultury jiné linie kométich bun¢k (z
komart Aedes albopictus) pusobil fuzi bunck, a dal tak vznikat syncytiim. Pfi pfeneseni
CFAV na obratlov¢i bunky k fazi buné¢k nedochazelo a virus se zde ani nemnozil (Stollar et
Thomas., 1975). CFAV byl pozdéji detekovan i u volné Zzijicich komarti na ostrovech
Portoriko a Culebra (Cook et al., 2006), v Thajsku, kde byla zaznamenana i koinfekce s
DENV (Kihara et al., 2007), v Indonésii (Hoshino et al., 2009) a v Mexiku (Espinoza-Gomez
et al.,2011). Sekvence podobné CFAV byly nalezeny také u komart odchycenych v Argentiné
a v Keni, ale byly pfili§ kratké na to, aby bylo mozné s jistotou tvrdit, Ze se jedna o stejny
virus (Ochieng et al., 2013; Genbank Acc. Nos. DQ335466, DQ335467 a DQ431718; Blitvich
et Firth, 2015). Cell fusing agent virus byl rovnéz izolovan z komara z laboratorni kolonie
pochézejici ze Spojenych stati americkych (Bolling ef al., 2015). Historicky druhym
popsanym specificky hmyzim flavivirem byl Kamiti River virus (KRV) izolovany v roce
1999 z komara odchycenych v Keni. Jeho objev byl publikovan az téméf o 30 let pozdéji nez
prvni ¢lanek o CFAV. Kamiti River virus zdroven pfedstavoval prvni ISF, ktery byl izolovan z
voln¢ Zijicich komart (Sang et al., 2003). Sekvence blizce piibuzné KRV byly nalezeny také
u komari v Argenting, ale i v tomto piipad€ byly pfili§ kratké na to, aby byl vyskyt viru v této
zemi potvrzen (Genbank Acc. No. DQ335465; Blitvich et Firth, 2015).

Béhem nékolika poslednich let vySlo mnoho ¢lanki o nové objevenych specificky
hmyzich flavivirech, z nichZ nékteré jsou prokazatelné rozsifené na nékolika kontinentech
(viz tabulka €. 1). Né&které ISFs byly popsany vicekrat nezavisle na sob¢ pod riiznymi nazvy.
Kuno et al. (1998) postulovali, Ze flaviviry, které jsou pti porovnani nukleotidovych sekvenci
identické z vice nez 84 %, by mély byt povazovany za jeden druh. Pti vyctu dalSich ISFs se
proto piidrzim piehledu, ktery publikovali Blitvich et Firth (2015). Tento ptehled pouziva pro
jednotlivé viry vzdy jen jeden konkrétni nazev. Alternativné pouzivand pojmenovani

konkrétnich virtt uvadim souhrnné v tabulce ¢islo 1.

Potencionalné nové specificky hmyzi flaviviry, u kterych se podafilo osekvenovat



prilis maly Gisek genomu (méné nez 300 nukleotidil) na to, aby bylo mozné s jistotou tvrdit, ze
se jedna o samostatné druhy (Blitvich et Firth, 2015), pfedstavuji Aedes vexans flavivirus,
Czech Aedes vexans flavivirus, Aedes cinereus flavivirus a Aedes cinereus/geminus
flavivirus. Kratké sekvence, které jsou ostatnim dosud znamym flavivirim piibuzné z méné
nez 84 %, byly dale nalezeny u komara v Italii (Calzoari et al., 2010a, 2010b; Cerutti ef al.,
2012), v Keni (Ochieng et al., 2013), v Portugalsku (Osério et al., 2014) a v Recku (Papa et
al., 2014). Dvé sekvence ISFs (rovnéz kratsi nez 300 nt) se podatilo detekovat také u samct
druhu Phlebotomus perniciosus (Diptera, Psychodidae) z Alzirska a bylo pro né¢ navrhnuto
oznaceni phlebotomine-associated flaviviruses (PAFVs), které ma zdiraznit, Zze se jedna o
prvni specificky hmyzi flaviviry nalezené u jiného dvoukiidlého hmyzu nez u komart
(Moureau ef al., 2010). Ve Spanélsku bylo rovnéz detekovano nékolik kratsich flavivirovych
sekvenci, fadicich se pfi fylogenetickych analyzach mezi ISFs, a to u riznych druhti koméara
(Aranda et al., 2009; Sanchez-Seco et al., 2010). Navic zde byly nalezeny navzajem velice
podobné sekvence ISFs, které mohou nalezet stejnému druhu viru, u zastupcii rodu
Phlebotomus a komart Aedes detritus a Culiseta annulata (Sénchez-Seco et al., 2010).
Flaviviry specifické pro hmyz (respektive jim odpovidajici sekvence, které nebyly
pojmenovany) byly detekovany také u dal§i skupiny hmyzu, a to u pakomaérovitych
(Chironomidae), ve Francii (Cook ef al., 2013). Témto sekvencim se zdaji byt nejpiibuznéjsi
(ze 60 %) sekvence nalezené pozd¢ji u druhu Culex pipiens v Italii (Grisenti et al., 2015).
Jednotlivé specificky hmyzi flaviviry se podafilo charakterizovat v rizné mife. Zatimco z
nekterych jsou zndmy jen relativné kratké sekvence, u jinych se podatilo osekvenovat vétSinu
genomu nebo dokonce genom cely. Cést objevenych ISFs byla navic izolovana na bunéénych
kulturach a podafilo se zachytit morfologii jejich virionti. Nékteré specificky hmyzi flaviviry
byly objeveny opakované (at’ uz ve stejnych ¢i geograficky navzajem vzdalenych regionech),
zatimco jiné ISFs se podafilo detekovat pouze jednou (viz tabulka ¢. 1). Nemusi to vSak
znamenat, Ze se na jinych mistech nevyskytuji. Rozdilné je u ISFs také spektrum hostitelll, ve
kterych se konkrétni viry podaftilo detekovat. V nasledujici tabulce jsou zahrnuty pouze ISFs,

u kterych se da se predpokladat, Ze tvofi samostatné druhy a které byly pojmenovany.

Tabulka ¢. 1: Pojmenovani, geografické rozsiieni a hostitelské spektrum popsanych ISFs

Nazev viru* Geografické rozSifeni | Znami hostitelé Zdroje informaci**
Aedes cinereus Velka Britanie Ae. cinereus Calzoari et al., 2012
flavivirus (AeciFV)

Aedes Italie smiseny vzorek Roiz et al., 2012
cinereus/geminus jedinct Ae. cinereus a

flavivirus Ae. geminus




Nazev viru*

Geografické rozsiieni

Znami hostitelé

Zdroje informaci**

Aedes flavivirus
(AeFV)

Brazilie, Italie, Japonsko,
Thajsko, USA

Ae. albopictus,
Ae. flavopictus,
Cx. pipiens

Hoshino et al., 2009;
Calzoari et al., 2010a;
Calzoari et al., 2012;
Ravanini et al., 2012;
Roiz et al., 2012;
Haddow et al., 2013;
Grisenti et al., 2015;
Bolling et al., 2015a;
Fernandes et al., 2016

Aedes galloisi
flavivirus (AGFYV)

Japonsko

Ae. galloisi

Hoshino ef al., 2012

Aedes vexans flavivirus
(AeVeFYV)

Ceska republika, Italie,
Recko

Ae. vexans,
Aedes spp.

Calzoari et al., 2012;
Rizzo et al., 2014;
Papa et al., 2016

Assam flavivirus

Indie

Cx. tritaeniorhynchus

Datta et al., 2015

Barkedji virus (BJV)

Izrael, Senegal

Cx. perexiguus

Kolodziejek et al.,
2013; Genbank Acc.
No. EU078325

Calbertado virus
(CLBOYV)

Kanada, USA

Cx. pipiens,
Cx. tarsalis

Pabbaraju et al., 2009;
Bolling et al., 2011;
Tyler et al., 2011

Cell fusing agent virus
(CFAV)

Culebra, Indonésie,
Mexiko, Portoriko,
Thajsko, USA

Ae. aegypti,
Ae. albopictus,
Culex spp.

Stollar et Thomas.,
1975; Cook et al.,
2006; Kihara et al.,
2007; Hoshino et al.,
2009; Espinoza-
Gomez et al., 2011;
Bolling ef al., 2015a

Culex flavivirus
(CxFV)

Argentina, Brazilie, Cina,
Guatemala, Indonésie,
Japonsko, Mexiko,
Republika Trinidad a
Tobago, Taiwan, Uganda,
USA

Anopheles sinensis,
Cx. fuscocephala,
Cx. interrogator,
Cx. maxi,

Cx. nigripalpus,
Cx. pipiens,

Cx. quinquefasciatus,
Cx. restuans,

Cx. tarsalis,

Cx.
tritaeniorhynchus,
Cx. usquatus

Hoshino et al., 2007,
Morales-Betoulle et
al., 2008; Blitvich et
al., 2009; Cook et al.,
2009; Farfan-Ale et
al.,2009; Kim et al.,
2009; Saiyasombat et
al., 2010; Bolling et
al.,2011; Newman et
al., 2011; Crockett et
al.,2012; Huanyu et
al., 2012; Machado et
al.,2012; Chen et al.,
2013; Goenaga et al.,
2014; Liang et al.,
2015; Fernandes et al.,
2016




Nazev viru*

Geografické rozsiieni

Znami hostitelé

Zdroje informaci**

Culex theileri
flavivirus (CTFV)
Culex pipiens flavivirus,
Mediterranean Culex
flavivirus, Spanish

Portugalsko, Recko,
Spanélsko, Thajsko

Cx. fuscocephala,
Cx. pipiens,

Cx theileri,

Culex spp.

Calzoari et al., 2012;
Parreira et al., 2012;
Vazquez et al., 2012;
Osorio et al., 2014;
Papa et al., 2014;

Culex flavivirus GenBank Acc.

(ScxFV), Wang Thong Nos.AY457040,

virus (WTV) HE997068 —
HE997069

Culiseta flavivirus USA Culiseta melanura Misencik et al., 2016

(CsFYV)

Czech Aedes vexans Ceska republika Ae. vexans Calzoari et al., 2012

flavivirus (Czech

AeveFV)

Donggang virus Cina Aedes spp. Genbank Acc. No.

(DONY) NC 016997

Hanko virus (HANKY) | Finsko, Italie, Recko, Ae. caspius, Calzoari et al., 2012;

Culicinae flavivirus, Portugalsko, Spanélsko | Ae. detritus, Huhtamo et al., 2012;

Marim virus, Ae. vexans, Vazquez et al., 2012;

Mediterranean Aedes spp., Ferreira et al., 2013;

Ochlerotatus Flavivirus, Cx. pipiens, Osoério et al., 2014;

Mosquito flavivirus,
Ochlerotatus flavivirus
(OcFV;OCFVPT),
Ochlerotatus caspius
flavivirus, Spanish
Ochlerotatus flavivirus
(SocFV)

Cx. perexiguus,
Cx. theileri,
Cx. univittatus

Papa et al., 2016;
GenBank Acc. Nos.
EU716415 -
EU716419 a
EU716421 -
EU716424;
HQ676618

Chaoyang virus
(CHAOYV)

Cina, Korejska republika,
Rusko

Ae. albopictus,
Ae. bekkui,

Ae. vexans,
Armigeres
subalbatus, Cx.

pipiens

Liuetal., 2011; Lee et
al.,2013;
Takhampunya et al.,
2014; Pukhovskaya et
al., 2016

Ilomantsi virus (ILOV) | Finsko Aedes spp., Huhtamo et al., 2014
Anopheles spp.

Kamiti River virus Kena Ae. macintoshi Sang et al., 2003

(KRV)

Lammi virus (LAMY) |Finsko Aedes cinereus Huhtamo et al., 2009;

Huhtamo et al., 2014

Marisma mosquito Italie, Spanélsko Ae. caspius Calzoari et al., 2010b;

virus (MMYV) Vazquez et al., 2012;
Pautasso et al., 2013;
Rizzo et al., 2014

Mercadeo virus Panama Culex spp. Carrera et al., 2015

(MECDV)




Nazev viru*

Geografické rozsiieni

Znami hostitelé

Zdroje informaci**

virus (PaRV)

Nakiwogo virus Uganda Mansonia africana Cook et al., 2009

(NAKY) nigerrima

Nanay virus (NANV) |Peru Culex ocossa Evangelista et al.,
2013

Nhumirim virus Brazilie Culex chidesteri Pauvolid-Corréa et al.,

(NHUYV) 2014

Nienokoue virus Pobtezi slonoviny Culex spp. Genbank Acc. No.

(NIEV) NC_024299

Nounané virus Pobftezi slonoviny Uranotaenia Junglen et al., 2009

(NOUYV) mashonaensis

Palm Creek virus Australie Coquillettidia Hobson-Peters et al.,

(PCYV) xanthogaster 2013; McLean et al.,
2015

Parramatta River Australie Ae. vigilax McLean et al., 2015

Quang Binh virus

(QBV)
Yunnan Culex flavivirus
(YNCxFV)

Cina, Vietnam

Anopheles sinensis,
Cx. tritaeniorhynchus

Crabtree et al., 2009;
Zuo et al., 2014

(YDFV)

Xishuangbanna Cina Ae. albopictus Fan et al., 2016
flavivirus (XFV)
Yamadai flavivirus Japonsko Cx. tritaeniorhynchus | Kuwata et al., 2015a

* Nekteré ISFs byly popsany vicekrat nezavisle na sobé pod rGznymi nazvy. Uvedeny jsou zde
vSechny a zvyraznén je vzdy ten z nich, ktery Blitvich et Firth (2015) navrhli pouzivat pro konkrétni

druh viru.

** Jako zdroj informaci jsou v tabulce uvedena také pfistupova cisla do genové banky GenBank®,
National Center for Biotechnology Information (30. 7. 2016), a to pouze v pfipadé, Ze objev dané¢ho
viru z urcité oblasti ¢i z jednotlivych druhti komarid nebyl publikovan. Stejné tak je tomu, pokud je pro
sekvenci uloZenou v této databazi zvolen jiny ndzev, nez v publikovanych ¢lancich, coz maze byt pii

porovnani sekvenci ISFs matouci.

Pocet nové objevovanych ISFs se stile zvySuje a jiz zaznamenané druhy jsou
detekovany u novych druht hostiteli. Calzoari et al. (2015) uvadi, ze vzhledem k témto
pozorovanym skutecnostem by ndzvy druhii ISFs nemély odkazovat na jinou taxonomickou
jednotku (prvniho zjisténého hostitele), nebot’ takova pojmenovani jsou zavadgjici. Siroké
spektrum hostiteld n€kterych druht ilustruje tabulka €. 1, stejné jako fakt, Ze u jednoho druhu

komara mtze byt nalezeno nékolik rozdilnych ISFs.



2.3 Fylogeneze a evoluce ISFs

ISFs mohou byt rozdéleny do dvou fylogeneticky od sebe vzdéalenych skupin (viz obrazek
¢. 1). Dle Blitviche a Firtha (2015), autort jednoho z nejnovéjsich piehledd, budu pro tyto dvé
skupiny pouzivat oznaceni ,klasické flaviviry specifické pro hmyz* (classical ISFs, cISFs) a
LHflaviviry specifické pro hmyz piibuzné dvouhostitelskym flaviviram* (dual-host affiliated

ISFs, dISFs).

r—- NC_003676 - Apoi virus

'NC_003835 - Modoc virus
L—F_:m: 003675 - Rio Bravo virus v
NC_004119 - Montana myotis leukoencephalitis virus
54 TRE DQ235150 - Saumarqz Reef virus
° = NC 023424 - gulemy virus
i DQ235144 - Meaban virus
NC_023439 - Kama virus
DQ235146 - Kadam virus
DQ235149 - Royal Farm virus
NC_006947 - Karshi virus
NC_003687 - Powassan virus
NC_004355 - Alkhumra hemorrhagic fever virus
NC 003690 - Langat virus
NC 005062 - Omsk hemorrhagic fever virus
DQ235151 - Turkish sheep encephalitis virus
NC_001809 - Louping ill virus
*NC_001672 - Tick-borne encephalitis virus
DQ235145 - Gadgets Gully virus
‘) NC_005039 - Yokose virus
= NC_008718 - Entebbe bat virus
NC_002031 - Yellow fever virus
NC 008719 - Sepik virus
MNC_012735 - Wesselsbron virus
DQ859060 - Edge Hill virus
DQ859057 - Bouboui virus
DQ859062 - Saboya virus
DQB5%066 - Jugra virus
DQB59056 - Banzi virus
DQ859065 - Uganda S virus

NC 002640 - Dengue virus 4
1 NC_001474 - Dengue virus 2
1y NC_001475 - Dengue virus 3
= NC 001477 - Dengue virus 1

KC788512 - New Mapoon virus
KM225264 - Bainyik virus
NC_009029 - Kokobera virus
KM225263 - Stratford virus
KM225265 - Torres virus
AYB632538 - Iguape virus
NC_009026 - Aroa virus

NC_015843 - Tembusu virus
1 NC 012534 - Bagaza virus

NC_018705 - Niaya virus

AYB32542 - Rocio virus

NC 009028 - llheus virus
NC_007580 - St Louis encephalitis virus
NC_001437 - Japanese encephalilis virus
NC 006551 - Usutu virus
- AYBOBB0Y - Alfuy virus

NC 000943 - Murray Valley encephalitis virus.

EU082199 - Yaounde virus
EUDB2200 - Koutango virus
NC_009942 - West Nile virus

NC 012533 - Kedougou virus
1 —EESQOM - Spondweni virus
NC 012532 - Zika virus
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T KC496020 - Barkedji virus
NC_024017 - Nhumirim virus

= NC _D17086 - Chaoyang virus
A NC_024806 - Lammi virus
NC_016997 - Donggang virus
NC_024805 - llomantsi virus
J

Q268258 - Hanko virus
|— NC_001564 - Cell fusing agent virus
1 - NC._| 005063 !%amlls River virus
NC_ 012932 - Aedes flavivirus
0.92 - NC 008604 - Culex flavivirus
_E HES74574 - Culex theileri flavivirus
NC_012671 - Quang Binh virus
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Obrazek ¢. 1: Fylogeneticky strom rodu Flavivirus.

Strom byl sestaven na zakladé porovnani kompletnich sekvenci aminokyselin kodujicich flavivirovy
polyprotein. NKV — No Known Vector flaviviruses, dISFs — dual-host affiliated ISFs, cISFS —
classical ISFs. Prevzato z Blitvich et Firth, 2015.



2.3.1 Klasické flaviviry specifické pro hmyz

Mezi cISFs patii vétSina dosud objevenych flavivir specifickych pro hmyz a tato skupina je
fylogeneticky vzdalena od vSech ostatnich zndmych flavivira (Blitvich et Firth, 2015). Jejimi
zastupci jsou napiiklad Aedes flavivirus, Cell fusing agent, Culex flavivirus, Kamiti River
virus, Nakiwogo virus, Palm Creek virus, Quang Binh virus a vétSina dalSich flavivira
zminénych v pfedchozi kapitole, pficemz o nekterych se diskutuje, zdali jsou samostatnymi
druhy nebo zda se jedna o kmeny jiz dfive popsanych druht (Blitvich et Firth, 2015).

Na zaklad¢ podrobné analyzy dosud zvetfejnénych sekvenci genu pro nestrukturni
protein 5 (NS5) se zd4a, Ze cISFs piedstavuji nejstarsi linii celedi Flaviviridae. Jejich vlastnosti
spolu s roz§ifenim na vSech kontinentech (pochopitelné s vyjimkou Antarktidy) naznacuji, Ze
by cISFs mohly ptedstavovat ptedka vSech flavivird s tim, Ze jejich schopnost infikovat
obratlovce (a s tim spojena patogenita) byla ziskana pozdé¢ji béhem evoluce (Firth ef al., 2010;
Calzoari et al., 2015). Pozorovany vertikalni pfenos ISFs poukazuje na moznou schopnost
téchto virh dlouhodobé se udrzovat v hostitelskych populacich, a tedy se vyvijet a
diverzifikovat spole¢né se svymi hostiteli (Bolling ef al., 2015b). Zda se, Zze n¢které z téchto
flavivird se dokonce integrovaly do genomu svych hostiteltl (Crochu et al., 2004; Roiz et al.,
2009; Katzourakis et Gifford, 2010; Rizzo et al., 2014). Experimenty se zastupci skupiny
cISFs potvrdily pfitomnost genetickych faktord, které virlm umoziuji diseminovat do
slinnych 714z komart a vytvofit z nich tak svého vektora (Kent et al., 2010; Saiyasombat et
al., 2011). To by mohlo potvrzovat hypotézu, ze v soucasnosti hojné objevované ISFs maji
potencial vyvinout se v dvouhostitelské viry (Bolling et al., 2015b).

Extrémni geneticka odliSnost cISFs (az ~60% na tGrovni aminokyselin) je srovnatelna s
rozdily mezi tfemi soucasné uznavanymi rody Celedi Flaviviridae, coz vede nékteré autory k
presvédceni, ze cISFs by mély byt zahrnuty do zcela nového rodu v ramci této cCeledi virti
(Moureau et al., 2015).

Klasické flaviviry specifické pro hmyz se d€li do dvou hlavnich fylogenetickych linii
(viz obrazek €. 2) podobné jako flaviviry piendSené komary na obratlovce (Mosquito Borne
Flaviviruses, MBFs) (Roiz et al., 2009; Blitvich et Firth, 2015; Moureau ef al., 2015). Prvni z
nich je slozena z cISFs, které jsou asociovany piedev§im s komary rodu Aedes, zatimco
druhou skupinu tvofi viry, které jsou z pfevazné vétSiny asociovany s rodem Culex. Virus
Hanko je pak odliSny od obou téchto linii a mohl by byt povazovan za (zatim) jediného

zastupce treti skupiny (Blitvich et Firth, 2015). Hostitelskd specificita cISFs, kterou toto

vvvvvv

10



JF7Q7790 - Spanish Ochlerotatus flavivirus
‘_| HE997073 - Ochlerotatus caspllus ﬂa\nilvllrus HANKV
L HF548540 - Ochlerotatus caspius flavivirus
e JQ268258 - Harko virus 2]
AY149905 - Kamiti River virus 1 KRV 3
ABA488408 - Aedes flavivirus =
JX860634 - Aedes flavivirus i
] KC181923 - Aedes flavivirus 8
KF801589 - Aedes flavivirus AEFV >
KM206278 - Aedes flavivirus o
1 KM871198 - Aedes flavivirus 3
0.89 KJ741266 - Aedes flavivirus 2.
ABB813784 - Cell fusing agent virus T
M91671 - Cell fusing agent virus CERY b
GQ165810 - Cell fusing agent virus
KJ741267 - Cell fusing agent virus
EU569288 - Calbertado virus
GU952262 - Calbertado virus CLBOV
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EUB7T9060 - Culex flavivirus
GQ165808 - Culex flavivirus
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HES74574 - Culex theileri flavivirus
JF707811 - Spanish Culex flavivirus CTFV
HE997068 - Culex pipiens flavivirus

=
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% GQ165809 - Nakiwogo virus 1 NAKY
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Obriazek ¢. 2: Fylogeneticky strom monofyletické skupiny kasickych flavivira specifickych pro
hmyz (cISFs) rodu Flavivirus. Strom zobrazuje monofyletickou skupinu viri pfevazné asociovanou s
rodem Culex a dvé monofyletické skupiny, které jsou asociovany predevsim s komary rodu Aedes.

Prevzato z Blitvich ef Firth, 2015.



2.3.2 Flaviviry specifické pro hmyz pribuzné dvouhostitelskym flavivirim

Mensi pocet popsanych zastupcii ma skupina dISFs, kterd navic neni monofyletickéd (Blitvich
et Firth, 2015). Mezi dISFs se tfadi Barkedji virus, Donggang virus, Chaoyang virus,
Ilomantsie virus, Lammi virus, Marisma mosquito virus, Nanay virus, Nhumirim virus a
Nounané virus (Kenney et al., 2014; Carrera et al., 2015; Moureau et al., 2015). Ty lze
rozdelit do dvou skupin, tzv. ,LAMV group”“ a ,,NOUV group®, které jsou ob¢ blizce
ptibuzné MBFs, piestoze neni prokazano, ze by mohly obratlovce nakazit.

Z dostupnych dat vyplyva, Ze ,NOUV group* sdili nejbliz§iho spole¢ného predka s
MBFs a ne s ostatnimi druhy fazenymi mezi dISFs, coz jesté vice nabourava predstavu, Ze se
fylogeneze flavivir d4 odvodit ze vztahu hostitel-vektor (Kenney et al., 2014). Nabizi se
vysvétleni, ze dISFs predstavuji nezavislé linie vird, které v pribehu evoluce ztratily c¢ast
genetickych vlastnosti umoziujici stfidani hostitele, podobné jako skupina oznacovana
nazvem ,,No Known Vector Flaviviruses® (viz vySe), aniz by to mélo vliv na jejich
dlouhodobé pretrvavani v prosttedi (Kenney et al., 2014; Moureau et al., 2015). Lze uvazovat
také o tom, ze se naopak jedna o vzdalené skupiny cISFs, které schopnost replikace v buiikach
obratlovcl nikdy neziskaly. Jinou eventualitu pfedstavuje hypotéza, ze tyto viry jsou na
obratlovce pfenaSeny, ale obratlov¢i hostitelé konkrétnich zastupcii zatim nebyli objeveni
(Kenney et al., 2014).

Zajimavosti je, ze nedavna studie zatazuje virus Rabensburg (RABYV, jedna z linii viru
zapadonilské horecky (WNV) ¢i podle jinych nézorG samostatny druh rodu Flavivirus) k
virim specifickym pro hmyz. Jeji autofi o ném uvazuji také jako o evolu¢nim mezi¢lanku
mezi flaviviry pfendSenymi komdary na obratlovce a ISFs (Aliota et al., 2012). K témto
zavérum je vedly rtizné pokusy srovnavajici RABV s ostatnimi kmeny WNV a pro tuto
hypotézu svéd¢i také porovnani nukleotidové sekvence RABV s reprezentativnimi zastupci
MBFs i ISFs (které autofi bohuzel nejmenuji). DalSi zkoumdni viru Rabensburg by proto
mohlo pomoci k objasnéni genetickych zmén, které flaviviriim usnadnuji stfidani hostitel a

potenciondln€ vedou ke vzniku novych obratlov¢ich patogenii (Aliota ef al., 2012).
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2.4 Integrace ISFs do genomu hostitelt a jejich DNA v bunéénych kulturach

Trvala integrace virovych genli do genomu hostitele je umoznéna tehdy, pokud virus infikuje
zarode¢né (germindlni) buiiky organismu. Nekteré viry jsou schopné se vélenit do DNA
napadené builky, napf. pomoci integrazy. Vlozené virové sekvence (endogenous viral
elements, EVEs) se timto zpisobem mohou stat soucasti chromozomi, a byt tak pfenaseny do
dalSich generaci jako hostitelské alely. Z genomu hostitele v§ak vétSinou byvaji eliminovany
behem nékolika mélo generaci (Katzourakis et Gifford, 2010).

Vyjimku v tomto ohledu tvoii retroviry, které v rdmci svého zivotniho cyklu reverzni
transkripci a integraci do hostitelského genomu vyuzivaji obligatné — maji proto predispozici
proniknout do zarode¢nych bunék zivoCichl a v genomu dané populace se udrzet trvale. Pro
tyto dlouhodobé pfenasené retrovirové sekvence se také nékdy uziva oznaceni ,,endogenni
retroviry®. Existuji i dalsi EVEs, nalezené u Zivocichd, rostlin i kvasinek, které v genomu
svych hostiteli pretrvavaji dlouhodobé v ramci mnoha generaci, ackoliv mezi retroviry
nepatii. Tyto ,,endogenni viry* maji pivod v celedich Dicistroviridae (Maori et al., 2007),
Nudiviridae (Bézier et al., 2009), Totiviridae (Taylor et Bruenn, 2009), Bornaviridae (Horie
et al., 2010), Filoviridae (Taylor et al., 2010), Betaflexiviridae (Chiba et al., 2011),
Partitiviridae (Chiba et al., 2011) ¢i Flaviviridae (Crochu et al., 2004; Roiz et al., 2009;
Katzourakis et Gifford, 2010; Rizzo et al., 2014). Mechanismus genové integrace virl z
téchto Celedi pravdépodobné spociva v rekombinaci jejich genetické informace s endogennimi
retroviry (Geuking et al., 2009; Roiz et al., 2009; Horie et al., 2010, Taylor et al., 2010) ¢i
pararetroviry (Chiba et al., 2011).

Endogenni viry zfejmé ovlivnily evoluci nékterych hostitelskych druhti a pfedstavuji
pro né urcitou vyhodu. Klasickym ptikladem jsou integrované retrovirové geny, které jsou
nutné pro tvorbu placenty, a hraly tak pravdépodobné klicovou roli v evoluci placentalnich
savcl (Dunlap et al., 2006; Dupressoir et al., 2009; Dupressoir et al., 2012; Esnault et al.,
2013; Cornelis et al., 2014). Podobny ptiklad vyuziti sekvenci virového ptivodu hostitelem
ptedstavuji EVEs v genomu huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) a nékolika dalSich
druhti rostlin, které z¢asti tvofi gen podilejici se na regulaci diilezitého rostlinného hormonu
auxinu (Chiba et al., 2011). Za vibec nejkomplexnéjsi dosud objevené endogenni viry lze
povazovat takzvané bracoviry a ichnoviry (Bézier et al., 2013; Jancek et al., 2013). Ty se
vyskytuji ve formé& proviru (sekvenci, které umoziuji produkci virovych partikuli) v

chromozomech lumkii a lumciki (Ichneumonidae a Braconidae). Diky tomu se viriony
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bracovird a ichnovird tvofi ptimo v reprodukénich orgdnech samic téchto hmyzich parazitoida
a jsou nasledné spolu s vajicky lumkt a luméikli vpravovany do jimi napadenych housenek. U
téch inhibuji jednotlivé slozky hmyziho imunitniho systému, a umoznuji tak viceméné
bezproblémovy vyvoj larev parazitoidi (Bézier et al., 2009; Jancek et al., 2013). Koevoluce s
viry tak ziejmé& usnadnila paraziticky zplisob Zivota témto parazitoidiim, vcetné adaptace
konkrétnich druhtt na lokdln€ rozsitené druhy hostiteld, napf. motyli (Lepidoptera), na
kterych mohou parazitovat (Thézeé et al., 2011; Jancek et al., 2013). K integraci virovych
sekvenci doslo u c¢eledi Ichneumonidae a Braconidae opakované (Pichon et al., 2015), jak
dokazuje mimo jiné to, Ze rizné vyvojové linie téchto parazitoidi maji ve svém genomu
integrované sekvence rozdilnych druht vird (Herniou et al., 2013). Koevoluce mezi témito
viry a jejich hostiteli vedla dokonce k tomu, ze virové partikule produkované ve vajecnicich
lumk® a luméikd obsahuji transpozony tohoto blanokiidlého hmyzu. Cést jejich genetické
informace se tak prostfednictvim virionii miize prenaset do hostiteld, coz predstavuje jeden ze
zpisobi horizontalniho genového pienosu mezi navzajem odlisnymi druhy hmyzu (Dupuy et
al.,2011).

Vyse zminéné ptiklady poukazuji na komplexni evolu¢ni vztahy mezi viry a jejich
hostiteli. Zaznamy davnych interakci, které virové sekvence vlozené do genomu riznych
organismil predstavuji, tak mohou pomoci pii rekonstrukci vyvoje nekterych druhti
(Katzourakis et Gifford, 2010). Zejména RNA viry jsou charakteristické svoji obrovskou
genetickou diverzitou a schopnosti rychlého vyvoje diky zaménam nukleotidd. Pfi integraci
do hostitelského genomu proto mohou piedstavovat vhodny geneticky material pro naslednou
evoluci a diverzifikaci eukaryotickych bun¢k, které jsou oproti viriim geneticky mnohem
stabilngj$i (Crochu et al., 2004).

Mezi RNA viry, které jsou schopné integrace do genomu svych hostitell, patii také
specificky hmyzi flaviviry (ISFs). Jediny otevieny cteci ramec vSech flaviviri koduje velky
polyprotein, ktery nasledné¢ dava vzniknout tfem strukturdlnim a sedmi nestrukturdlnim
proteiniim (NS). Mezi strukturdlni patfi protein kapsidovy (C), membranovy (M), ktery je
tvofen ze svého prekurzoru (prM), a obalovy (E). Potfadi gent v otevieném ¢tecim ramci je
nasledujici: 5'-C—prM(M)-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-2K-NS4B-NS5-3'.

Usek DNA, ktery odpovida genu pro nestrukturni protein 3 (NS3) flavivir, byl
detekovan u tkanové kultury bunék C6/36 odvozené z komart druhu Aedes albopictus.
Vzhledem k tomu, Ze se sekvence pii fylogenetické analyze tadila mezi cISFs a neodpovidala
zadnému dosud popsanému viru, dostala nazev Cell silent agent (CSA) (Crochu et al., 2004).

Ptesna povaha nukleovych kyselin CSA byla ovétena pouzitim nukledz — pouziti ribonukleazy
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(RNézy) nezabranilo nasledné PCR amplifikaci, zatimco pouziti deoxyribonukledzy (DNazy)
stejné¢ jako restrikénich enzymi (endonukledz), které Stépi jen dvouvldknovou DNA
(dsDNA), vedlo k negativnim vysledkiim reakce. Tim se jednoznacné potvrdilo, Ze CSA je v
kultufe piitomen ve form¢ molekuly dsDNA (Crochu et al., 2004). Metodou postupného
sekvenovani genomu (genome-walking) bun¢k C6/36 se podafilo detekovanou sekvenci
rozs$itit o dalsi ¢asti a dokonce najit nové virové sekvence, které na piivodni objeveny segment
nenavazovaly. Ohranicujici nukleotidové sekvence téchto usekli jsou nevirového pivodu a
patfi ke genomu komaéfich bunék, coz prokdzalo integraci virovych sekvenci do genomu
bun¢k na tfech rtiznych inzernich mistech (Crochu et al., 2004). Nejvétsi integrovany
segment obsahuje otevieny ¢teci ramec (ORF), ktery odpovida zhruba poloving flavivirového
polyproteinu — 1557 aminokyselinam, které jsou homologické proteinim NS1, NS2A, NS2B,
NS3 a NS4A. Nasledna detekce odpovidajicich medidtorovych RNA (mRNA) je dikazem, ze
ziskané geny jsou hostitelskymi buikami vyuzivany. Dal§i EVEs jsou naopak oproti stejnym
usektim u flavivird zkraceny a obsahuji mnoho termina¢nich kodoni, které prakticky vylucuji
moznost vzniku funkéniho produktu (Crochu et al., 2004). Sekvence CSA byly nalezeny i u
laboratorn¢ chovanych a voln¢ zijicich komart druhu Ae. albopictus. Jednalo se o jedince
rizného geografického pivodu a pohlavi, ve vSech vyvojovych stadiich. Tim se potvrdilo, ze
flavivirové EVEs jsou u de. albopictus rozsitené a nejsou artefaktem manipulace s bunécnou
linii C6/36 (Crochu et al., 2004). Tyto vysledky potvrdila 1 pozd€jsi nezavisla studie
(Katzourakis et Gifford, 2010). U komara Ae. albopictus odchycenych na severu Italie byly
navic nalezeny sekvence DNA integrované z jiného flaviviru nez CSA, ktery rovnéz pii
fylogenetickych analyzach nalezi mezi cISFs (Roiz et al., 2009). Zda se tedy, ze integrace
usekli flavivirové dédi¢né informace se u stejného druhu komara odehrdla opakovang,
pravdépodobné jako nasledek infekce rtiznymi cISFs (Roiz ef al., 2009).

Sekvence ve form¢ dsDNA podobnd NS5 sekvenci flavivirh byla nalezena také u
druhu Aedes aegypti. Tato sekvence, ktera neobsahuje funkéni motivy polymerdzy, byla
odlisna od dtive popsané odpovidajici sekvence u druhu Ae. albopictus, a byla proto oznacena
jako Cell silent agent 2 (CSA2). Podobné jako u CSA bylo zjisténo, Ze jeji ohrani€eni tvofi
nevirové sekvence, coz prokdzalo integraci do hostitelského genomu. Dlkazy integrace viru
byly rovnéz nalezeny v bunééné linii A20 ziskané z Ae. aegypti, stejné jako u laboratorné
chovanych 1 volné zijicich jedinc tohoto druhu (Crochu et al., 2004). Podrobna studie
genomu Ae. aegypti pak pomohla identifikovat fragmenty, které dohromady pokryvaji skoro
cely flavivirovy genom (Katzourakis et Gifford, 2010). Fylogenetické analyzy i v tomto

ptipadé potvrdily, Ze virus, ktery se do genomu integroval, nalezi mezi cISFs (Crochu ef al.,
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2004; Katzourakis et Gifford, 2010).

Sekvence flavivirového plivodu odpovidajici tiseku pro NS5, které byly pivodné
popsany jako Aedes vexans flavivirus (AeVeFV), se integrovaly do genomu nejméné Ctyt
druhit komarQ: Ae. vexans, Ae. albopictus, Ae. geniculatus a Ae. caspius (Rizzo et al., 2014).
Objevené vloZené segmenty AeVeFV maji nefunk¢ni terminacni kodon na 3" konci, cozZ je
pochopitelné, protoze komaii nepotiebuji funkéni RNA-dependentni RNA polymerazu, kterou
gen pro NS5 kéduje (Rizzo et al., 2014). Ackoliv ditkaz integrace AeVeFV byl nalezen pouze
u komarti odchycenych béhem jedné studie v Italii (Rizzo et al., 2014), AeVeFV byl
zaznamenan ve formé DNA i u komarti z Ceské republiky a Recka (Calzoari et al., 2012;
Papa et al., 2016).

Navzijem velice podobné flavivirové sekvence ve formé DNA byly nalezeny také u
komart Ae. caspius, Ae. detritus a Culiseta annulata ze Spanélska. Odli§né sekvence (rovnéz
v DNA form¢) pak byly béhem stejného vyzkumu detekovany u druhu Ae. vexans (Véazquez
et al., 2012). Ve vzorcich, kde byly tyto sekvence objeveny, nebyla identifikovana zadna
virova RNA a nékteré oteviené Cteci rdmce obsahovaly termindlni kodony, z ¢ehoz autofi
vyvozuji (ackoliv to neni zcela potvrzeno), Ze se i v téchto pfipadech jednd o integraci vird,
fadicich se jako ve vSech pfedchozich ptipadech k cISFs, do genomu hostitelll (Vazquez et
al., 2012).

V souvislosti s vySe uvedenymi fakty je zajimavé zminit 1 fenomén, zaznamenany pii
inokulaci viru Cell fusing agent (CFAV) do bunéénych kultur C6/36 a AA23, které obé
pochazeji z komart Ae. albopictus. Genetickd informace CFAV byla v supernatantu nalezena
ve formé RNA, v peletu bunék se ji vSak podafilo detekovat také ve form¢ DNA. Pii
sekvenaci se potvrdilo, Ze ob¢ detekované formy si navzdjem odpovidaji a sekvence CFAV
jsou dobfte rozlisitelné od CSA, ktery je do genomu bun¢k integrovan. Spontanni vytvareni
DNA forem virového genomu bylo potvrzeno i pii infekci bunék A20 a Aedes W-albus
pochazejicich z druhu Ae. aegypti. U nékterych ISFs tedy ziejmé existuje vysoce ucinny
mechanismus reverzni transkripce, coz piedstavuje jednu z potencidlnich cest, kterymi muze
dochazet k integracim sekvenci ISFs do genomu komari (Cook et al., 2006). Tuto hypotézu
potvrzuji i vysledky pokust, pfi kterych byly Culex flavivirus a Nakiwogo virus inokulovany
do kultur bunék C6/36. Sest dni po infekci byla v obou piipadech v buikach potvrzena
pritomnost sekvenci téchto flaviviri ve formé DNA (Cook et al., 2009). Zajimavé je, ze
podobny jev, ktery vedl k integraci virovych sekvenci do genomu bunék, byl jiz dfive popsan
u viru klistové encefalitidy, ktery patii rovnéz mezi flaviviry (sekund. citace Drynov et al.,

1981).
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Z vyse uvedeného vyplyva, Ze samotné zachyceni flavivirovych sekvenci ve vzorcich
neni dikazem ptitomnosti viru. Idedlnim a jedinym nezpochybnitelnym zptsobem je ovéfeni
pfitomnosti virovych cCastic po inokulaci vzorku do bunééné kultury, které je ale mnohdy
neuspésné (Vazquez et al., 2012). Detekce sekvenci ve formé RNA (bez pfitomnosti
odpovidajici DNA, jelikoZ se miZe jednat také o mRNA vznikajici z vlozenych virovych
sekvenci) je také dulezitou indicii — za timto ucelem doporucuji rizni autoii u zkoumanych
vzorkl zejména pouziti DNazy, izolaci celkové RNA a zaroven 1 DNA ¢i provedeni PCR
izolované RNA bez ptedchozi reverzni transkripce (Crochu et al., 2004; Cook et al., 2009;
Tyler et al., 2011; Calzoari et al., 2012; Cook et al., 2012). Pro vylouceni kontaminace
integrovanou DNA u vzorkd, které se zdaji byt pozitivni na pfitomnost viru, je také uzitecné z
casti téchto vzorka vytvoftit kontroly, ke kterym se piida RNéaza a nasledné se provede PCR
bez ptedchozi reverzni transkripce (Sanchez-Seco et al., 2010).

Proces integrace virovych sekvenci do genomu hostitelii ziejmé neni tak vyjimec¢nou
zalezitosti, jak se diive predpokladalo. Mechanismus, jakym k reverzni transkripci flavivirové
RNA a naslednému v¢lenéni do genomu dochdzi, neni dosud objasnén (Vazquez ef al., 2012;
Blitvich et Firth, 2015), integracim vSak pravdépodobné ptedchazeji infekce hostitelt
specifickymi hmyzimi flaviviry. Jak jiz bylo zminéno vySe, rizné druhy komart byly zfejmé
nakazené odlisnymi ISFs, coz spolu s riiznorodosti vloZzenych virovych sekvenci v ramci
jednoho druhu dokazuje, Ze k vclenéni ISFs do hostitelskych genomii doSlo v minulosti
opakovan¢ (Crochu et al., 2004; Vazquez et al., 2012). Vliv vlozenych virovych sekvenci na
nachylnost komar k virovym ndkazdm ani na jejich vektorovou kompetenci nebyl dosud
zkouméan (Vazquez et al., 2012).

Slozitost interakci mezi druhy celedi Flaviviridae a jejich hostiteli potvrdila také
studie, kterd se zaméfila na podobnost urc¢itych dinukleotidovych motivii v genomech virt a
obratlovcl, které tyto viry mohou nakazit. Ziskand data naznacuji, Ze viry infikujici
obratlovce napodobuji ve svém genomu urcité specifické sekvence hostitelské mRNA, coz
ziejm& napomaha jejich ochrané ptfed imunitni odpovédi nakaZeného organismu. Tyto
mimetizujici sekvence se li§i mezi viry pfednostné infikujicimi ptdky a savce, u ISFs se pak
vyskytuji jen nékteré z nich. To je v souladu se zminénou hypotézou, protoze imunitni
odpovéd hmyzu funguje na jinych principech nez imunita obratlovci (Lobo et al., 2009). Pii
nasledné analyze urcitych proteinovych sekvenci se ISFs fadily do stejné skupiny jako jejich
hostitelé — zda se tedy, Ze tyto flaviviry také na zakladé selek¢niho tlaku svych hostitell
zménily nékteré ¢asti svého genomu, coZ jim podle autor mohlo pomoci k trvalym nékazdm

populaci komara (Lobo et al., 2009).
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2.5 Experimentalni infekce komarich bunék

V soucasnosti existuje vice nez 500 hmyzich bunéénych linii, z nichz vice nez 20 pochazi z
komara (Culicidae) (Walker et al., 2014). Koméafi bunééné linie maji svlij ptivod u riznych
druhii rodt Aedes, Anopheles, Culex a Toxorhynchites. Ve vétsiné piipadi se jedna o linie
bunék ziskanych z larev a embryi druhti, které jsou vektory vyznamnych medicinskych a
veterindrnich onemocnéni. Vyjimku v tomto ohledu tvofi linie TRA-171 z druhu
Toxorhynchites amboinensis, u kterého samice krev nesaji, a nemohou tedy patogeny na
obratlovce ptenaset (Walker et al., 2014).

Komaii bunééné linie se pouZzivaji ke studiu rozmanitych jevil jako je humoralni a
bunécna imunitni odpovéd’ a tvorba proteinti souvisejicich s hormonalni odpovédi u hmyzu,
hlavnim vyuzitim je vSak in vitro studium vnimavosti jednotlivych druhit komard k riznym
arbovirovym infekcim a izolace arbovirG ze vzorkll ziskanych odchytem volné zijicich
komart (Walker et al., 2014).

Pro tcely zachyceni a izolace arbovirl je nejcastéji vyuzivana linie bunck C6/36 z
komara Ae. albopictus (Walker et al., 2014). Jednim z divodd mtize byt fakt, Ze vétSina
komatich bunéénych linii neni komeréné dostupna a je mozné je ziskat pouze z laboratofi,
které¢ s konkrétnimi kulturami pracuji. Napiiklad American Type Cell Collection (ATCC)
nabizi pouze tii linie komatich bunék a bunky C6/36 jsou mezi nimi (Walker et al., 2014).
Krom¢ dostupnosti hraje vyznamnou roli také to, ze tato linie bunék ma omezenou
antivirovou imunitni odpovéd’ (vyuzivajici mechanismu RNA interference), a je tak vnimava
pro Siroké spektrum virti (Brackney et al., 2010).

Pravé existence komatich bunécnych linii umoznila izolaci a studium specificky
hmyzich flavivirQ, které se v Zadnych obratlov¢ich bunkach nemnozi. Diky metod¢ detekce
arbovirt, pfi které se vzorky z terénnich odchytl ptidaji do komatich bunéénych kultur, bylo
také mnoho ISFs objeveno (napt. Sang et al., 2003; Hoshino et al., 2007; Kim et al., 2009;
Huanyu et al., 2012). Blitvich et Firth (2015) uvadéji, Zze vSechny popsané klasické specificky
hmyzi flaviviry (cISFs) jsou schopné se v buiikdch C6/36 mnozit. Na druhou stranu ale
zdaleka ne vSechny pokusy o infekci této bunécné linie jednotlivymi specificky hmyzimi
flaviviry byly Gspésné (Pabbaraju et al., 2009; Calzoari et al., 2010a; Calzoari et al., 2012;
Hoshino et al., 2012; Roiz et al., 2012; Grisenti et al., 2015).

Cell fusing agent, prvni popsany ISF, byl objeven pravé diky tomu, Ze v kultuie bunék

C6/36 vedl k tvorbé vyraznych a velkych syncytii (Stollar et Thomas, 1975). Cytopaticky
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efekt (CPE) na buitkky C6/36 maji i mnohé dalsi ISFs, infekce témito viry vSak miiZe mit na
buiiky i velice mirny a tézko pozorovatelny vliv (napt. Huhtamo et al., 2012). Obecn¢ je CPE
pusobeny ISFs u bunck C6/36 charakterizovany zménou tvaru bun€k, shlukovanim buné¢k a
tvorobou syncytii, vétsim mnozstvim plovoucich bun¢€k, které nejsou ptichycené ke dnu, a v
nékterych piipadech také rozpadem a smrti bun€k (Crabtree et al., 2003; Sang et al., 2003;
Cook et al., 2009; Crabtree et al., 2009; Bolling et al., 2011; Vazquez et al., 2012; Parreira et
al., 2012; Ferreira et al., 2013; Huhtamo et al., 2014; Kenney et al., 2014; Carrera et al.,
2015; Fan et al., 2016). Cytopaticky efekt urcitych specificky hmyzich flaviviri se muize
projevit az pti naslednych pasazich na bunkach C6/36, zatimco pii primarni inokulaci jej neni
mozno zaznamenat (Junglen et al., 2009; Hobson-Peters et al., 2013; Carrera et al., 2015).
Jsou vSak znadmy i1 takové ISFs, které cytopaticky efekt na buitkky C6/36 nemaji, prestoze se v
nich prokazateln¢ mnozi (Pauvolid-Corréa et al., 2014; Misencik et al., 2016). Vyskyt a
projevy CPE se mohou liSit i v rdmci jednoho druhu viru u riznych kmeni ¢i izolatd, jak se
ukazalo u CFAV (Carrera et al., 2015), CxFV (Hoshino et al., 2007; Cook et al., 2009; Kim et
al., 2009; Bolling et al., 2011; Huanyu ef al., 2012; Machado et al., 2012; Chen et al., 2013),
AeFV (Hoshino ef al., 2009; Roiz et al., 2012; Haddow et al., 2013; Bolling et al., 2015a),
HANKY (Huhtamo et al., 2012; Vazquez et al., 2012; Ferreira et al., 2013) a CHAOV (Liu et
al.,2011; Lee et al., 2013).

Kvili vySe zminénym okolnostem povazuji néktefi autofi za potfebné provéfovat
ptitomnost flavivird i u kultur, u kterych se CPE neobjevi, pomoci metody PCR (Hobson-
Peters et al., 2013; Carrera et al., 2015). Existuje vSak i popsany piipad, ve kterém byl u
kultury bunék C6/36 po inokulaci vzorku pozorovan CPE, avsak pfitomnost flavivirové RNA
polymerazovou fetézovou reakci se podafilo potvrdit az po ¢tvrté pasazi viru (Bolling ef al.,
2011).

Schopnost replikace v jinych kométich bunéénych liniich nez v bunikach C6/36 byla
provétovana pouze u né€kolika ISFs. Virus Kamiti River je schopen se mnozit také v buitkach
AP-61 pochazejici z druhu Aedes pseudoscutellaris a v buikdch z komart Ae. aegypti (blize
nespecifikované linie), na které na rozdil od bun¢k C6/36 neptisobi cytopaticky (Crabtree et
al., 2003). Quang Binh virus je také schopen replikace i v buitkdch AP-61 a cytopaticky efekt
zde zpusobuje (Crabtree et al., 2009). Replikace CxFV a AeFV byla zaznamenana v bunkach
AeAl-2, které stejn¢ jako linie C6/36 pochazeji z jedinct druhu Ae. albopictus (Hoshino et al.,
2007; Hoshino et al., 2009). Aedes flavivirus se mnozi také v bunikach linie ATC-10 z komara
Ae. aegypti (Hoshino et al., 2009). Cytopaticky efekt byl po inokulaci [lomantsi viru i Lammi
viru pozorovan u komatich bunék AE, AA23 a A20 (Huhtamo et al., 2014). Autofi bohuzel
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ptvod téchto bunék bliZze nerozvadéji. Nhumirim virus je schopen se mnozit v bunikach C7/10
(de. albopictus) a v jedné z bunécnych linii pochazejicich z komart Culex quinquefasciatus.
Stejny virus byl inokulovan také na bunécnou kulturu ISE6 pochazejici z klistat Ixodes
scapularis, zde se vsak NHUV neuchytil (Kenney et al., 2014). Parramatta River virus byl
zkouméan v bunéénych kulturdch RML-12 (d4e. albopictus), HSU (Cx. quinquefasciatus),
Chao ball (Cx. tarsalis) a MOSS55 (Anopheles gambiae), jeho replikace se vSak prokazala
pouze v liniich bun¢k odvozenych z komart rodu Aedes (C6/36 a RML-12), z ¢ehoz je mozné
vyvozovat ur¢itou hostitelskou specificitu tohoto viru (McLean ef al., 2015). Cell fusing agent
se mnozi v buiikach AA23 (d4e. albopictus), A20 (Ae. aegypti) a Aedes W-albus (Cook et al.,
2006).

2.6 Experimentalni infekce obratlov¢ich bunék

Flaviviry specifické pro hmyz nebyly dosud nikdy izolovany z zadného obratlovce a pfi
pokusech o infekce obratlovéich bunécnych linii se zddny z ISFs nebyl schopen v takovych
bunkach replikovat (Blitvich et Firth, 2015).

VétSina pokust (s vice né€z dvaceti riznymi druhy ISFs) byla provadéna na kulturach
epitelidlnich bunék ledvin koc¢kodani, tzv. Vero bunkéch (napt. Stollar et Thomas, 1975; Sang
et al., 2003; McLean et al., 2015; Misencik et al., 2016). Opi¢i bunééné kultury, které byly
pouzity v riznych experimentech s ISFs, déale pfedstavuji linie bunék BGM a MA104 z
kockodanii (Huhtamo et al., 2014) a linie bunék LLCMK z makakt (Crabtree et al., 2009;
Farfan-Ale et al., 2009; Evangelista et al., 2013).

U mnoha riznych specificky hmyzich flaviviri se provéfovala jejich schopnost
infikovat kultury BHK bun¢k, tedy bun¢k z ledvin mlad’at kieckt (napt. Stollar e Thomas,
1975; Sang et al., 2003; Huanyu et al., 2012; McLean et al., 2015; Misencik et al., 2016).
Kultura odvozena z bun€k prasecich ledvin byla také pouzita v nékterych experimentech
(Junglen et al., 2009; Hobson-Peters et al., 2013), stejné jako kultura komiskych ledvinnych
bun¢k (Hobson-Peters et al., 2013). DalSimi savéimi bunénymi liniemi, se kterymi byly
provadény pokusy o infekci specificky hmyzimi flaviviry, jsou mysi buiiky Neuro 2A a L929
(Huhtamo et al., 2009; Huhtamo et al., 2014) a psi bunky MCDK (Evangelista et al., 2013;
Huhtamo et al., 2014).

Potencial ISFs nakazit lidské bunky byl ovéfovan na bunécnych liniich HeLa (Stollar
et Thomas, 1975; Huhtamo et al., 2009), SW-13 (Hobson-Peters et al., 2013; Huhtamo ef al.,
2014; McLean et al., 2015), HEK293 (Huhtamo ef al., 2009; Junglen et al., 2009; Huhtamo e?
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al., 2014), Hep2 (Junglen et al., 2009; Huhtamo et al., 2014), A549 (Junglen et al., 2009;
Evangelista et al., 2013), SH-SY5Y (Huhtamo ef al., 2009), MRC-5 (Huhtamo et al., 2014) a
na bunécné linii RD (Evangelista et al., 2013).

Pta¢i buiiky reprezentovala v né€kolika pokusech linie bunék DF-1, ktera ma sviij
puvod v embryonalnich kufecich fibroblastech (Bolling et al., 2011; Junglen et al., 2009;
Kolodziejek et al., 2013; Lee et al., 2013; Kenney et al., 2014; McLean et al., 2015) a v
jednom pokusu také blize nespecifikovana linie kachnich bun¢k (Lee et al., 2013).

Dalsi obratlovéi bunécné kultury, které se veédci pokouSeli infikovat ISFs, byly
odvozeny z bun¢k drapatky vodni (Xenopus laevis) (Huhtamo et al., 2014; Kenney et al.,
2014) a hroznyse kralovského (Boa constrictor) (Huhtamo et al., 2014).

Pokusy in vivo byly ve vSech ptipadech provadény inokulaci viru do novorozenych
my$i (Sang et al., 2013; Kim et al., 2009; Evangelista et al., 2013; Haddow et al., 2013;
Huhtamo et al., 2014; Carrera et al., 2015; Pukhovskaya et al., 2016)

Prestoze byly pokusy o infekci obratlovéich bun¢k provadény s mnoha riznymi druhy
specificky hmyzich flavivirti a obsahly relativné Siroké spektrum potencionélnich hostiteld,
zadny z experimentil nevedl k replikaci vird, jak uz bylo zminéno na zacatku této kapitoly. To
potvrzuje ptredpoklad, ze ISFs nejsou schopné se v obratlovcich mnozit (Blitvich et Firth,

2015).
2.7 Experimentalni infekce komari

Experimentalni infekce komart flaviviry specifickymi pro hmyz byly provadény nékolika
védeckymi tymy. Pokusy byly zaméfeny na vertikalni pienos ISFs, moznost interference s
jinym patogennim flavivirem, tkanovou specifitu ISFs ¢i na potvrzeni dalSich hostitelil, nez ze
kterych byl virus ptivodné izolovan.

Ve tiech ptipadech se podafilo komary infikovat intrathorakalni injikaci viru (Kent et
al., 2010; Saiyasombat et al., 2011; Goenaga et al., 2015), zatimco Gsp&Sna peroralni ndkaza
byla popséana jen v jediné studii (Lutomiah et al., 2007).

Komarim druhu Cx. quinquefasciatus byl uspésné injikovan Culex flavivirus (kmen
Izabal), pokus o peroralni infekci vSak selhal. Nakazeno bylo 100 % jedincii, do kterych byl
virus vpraven, a nejvyssich titril viru bylo dosazeno pfiblizn€é 8 dni p. i. (Kent et al., 2010).
Stejnym postupem byli CxFV nakazeni i komati Cx. pipiens z laboratorniho chovu. Titry viru
nebyly v tomto pokusu zkoumany, ale prokazala se ptitomnost CxFV ve vajecnicich vSech

naockovanych samic, a to jiz 4 dny p. i. (Saiyasombat et al., 2011). Injikace viru Nhumirim
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(NHUV) rovnéz vedla k infekci komard, a to jak jedinct druhu Cx. pipiens, tak Cx.
quinquefasciatus. Virus byl u nich detekovan 3 dny p. i. v homogenatech z t¢l i ve slinach
(Goenaga et al., 2015).

Pti intrathorakalni injikaci je mozné infikovat komary stejnym objemem (mnozstvim
viru) a ve vSech vySe zminénych studiich méla tato metoda 100% uspesnost. Nejednd se
ovSem o pfirozeny zptsob nakazy a nékteré zavery (napiiklad vyskyt viru v ur€itych tkanich)
mohou byt zavadéjici. AvSak 1 podle publikace Saiyasombata et al. (2011) byl Culex
flavivirus v jedincich nakaZenych pfirozenou cestou (F1 generace komarti odchycenych v
ptirod¢, u kterych byla po vykladeni prokdzana infekce) nalezen ve vSech zkoumanych
tkanich (stfevo, hlava, tukova téliska, vajecniky, varlata a slinné zlazy). Je proto mozné, ze
systémova infekce pozorovand ve vyse zminénych experimentech nebude artefaktem injikace
viru. Pfesto ma tento zpusob infekce ziejmé& vliv na moZzny pfenos viru. Na rozdil od
pfirozen¢ nakazenych komart nebyly injekéné€ infikované samice virem CxFV pochézejici z
dlouhodobé udrzované kolonie schopné transovaridlniho pfenosu, a to i pfesto, ze nasledny
pokus prokazal pfitomnost viru ve vajecnicich injikovanych samic. Pocet naockovanych
samic z jiné kolonie, které byly schopné infekci CxFV na potomstvo pfenést, byl také vyrazné
nizsi, nez jaky byl zaznamenéan u komari nakazenych pfirozenou cestou (Saiyasombat et al.,
2011). V pripad¢ injikace viru NHUV se tspésné vylihl tak maly pocet potomkt nakazenych
samic, Ze nelze v tomto ohledu ucinit objektivni zaveéry (Goenaga et al., 2015).

Tt dny po intrathorakalni injikaci byl Nhumirim virus u komart Cx. pipiens i Cx.
quinquefasciatus detekovan ve slinach (Goenaga et al., 2015). Naopak po injikaci CxFV se
virus ve slinach komart druhu Culex quinquefasciatus nevyskytoval (Kent et al., 2010).
Zajimavé vSak je, ze pii soucasné injikaci CxFV s virem zapadonilské horecky (WNV) byl
Culex flavivirus ve slinach injikovanych jedinct ptitomen (Kent et al., 2010). Podobny jev,
kdy se virus miize dostat do urcitych bun¢k pouze za pfitomnosti jiného viru, byl jiz diive
popsan u viru HIV (Human Immunodeficiency Virus). Jedné se pravdépodobné o dosud ne
zcela prozkoumany mechanismus, pii kterém se jeden virus pfichyti druhého pomoci
receptori na jeho povrchu, a dokdZe ho tak vyuzit pro pfekondni bariéry, kterou by sdm
prekonat nedokazal (Root-Bernstein ez Hobbs, 1993).

Zavérem z téchto pozorovani by mohlo byt, ze ackoliv je CxFV schopny nakazit
slinné Zlazy komarti, mnoZi se v nich jen malo, a neni tedy schopen pfenosu do slin a nasledn¢
do obratlovct (Saiyasombat et al., 2011). Dalsim vysvétlenim muaze byt, Ze u komara rodu
Culex funguje ve slinnych zlazach bariéra, kterd u¢inné brani Siteni CxFV do slin, ale kterou

muze virus za urcitych podminek obejit, jak bylo popsano vyse (Saiyasombat et al., 2011).
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Virus Kamiti river (KRV) byl izolovan z komért druhu Ae. macintoshi (Sang et al., 2003).
Lutomiah et al. (2007) zjistovali, zda mize tento flavivirus nakazit také jedince druhu Ae.
aegypti z laboratorniho chovu, a to perordlné sanim infikované krve. Piestoze se tento zplisob
pienosu pravdépodobné v pfirodé nevyskytuje (protoze ISFs z definice neinfikuji obratlovce),
pfiblizn€ 60 % pln¢ nasatych samic se UspéSné nakazilo. Pfitomnost KRV byla ovéfovana
naslednou inokulaci na tkanovou kulturu a pii pouziti citlivéjsi metody imunofluorescence
byla zjiSténa infekce dokonce u téméf 74 % z téchto jedincti. MoZnost peroralni ndkazy byla
ovefovana také u larev druhého instaru (L2) Ae. aegypti. Larvy se nakazily pozienim bunék
infikovanych KRV a pfitomnost viru byla zkoumana u vylihnutych dospélcii. Priblizn€ 90 %
jich bylo KRV pozitivnich (Lutomiah et al., 2007).

Rozdily v procentech nakaZenych jedincii, kteti sali infikovanou krev a dospélct, kteti
byli infekei vystaveni ve stadiu L2, si lze vysvétlit jednak tvorbou peritrofické matrix u samic
sajicich krev (zda se, ze viry, které béhem néckolika malo hodin neopusti nasatou krev
uzaviranou postupné peritrofickou matrix uz nemaji Sanci komara infikovat (Lutomiah et al.,
2007)) a také tim, ze samice druhu Ae. aegypti maji ve stievé nizsi pH nez larvy stejného
druhu. Je mozZné, Ze pH ma efekt na viabilitu viru, ktery preferuje alkalictejsi prostiedi. Jako
tieti hypotézu uvadéji autofi experimentl fakt, Ze u infekéni krve byly pfesné¢ znamé titry
viru, ale v jednotlivych buiikdch v ramci kultury, kterou se nakrmily larvy, zndmé nebyly a
mohly byt vyrazn¢ vyssi nez v prfedchozim ptipade (Lutomiah et al., 2007).

Ackoliv se o perordlni nadkazu piibuznymi ISFs pokousely i1 dalsi védecké tymy,

infekce komari nebyly Gspésné (Kent ef al., 2010; Aliota ef al., 2012).
2.8 Koinfekce ISFs a MBFs

Fenomén virové superinfekce je definovan jako dé&j, pifi kterém virus vstoupi do bunky jiz
infikované jinym virem. Naopak u n¢kolika virG v€etné zastupcl skupiny Flaviviridae byla
zjiSténa moznost tzv. bloku superinfekce (znamého také pod ndzvem homologni interference,
,superinfection exclusion®), pii kterém se bunka infikovand urcitym kmenem viru stava
rezistentni pro sekundarni infekci stejnym kmenem. RUzné mechanismy homologni
interference byly zjiStény v nckolika stadiich Zivotniho cyklu virh — na rovni ovlivnéni
bunécnych receptorti nutnych pro vstup viru do bunky, samotného vstupu viru do bunky i
casné replikace (Lee et al., 2005). Predpoklada se, Ze blok superinfekce napoméha viru k
ucinnéjsi infekci napadeného organismu — efektivnéjSimu Sifeni infekce i mnozeni viru a

uchovani genetické diverzity v populaci viru (Lee et al., 2005). U nékterych flavivira bylo
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zjiSténo, ze blok superinfekce zahrnuje nejen sekundarni infekci stejnym druhem viru, ale
také ptibuznymi viry. Zda se, ze blok superinfekce mezi riznymi druhy flavivirii je tim

Potencionalné by ISFs mohly pravé timto zpiisobem branit pfenosu zavaznych
onemocnéni. Vzhledem k jejich celosvétovému rozsifeni v Sirokém spektru hostitelskych
druhti komarit by jejich vliv na sniZzeni schopnosti replikace flaviviri patogennich pro
obratlovce mohl nabidnout nové metody prevence pienosu puavodcii Zivot ohrozujicich
chorob. K dnes$nimu dni vSak existuje jen né€kolik malo studii, které se zamétily na koinfekce
medicinsky vyznamnych flavivirti s flaviviry specifickymi pro hmyz, a jejich vysledky si v
mnohém protiteci (Kent et al., 2010; Newman et al., 2011; Tyler et al., 2011; Bolling et al.,
2012; Hobson-Peters et al., 2013; Kenney et al., 2014; Goenaga et al., 2015; Kuwata et al.,
2015Db).

2.8.1 Pokusy in vitro

Pokusy in vitro byly ve vétsiné piipadi provadény na kulturach komatich buné€k C6/36. Dva z
péti dosud publikovanych experimentli provéfovaly moznost superinfekce bunck jiz
nakazenych druhem Culex Flavivirus (CxFV) virem zapadonilské horecky (WNV). Podle
jednoho z vyzkumil se interference mezi obéma flaviviry projevuje pouze v pocatecni fazi
et al., 2012). Vysledky druhého vyzkumu naopak ukézaly, Ze namnozeni WNV v kultuie
bunck C6/36 nebylo inhibovano predchézejici infekei CxFV (Kent et al., 2010). Rozpor mezi
obéma zaznamenanymi vysledky miize byt zptisoben pouzitim rozdilnych izolat virtt CxFV i
WNV z riznych geografickych oblasti (Colorado vs. Guatemala), ziskanych z odliSnych
druhit komard (WNV z Cx. tarsalis vs. Cx. quinquefasciatus, CXxFV z laboratorniho chovu
Cx. pipiens vs. kmen CxFV lIzabal z voln¢ zijicich Cx. quinquefasciatus) a s odliSnym poctem
pasazi izolatd virt na bunéénych kulturdch (Kent et al., 2010; Bolling et al., 2012).

Protoze bunky C6/36 jsou ziskdny z komart druhu Ae. albopictus, ktery neni
ptirozenym hostitelem CxFV (alespon doposud u né¢j nebyl tento virus detekovan), byly
provedeny pokusy také na buinikdch pochazejicich z embryi komard Cx. tritaeniorhynchus
(NIID-CTR cells), které byly dlouhodob¢ infikovany CxFV. V téchto experimentech nebyl
nalezen zadny diikaz bloku superinfekce pfi sekundarnich infekcich virem dengue ani virem

Japonské encefalitidy (Kuwata et al., 2015b).
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Dalsi studie in vitro zkoumala vliv primarni infekce bun¢k C6/36 druhem Palm Creek
virus (PCV) na nésledné infekce viry encefalitidy tdoli Murray (Murray Valley encephalitis
virus, MVEV) a zédpadonilské horecky (Kunjin virus — WNVguny). Autofi na zakladé
ziskanych vysledki predpokladaji, ze komafi buiiky trvale infikované PCV jsou méné
vnimavé pro naslednou infekci WNVguw @ MVEV minimalné po dobu 48 hodin od
sekundarni inokulace, a to diky bloku superinfekce (Hobson-Peters et al., 2013).

V roce 2014 byl publikovan ¢lanek o viru Nhumirim (NHUV), ktery pusobil
signifikantni sniZzeni produkce flavivira WNV, viru St. Louis encefalitidy (SLEV) 1 viru
Japonské encefalitidy (JEV) v koinfikovanych buiikdach C6/36 (Kenney et al., 2014). Inhibice
mnozeni WNV a SLEV byla o néco ucinnéjsi nez u JEV, nicméné vyrazné snizeni produkce
vSech tfi medicinsky vyznamnych flaviviri bylo pozorovano nejen v pocatecni fazi infekce
(jako u vyse zminénych experimentl), ale i sedmy den po inokulaci (Kenney et al., 2014).
Experiment byl pozdé¢ji zopakovan s NHUV a WNV nejen v bunikach C6/36, ale také v
kulturach jiné bunécné linie z komart Ae. albopictus, C7/10. V obou bunéénych liniich vedla
koinfekce WNV s NHUV k vyraznému sniZeni mnoZzstvi viru zdpadonilské horecky oproti
kontrolnim kulturdm infikovanym pouze WNYV, a to opé€t i sedmy den po inokulaci, ¢imz se
vysledky tivodni studie potvrdily (Goenaga et al., 2015).

Neni zcela jasné, zda se tento pozorovany dé¢j dd povazovat za blok superinfekce,
protoze podobnych vysledkl bylo dosazeno nejen pii sekundarni infekei buné€k, které jiz byly
infikovany NHUYV, ale také pfi soucasné inokulaci viru Nhumirim a druhého flaviviru (WNYV,
SLEV, JEV) (Kenney et al., 2014; Goenaga et al., 2015). Nhumirim virus by mohl mit vlastni
(dosud nepopsany) mechanismus, kterym brani replikaci (alespon nékterych) MBFs (Kenney
et al., 2014; Goenaga et al., 2015). Na tomto mist¢ je dulezité zminit, Ze virus Nhumirim je
vice ptibuzny dvouhostitelskym komary pienaSenym flavivirim (spada mezi tzv. dual-host
affiliated ISFs) nez virim Palm Creek a Culex flavivirus (vice viz kapitola 2.3), a proto se
mechanismy, které brani superinfekci, mohou lisit (Kenney et al., 2014; Goenaga et al.,
2015).

Z vyse uvedeného vyplyva, ze vysledky in vitro pokust nejsou jednoznacné, i kdyz
fenomén bloku superinfekce byl zaznamenan opakované a u viru Nhumirim byla dokonce
zaznamenana vysoka ucinnost v omezeni replikace flaviviri z komplexu virt Japonské
encefalitidy. OvSem pokusy na bunécnych kulturach se mohou vyrazné 1i8it od pokusi in vivo,
a to predevSim kviili omezené imunitni odpovédi nejcastéji pouzivané linie bunék C6/36
(Brackney et al., 2010) a obecné¢ kvuli tomu, zZe bunécné kultury postradaji systémovou

imunitni odpovéd’, jakou Ize najit u komplexnich organismill. Ze srovnani publikovanych dat

25



lze navic vyvodit, Zze jednotlivé kmeny ¢i izolaty stejného druhu viru se mohou liSit svym

vlivem na superinfekei, a to v identickych podminkach.

2.8.2 Pokusy in vivo

Existuji 1 experimentalni infekce komart z laboratornich chovil virem zdpadonilské horecky
po ptedchozi inokulaci virem Culex flavivirus. Vysledky dosud jedinych dvou publikovanych
pokust si v8ak vzdjemné odporuji. Zatimco jedna skupina autorli zjistila, Ze ptitomnost CxFV
potlacuje replikaci WNV v prvnich dnech po sekundarni infekci, a tim se prodluzuje
inkubaéni doba WNV ve vektorech koinfikovanych CxFV (Bolling et al., 2012), zdvérem
druhé studie je naopak posilujici vliv primarni infekce CxFV na vyS$i titri nasledné
inokulovaného WNV ve stejném obdobi (Kent ez al., 2010). Autofi obou vyzkumil se vSak
shoduji v tom, ze pozdé€ji (cca 10 dnl p. i.) uz ptfedchozi ptitomnost CxFV nema na
diseminaci, infektivitu ani miru ptenosu WNV zadny vliv.

Na protichtidnost zjisténych faktl maji pravdépodobné zésadni vliv vychozi podminky
experimentl. Ty byly provadény opét s riznymi izolaty vir a navic u kolonii odlisnych druhi
komard rodu Culex. V jednom ptipadé byly porovnavany dvé kolonie komart Cx. pipiens
pochazejici ze vzajemné vzdalenych geografickych lokalit, z nichz u jedné byla zjisténa
dlouhodob¢ udrzovand nakaza CxFV (ziskana pravdépodobné uz pii zakladani chovu),
zatimco jedinci z druhé kolonie v sob& zadnou flavivirovou RNA neméli (Bolling et al.,
2012). Ve druhém experimentu méli autofi k dispozici dvé kolonie druhu Ci.
quinquefasciatus pochazejici rovnéz z odliSnych lokalit. V ramci obou kolonii vytvofili
skupiny, kterym intrathorakalné injikovali infekce schopny ¢i naopak tepelné inaktivovany
CxFV a nasledné (po n€kolika dnech) je peroraln€ nakazili virem zapadonilské horecky (Kent
etal., 2010).

Zajimavosti je, ze v druhé zminéné studii vySly odlisné vysledky u obou
porovnavanych kolonii, mezi kterymi byl rozdil ,,pouze® v jejich geografickém pavodu —
divodem je pravdépodobné odlisnd prostupnost slinnych zlaz pro Sifeni viru (Kent ef al.,
2010). Toto zjisténi castecné zpochybnuje zavéry prvni zminéné studie, kde se porovnavané
skupiny komarua liSily nejen v tom, zda byly nakazené CxFV, ale také svym geografickym
puvodem (viz vySe). Sami autofi vSak pfiznavaji, ze pozorované rozdily mohou byt
artefaktem malého poctu jedincli zkoumanych v jednotlivych dnech po infekci (Kent ef al.,
2010). Je také dulezité zminit, Ze intrathorakalni injikace viru neni pfirozenym zplsobem

nakazy, coz mize mit na ziskané informace zasadni vliv a ¢astecn¢ vysvétlovat rozdily mezi
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obéma zminénymi studiemi.

Vliv primarni infekce virem Culex flavivirus na vektorovou kompetenci komart pro
WNV nebyl dosud presvédCivé objasnén. Aby mohl blok superinfekce omezit mnoZeni
ptibuzného flaviviru, musely by oba viry napadat stejné builkky v téle komara, ovSem o
tkanové preferenci ISFs toho neni mnoho zndmo. Je také prokézano, ze dlouhodoby chov
snizuje genetickou diverzitu populace a muze ovlivnit jeji fitness, takze vektorova
kompetence komarta z laboratorniho chovu se muaze lisit od volné Zijicich populaci (Bolling et
al., 2012).

Nhumirim virus (NHUV) patii na rozdil od CxFV mezi dISFs a jeho potvrzenym
ptirozenym hostitelem je Culex chidesteri (Pauvolid-Corréa et al., 2014). Také u NHUV byl
zkouman jeho vliv na pfenos WNV u komara Cx. pipiens a Cx. quinquefasciatus. U druhu Cx.
pipiens se béhem 14 dni po soucasné intrathorakélni injikaci WNV a NHUV nelisily titry
WNV ani §ifeni tohoto viru v organismu v porovnani se skupinou, které byl injikovan pouze
virus zapadonilské horecky (Goenaga et al., 2015). V ptipadé druhu Cx. quinquefasciatus se
pocet komarti, u kterych byla zjisténa infekce WNV, lisil tieti den po infekci. Soucasna
inokulace NHUV a WNV vedla k detekci viru zapadonilské horecky u 91 % injikovanych
jedincti oproti 100 % pozorovanym u skupiny, které byl naockovan pouze WNV. U
koinfikovanych jedinct byly zaroven zjiStény niz$i titry WNV ve srovnani s kontrolni
skupinou. V nasledujicich dnech (5, 7 a 9 d. p. 1.) se vSak jiz rozdily nevyskytovaly a nakaza
WNV byla potvrzena u vSech jedinct z obou skupin s tim, Ze ani titry WNV se signifikantné
neliSily (Goenaga et al., 2015). Ptesto bylo prokdzano, ze koinfekce WNV a viru Nhumirim
vedla ke snizeni poctu komart Cx. quinquefasciatus, kteti byly schopni pienaset virus
zapadonilské horecky. Signifikantni rozdily v mife pfenosu se projevily sedmy (~30 % oproti
~70 %) a devaty (~24 % oproti ~67 %) den po infekci (Goenaga et al., 2015).

Ani informace ziskané z terénnich odchytli neddvaji na otdzku disledkt koinfekce
flavivird specifickych pro hmyz s MBFs jednozna¢nou odpovéd. V Chicagu byla zjisténa
pozitivni asociace mezi piitomnosti viru Culex flavivirus a virem zapadonilské horecky v
komarech rodu Culex (Newman et al., 2011) a podobné vysledky (pro Calbertado virus a
WNYV) potvrdilo i testovani komari Cx. farsalis z Manitoby (Tyler et al., 2011). Vyzkum na
jihovychodé USA, béhem kterého byli odchytavani jedinci druhu Cx. quinquefasciatus
(Crockett et al., 2012), ani data ziskana z odchytu komart Cx. tarsalis z Kalifornie (Tyler et
al.,2011) vsak zadnou takovou asociaci nepotvrdily.

Potencionalni role flaviviri specifickych pro hmyz v potlaceni ¢i napomahani pfenosu

medicinsky dulezitych flavivirti neni stale dostatecné prozkoumana a mnozi autotfi poukazuji
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na nutnost zjistit o této problematice vice informaci (Bolling et al., 2012; Calzoari et al.,
2015; Carrera et al., 2015). Vysledky pokust s virem Nhumirim vSak napovidaji, ze alesponi
nekteré ISFs plsobi u urcitych druhtt komara sniZzeni schopnosti ptenosu flavivirt, které jsou

puvodci zavaznych onemocnéni obratlovetl (Goenaga et al., 2015).

2.9 Vertikalni a horizontalni prenos ISFs

2.9.1 Vertikalni pfenos

Vertikalni prenos, pfi kterém infikovand samice piendsi patogeny na své potomky, je
pravdépodobné hlavnim zplsobem, jakym se ISFs udrzuji v populacich svych hostitelt
(Bolling ef al., 2012; Blitvich et Firth, 2015; Calzoari et al., 2015). Jednou z cest vertikalniho
pfenosu je pienos transovaridlni (transovarial transmission, TOT), pfi kterém je potomstvo
nakazené samice infikovano uz ve stadiu vajicka v ovariich, tedy pfed uvolnénim a naslednou
inseminaci.

O vertikalnim pfenosu se ve spojitosti s viry specifickymi pro hmyz uvazovalo uz od
doby objevu téchto viril, protoze prvni ISFs byly nalezeny u nedospélych stadii komart, coz
tomuto zptisobu prenosu nasvédcuje. Cell fusing agent byl izolovan z buné¢k, které byly
ziskany z larev komara Ae. albopictus (Stollar et Thomas, 1975) a prvni ISF izolovany z
volné Zijici populace komard (Kamiti River virus) byl také pivodné detekovan u jedinci,
kteti byli odchyceni ve stadiich larev a kukel (Sang et al., 2003). Vyskyt dalSich ISFs u
jedincti obou pohlavi a ve vSech zivotnich stadiich véetné vajicek vertikalnimu ptrenosu také
nasvédcuje (Hoshino et al., 2007; Farfan-Ale et al., 2009; Bolling et al., 2011; Saiyasombat et
al.,2011; Haddow et al., 2013; Bolling et al., 2015a; Misencik et al., 2016).

Experimentalné bylo ovéteno, Ze komati pfirozené nakazeni Culex flavivirem (CxFV)
jej transovarialné prenaseji na své potomstvo a mira pienosu dosahuje 70 — 100 % (Bolling et
al., 2012). Vertikalni pfenos viru Nhumirim byl v laboratornich podminkach rovnéz prokazan
(Goenaga et al., 2015). Jedna se tedy o zpusob, jakym se virus muze efektivné dlouhodobé
udrzovat v hostitelskych populacich (Bolling et al., 2011; Saiyasombat et al., 2011; Bolling et
al., 2012).

AvSak v experimentalni studii samice druhu Cx. pipiens, kterym byl CxFV injikovan,
virus na své potomstvo pienasely v mnohem mensi mife, nez je uvedeno vyse, nebo dokonce
nebyly pfenosu schopné viibec (Saiyasombat et al., 2011). Autoii experimentu diskutuji
moznost, zda laboratorni chov nemize u komarti pozménit nékteré¢ vlastnosti umoznujici

TOT. U samic z kolonie, kterd méla trvani pouze Ctyii generace, byla zjiSt€éna mira pienosu
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kolem 20 %, zatimco samice z kolonie udrzované v laboratornich podminkach dlouhodobé¢
virus na potomstvo neptfenasely vibec (Saiyasombat ef al., 2011). Dalsi moznosti je, ze rozdil
v mife pfenosu je artefaktem injikace viru, jak uz bylo zminéno v kapitole o experimentalnich
infekcich komard. Tuto hypotézu dopliiuji autofi tivahou o tom, Ze dlouhodoba nékaza
(ptenesend na potomky od rodi¢il) miize potencionalné zpiisobovat patologické zmény ve
vajecnicich, které transovaridlni pfenos usnadiuji (Saiyasombat et al., 2011). Pfi jiném
experimentu, ve kterém byly samice Ae. aegypti infikovany peroralné virem Kamiti River
(KRV), se virus pienesl pouze na pfiblizné 4 % jejich potomkid (Lutomiah et al., 2007).
Omezend mira pfenosu mize byt v tomto pifipadé¢ dana tim, Ze Ae. aegypti neni potvrzenym
ptirozenym hostitelem KRV (Blitvich et Firth, 2015), ackoli v tivahu pochopitelné ptipadaji i
hypotézy zminéné vyse.

Vertikélni ptfenos byl u riznych druht ISFs prokazan opakovang, a je tedy rozhodné
jednim ze zpusobi, kterymi jsou viry specifické pro hmyz udrzovany v hostitelskych
populacich. K prenosu ISFs vSak zfejmé dochdzi i jinymi cestami, jak naznacuje zejména
vyskyt stejnych virt u nékolika riznych druhtt komart (Moureau et al., 2015). Navic, pokud
by se ISFs pfenaSely pouze vertikalné, dala by se ocekavat jejich velice vysokd prevalence v
ramci jednotlivych populaci, coz vSak neodpovidéa pozorovanym skutecnostem (Bolling et al.,
2011). Rozdily v poctu nakazenych samct (~40 %) a samic (~85 %) v laboratorni kolonii
trvale infikované Aedes flavivirem (AeFV) také naznacuji, Ze vertikalni ptenos, u kterého by
se dal ptfedpokladat obdobny podil nakazenych jedincii obou pohlavi, neni jedinym zpiisobem,
jak se zde virus udrzuje (Bolling et al., 2015a). U nekterych flavivira specifickych pro hmyz
(AeFV, CxFV, CLBOV) byla navic zaznamenana sezénni dynamika vyskytu (Blitvich et al.,
2009; Kim et al., 2009; Calzoari et al., 2010a; Bolling et al., 2011), ktera rovnéz napovida, ze
vertikdlni pfenos nemuize byt jedinym zplsobem, jak se ISFs pfirozené udrzuji a §ifi v
populacich svych hostiteli. V takovém piipadé by totiz k vyraznym prevalenénim zménam v

dlouhodobé¢ sledovanych populacich dochazet nemélo (Blitvich et Firth, 2015).

2.9.2 Horizontalni prenos

VétSina znamych flavivir je prenaSena horizontalné, a to mezi krevsajicimi Clenovci a
obratlov¢imi hostiteli. Takovy pfenos miize byt biologicky (virus se ve vektorovi mnozi) ¢i
mechanicky, jak bylo zaznamenano u jinych skupin arbovirti (Mellor, 2000). Zadny z dosud

objevenych ISFs nebyl schopen infikovat zkoumané obratlovéi bunky (viz kapitola 2.6).
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Experimentalni ndkaza komard sanim krve obsahujici Kamiti River Virus vSak byla uspésna
(Lutomiah et al., 2007) a opakované byl prokdzan také vyskyt riznych ISFs ve slinnych
zlazach infikovanych komart (Saiyasombat et al., 2011; Kent et al., 2010; Bolling et al.,
2015a; Goenaga et al., 2015).

Dal§im zplisobem horizontalniho ptfenosu vir je ptenos pohlavni, ktery se podafilo
prokdzat pii experimentech s CxFV, a to z infikovanych samct na neinfikované samice i
naopak. Timto zptsobem bylo nakazeno pouze malé mnozstvi jedincl (2 — 5 %) a nezda se
tedy, Ze by pohlavni ptenos hral v sifeni ISFs vyznamnéjsi roli (Bolling ef al., 2012).

Je znamo, Ze rizné druhy komarl vyuzivaji stejna mista ke kladeni vajec a soucasny
vyskyt jejich larev v takovém prostredi (horizontalni kontaktni pfenos) je jednim z moznych
teoretickych vysvétleni detekce stejnych virt u riznych hostitelskych druhtt (Moureau ef al.,
2015). Kontaktni pfenos vSak nebyl pii pokusech s CxFV pozorovan ani u larev ani u
dospélct komarti Cx. pipiens (Bolling et al., 2012). Bylo ale prokazano, zZe larvy Ae. aegypti
se mohou nakazit pozfenim komafich bun¢k infikovanych KRV (Lutomiah et al., 2007).
Timto zpiisobem by se tedy hypoteticky mohly skutecné na jedné lokalité nezavisle na sobé
nakazit larvy riiznych druht komari stejnym druhem viru.

Moureau et al. (2015) diskutuje také mozné zapojeni samic entomofagnich zastupcii
celedi Ceratopogonidae do pienosu viri mezi komary. Ty by podle n¢j mohly umoznit
kolovani patogenu parazitaci na nasatych samicich komarti — po nabodnuti jejich abdomenu
jsou schopny sat krev, kterou obsahuje stfevo komara (Laird, 1946; Chhilar et Chaudhry,
2010). Timto zptisobem by se z nich teoreticky mohli stat vektoti ISFs, ktefi viry ptfenase;ji

mezi riznymi druhy komard (Moureau et al., 2015).
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Odchyt a druhova determinace komari

3.1.1 Odchyt komara

Pro odchyty komara jsem vyuzivala pasti CDC mini light traps (Center for Disease Control

and Prevention) a jako atraktant pro komary slouzil oxid uhli¢ity. V nékterych ptipadech

probihal sbér komard také entomologickou sitkou, a to jak smykem z vegetace, tak i

odchytem naletujicich samic. Dopliitkovou metodou pak byl sbér sedicich samic exhaustorem.

Pouzité pomiicky pro odchyt do pasti:

CDC pasti bez svételného zdroje (John W. Hock, USA), typ 512 a 1012
baterie (HAZE, HZS 6 — 12, 6V, 12Ah)

termosky s vyvodem

CO; ve formée suchého ledu, kostky nebo pelety (Linde Gas)
polystyrenové krabice na uchovani suchého ledu a vzorkt

plastové Petriho misky

entomologicka pinzeta

Pouzité pomiicky pro sbér entomologickou sit’kou a exhaustorem:

entomologicka sitka
exhaustor

nylonova sit'ka s Zeleznou konstrukci pro ptevoz zivych komart

Odchyty pomoci CDC pasti byly provadény v letech 2013 — 2015 v Narodni ptirodni

rezervaci (NPR) ReZabinec a ReZabinecké tiné (v ramci schvaleného dlouhodobého vyzkumu

této lokality) v jiznich Cechach a v roce 2013 také v tudoli potoka Zabrdky na pomezi

StiedoCeského a Libereckého kraje. Odchyty entomologickou sitkou probihaly v udoli

Zabrdky a také v Polabi v okoli obce Bysicky (viz obrazek ¢. 3).
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Obrazek ¢. 3: Mista odchyti komari v letech 2013 — 2015

Na uzemi NPR ReZabinec a Rezabinecké tiné probihaly odchyty v letech 2013 —
2015, vzdy na pfelomu cCervence a srpna, a to intenzivné béhem osmi az deviti po sobé
nasledujicich noci. CDC pasti bez svételného zdroje byly instalovany na tfech typech mist —
na brezich rybnika husté zarostlych rdkosem (obr. €. 4), nad vodni hladinou tini a na jejich
biezich (obr. ¢. 5) a v prilehlych susSich mistech se stromy a kiovinami (obr. €. 6). V udoli
Zabrdky probihal odchyt pomoci CDC pasti pouze v roce 2013, a to intenzivné béhem tii
nasledujicich noci. Pasti zde byly umistény do zarostlych mist, kam se potok pravidelné
rozléva a zanechava zde dlouhodobé zatopend mista (napt. byvaly ndhon rozpadlého vodniho
mlyna). Pro naldkéni komara byl ve vSech pfipadech pouzivan oxid uhli¢ity ve formé suchého
ledu. Pasti byly zavéSeny na pfihodné vétve stromt ¢i kovisek do vysky cca 1,5 m a v jejich

blizkosti byly umistény také termosky se suchym ledem. Hadi¢kou se pak uvoliujici se oxid

uhli¢ity dostaval k hornimu okraji pasti.
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Obrizek &. 6: Ukazka umisténi CDC pasti v lesiku (NPR ReZabinec a Rezabinecké ting)
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Pasti byly spoustény vecer (kolem osmnacté az devatenacté hodiny), tedy v dobé, kdy
letni vysoké denni teploty zacaly pozvolna klesat, a sitky s odchycenymi komary byly z pasti
odebirany mezi sedmou a osmou hodinou ranni; pted tim, nez zacaly teploty opét vyrazné
stoupat. Odchyty tak probihaly vecer, kdy je aktivita komart nejvyssi, dale béhem celé noci a
také béhem zvySené aktivity komara v rannich hodindch. Odebrané odchytové sitky byly
nasledné umistény do polystyrenovych krabic se zasobnim suchym ledem a pomoci CO»,
ktery se zde uvoliloval, a ¢astecné také zmrazenim pii kontaktu s kostkami suchého ledu, byli
odchyceni komati usmrceni. Po premisténi do Petriho misek (s oznacenim data a mista ¢i
konkrétni pasti odchytu) zde byli komati také v terénu uskladnéni (suchy led zajist'uje teplotu
okolo —70 °C). Po ptevozu do laboratote byli odchyceni jedinci dale uchovavani v —70 °C.
Nizka teplota pod bodem mrazu byla zvolena proto, aby nedoslo k destrukci potencionalné
ptitomnych virovych ¢astic ¢i jejich genetické informace (RNA).

V piipadé odchytli entomologickou sitkou a sbéru sedicich samic exhaustorem byli
zivi komafi v terénu premisténi do nylonové sitky vypnuté v kovové konstrukcei (tyto sitky se
pouzivaji rovnéz pro dlouhodoby chov hmyzu) a az do pfevozu do laboratoie jim zde byla
pomoci navlhéené vaty udrzovana optimalni vlhkost. V piipadé, ze zde byli odchyceni komari
pfechovavani déle nez jeden den, byla pfidana rovnéZ cukerné potrava (50% cukerny roztok).

V laboratofi byli komafti usmrceni zmrazenim v —70 °C.

3.1.2 Druhova determinace odchycenych komaru

Pouzité pomiicky:
* plastové Petriho misky
* m¢ekka entomologicka pinzeta
* plastové minizkumavky Eppendorf 1,5 ml

* binokularni lupa (SZX12, Olympus Optica, Inc.)

S vyuzitim binokularni lupy byli komafi na zédkladé morfologickych znakl urceni do druhil
dle kli¢e Fauna CSR, svazek 13, Komaii bodavi (Kramai 1958). Bé&hem uréovani bylo nutné
jedince stale udrzovat na ledu, aby nedoslo k jejich uplnému rozmrazeni. Z tohoto divodu
byli také v nékterych ptipadech koméafi ur€ovani pouze na trovenl komplexu druht dle
zminéného klice (Kramat, 1958): komplex Aedes cantans zahrnuje druhy Ae. cantans, Ae.
riparius, Ae. annulipes, Ae. excrucians a Ae. flavescens. Do skupiny Aedes communis-rusticus

se fadi druhy Ae. communis, Ae. punctor, Ae. leucomelas, Ae. cataphylla, Ae. sticticus, Ae.
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nigrinus, Ae. pullatus., Ae. diantaeus, Ae. intrudens, Ae. rusticus a Ae. refiki. Culex pipiens
komplex pak tvoti druhy Cx. pipiens a Cx. torrentium. Roztfidéni jedinci byli nasledné
rozdéleni do plastovych zkumavek (Eppendorf) o objemu 1,5 ml. Pocet jedincti ve vzorku se
pohyboval v rozmezi 1 — 12, naprostd vétSina vzorkii vSak obsahovala pfesné deset komart.
Pied dalSim zpracovanim byly vzorky opét ulozeny do -70 °C. V nésledujicim kroku bylo do
zkumavek postupné ptidano 600 pul PBS (1x koncentrovany) a 30 pl teplotné inaktivovaného
FBS. Takto vytvofena smés byla pfimo v minizkumavce zhomogenizovana pomoci
autokldvovanych umélohmotnych homogenizacnich pisti. Vzorky byly 1 b&hem
homogenizace udrzovany na ledu. Po centrifugaci (cca 15 sekund/8 000 RPM) bylo 140 ul
odebraného supernatantu pouzito na izolaci RNA, zbytek homogenatu byl rozdélen na dvé

casti (240 a 250 pl) a ponechan pro dalsi ucely v —70 °C.

3.1.3 Izolace DNA a specificka amplifikace pro rozliSeni druhi Cx. pipiens a Cx.
torrentium

Pouzité pomiicky a chemikalie:
* High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche)
* PCR H;O (Top-Bio)
* Isopropanol (Sigma-Aldrich)
*  EmeraldAmp GT PCR Master Mix (TaKaRa)

* specifické primery (viz nize)

Z homogenatl vzorka obsahujicich po deseti jedincich ur¢enych jako Culex pipiens komplex
byla izolovana celkovd DNA dle pokynt vyrobce komer¢niho kitu High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche). Pouze v poslednim kroku celého procesu byla DNA z kolonky
eluovana do 100 ul PCR vody namisto elu¢niho pufru, a to na zdklad¢ zkuSenosti ostatnich
kolegli z nasi laboratofe (laboratof Biologie hmyzich vektorti a jimi pienaSenych patogent,
Katedra parazitologie PfF UK).

Izolovand DNA byla dale pouZita na standardni PCR se specifickymi primery pro
rozliSeni druhtt Culex pipiens a Cx. torrentium. Tyto primery jsou zaméteny na usek jednoho z
gent, ktery koduje acetylcholinesterazu (ACE), ve kterém jsou vyse zminéné druhy

polymorfni (Smith et Fonseca, 2004).
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Tabulka ¢. 2: Specifické primery pro rozliSeni druhi Cx. pipiens a Cx. torrentium

nazev primeru orientace sekvence primeru (5" —3")
ACEpip forward GGAAACAACGACGTATGTACT
ACEtorr forward TGCCTGTGCTACCAGTGATGTT
B1246S reverse TGGAGCCTCCTCTTCACGGC

Tabulka ¢. 3: SloZeni amplifika¢ni reakce Cx. pipiens vs. Cx. torrentium (celkovy objem 24 pl)

Master Mix (2% koncentrovany)

12 ul

PCR H,O

8 ul

primer ACEpip (0,1 uM)

1wl

primer ACEtorr (0,1 uM)

1l

primer B1246S (0,2 uM)

1l

vzorek DNA

I

Tabulka ¢. 4: Nastaveni teplotniho cyklu pro amplifikaci (ACEpip/ACEtorr/B1246S)

Pocet opakovani Teplota Cas
1x 94 °C 5 min
94 °C 30s
35x 55°C 30s
72 °C 1 min
1x 72 °C 5 min

Pfitomnost a velikost specifickych amplikonii byla ovéfena pomoci horizontéalni

elektroforézy (1% agardzovy gel, 1x TAE pufr), viz také kapitola 3.2.5. Produkty potvrzujici

ptitomnost Cx. pipiens a Cx. torrentium se lisi velikosti (610 bp a 416 bp). Vysledky

(ptitomnost jednoho ¢i dvou pruht) byly proto ztejmé jiz z fotografie gelu a nebylo nutné pro

jejich ovéteni izolovat a sekvenovat PCR produkty.

Chemikalie pouzité pro horizontalni elektroforézu:

* TAE pufr (AppliChem Gmbh, BioChemica)

* Agardza (Invitrogen Ltd.)

* SybrSafe DNA gel stain (Invitrogen Ltd.)

* GeneRuler TM 100 bp DNA Ladder Plus (Fermentas life science)

Pivodné jsem pro ziskdni templatové DNA k rozliSeni druhti Cx. pipiens a Cx.

torrentium zkousela 1 alternativni metody — pifimou PCR z koncetin jednotlivych komara

(Werblow et al., 2016) 1 metodu extrakce DNA z koncetin jednotlivych komart pomoci
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sonikace (Hunter er al., 2008). Cilem bylo izolovat DNA z jednotlivci, nikoli ze vzorki
obsahujicich vice komart. Zaroven jsem vSak chtéla dosahnout toho, aby z jedincti pouzitych
na izolaci DNA bylo moZné izolovat také RNA a detekovat pfipadné piitomné flaviviry.
Vzhledem k tomu, ze zminéné metody mély jen cCasteCnou uspéSnost, pfistoupila jsem
nakonec ke klasické izolaci DNA (viz vysSe). Pouzity byly homogenaty ze vzorkii obsahujicich
deset komart, ze kterych bylo jiz dfive odebrano potiebné mnozstvi materidlu na izolaci

virové RNA.

3.2 Detekce flavivirové RNA

3.2.1 Izolace RNA

Pouzité pomicky, chemikalie a roztoky:
*  QIAamp® Viral Mini Kit (QUIAGEN)
*  96% etanol (Sigma-Aldrich)

Izolace virové RNA z homogenizovanych vzorkl (viz vyse) byla provedena komerénim kitem
QIAamp® Viral Mini Kit dle protokolu. Cast takto ziskané RNA byla pouZita na piepis do
cDNA (viz nize), zbytek byl uchovan v — 70 °C.

3.2.2 Precisténi DNazou

V tvodnich pokusech jsme se rozhodli zjistit, zda se ve vzorcich, které budeme pouzivat na
PCR (cDNA odpovidajici izolované RNA, viz kapitola 3.2.3), objevuje také DNA komard,
kterd je schopna amplifikace. Za pouziti primerti pro CO-I barcoding (LCO/HCO) jsme
prokézali, ze DNA komart je pfitomna a mohla by vést ke kontaminacim a faleSn¢ pozitivnim
vysledkiim. U dalSich vzorka jsme se proto rozhodli pfidat krok piecisténi izolované¢ RNA

deoxyribonukledzou (DNazou).

Tabulka ¢. 5: Primery pouZité pro CO-I barcoding — ovéfeni pritomnosti hostitelské DNA v

izolované virové RNA

nazev primeru orientace sekvence primeru (5'—3")
LCO1490* forward GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG
HCO2198* reverse TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA

*Folmer et al., 1994
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Pouzité pomicky, chemikalie a roztoky:

. DNAse I (Thermo Scientific)

. Buffer DNAse I (Thermo Scientific)
. EDTA (50 mM, Thermo Scientific)
. PCR H;O (Top-Bio)

Tabulka €. 6: SloZeni ivodni smési pro preciSténi vzorki DNazou

RNA ze vzorku Sul
Pufr DNAse I Il
DNAse I Tl
PCR H,O 3l

Smeés vytvorena dle tabulky €. 6 byla v 1,5 ml zkumavkach (Eppendorf) inkubovana
po dobu 30 minut pti 37 °C. Poté k ni byl ptidan 1 ul EDTA a nésledovala inkubace 10 minut
pfi teploté 65 °C.

3.2.3 Prepis RNA do cDNA

Celkem 10 pl piecisténé izolované RNA bylo v dalsim kroku pfepsano do komplementéarni
DNA (cDNA) pomoci komeréniho kitu Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit
(Roche). V tivodnim kroku byly ke vzorku piidany 2 pl Random Hexamers (vyrobce zde
nabizi dvé alternativy) a dale jsem postupovala dle pokynl k pouziti kitu.Ze ziskané cDNA
(20 ul) byla cast pouzita na PCR pro zékladni detekci flavivirG a zbytek byl uchovan v
— 20 °C pro ptipadné opakovani ¢i PCR s jinymi primery.

Pouzité pomicky, chemikalie a roztoky:

* Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche)
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3.2.4 Specificka polymerazova retézova reakce (PCR)

SloZzky reakéni smési pro PCR reakce:

* Templatova DNA
* Specifické primery (viz dale)
* PPP Master Mix (Top-Bio) nebo EmeraldAmp GT PCR Master Mix (TaKaRa)

* PCR H,O (Top-Bio)

Vzhledem k tomu, Ze klasické metody pro prukaz arboviri z komart (intracerebralni
inokulace vzorkd do mysi ¢i izolace v bunécnych kulturach) jsou ¢asové narocné a ndkladné,
zaméfila se fada ptedchozich studii na nové metody detekce virti zaloZzené na principu PCR s
pouzitim univerzalnich celed’ové specifickych primertd. Pro celed Flaviviridae bylo
navrhnuto nékolik takovych primert. My jsme se rozhodli pro zakladni detekci flavivira u
odchycenych komari vyuzit primery, které¢ jsou zacilené na konzervovany usek genu pro
nestrukturni protein 5 (NS5) dle publikace Scaramozzino et al., 2001. Tyto primery rovnéz

doporucuje metodicka publikace Gelbic et al., 2012.

Tabulka €. 7: Univerzalni primery vyuZité pro zakladni detekei flavivira

nazev primeru orientace sekvence primeru (5" —3")
MAMD forward AACATGATGAARAGRGARAA
CFD2 reverse GTGTCCCAGCCGGCGGTGTCATCAGC

Tabulka ¢. 8: SloZeni amplifika¢ni reakce pro kombinaci primeri MAMD/CFD2

Master Mix (2x koncentrovany) 11 ul
PCR H,0 9 ul
primer F (10 pmol/ul) 0,5 ul
primer R (10 pmol/ul) 0,5 ul
vzorek cDNA 1l

Tabulka ¢. 9: Nastaveni teplotniho cyklu pro amplifikaci (MAMD/CFD?2)

Pocet opakovani Teplota Cas
1% 94 °C 3 min
94 °C 30s
35x% 55°C 30s
72 °C 45s
1x 72 °C 5 min
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Primery MAMD a CFD2 amplifikuji produkt o velikosti ~250 parh bazi. VyzkousSeli
jsme proto jesté dalsi navrhnuté univerzalni flavivirové primery (PF1S a PF2R) zacilené na
stejny konzervovany usek genu pro NS5, které mély amplifikovat produkt o néco vétsi, okolo
270 bp (Crochu et al., 2004; Moureau et al., 2007). Ty vSak fungovaly méné spolehlivé (ne
vSechny pozitivni kontroly se s nimi podaftilo amplifikovat) a pii Uspé€Sné amplifikaci se ndm
podafilo ziskat sekvence jen ~170 nukleotidii. Obdobné vysledky pfinesly i obmény v
sekvencich primert dle publikace Moureau et al., 2007 a na zdklad€ osobni konzultace s
Laurence Bichaud, PhD. (Aix-Marseille Université, Unit¢ de Recherche d'Emergence des
Pathologies Virales). Pozménéné (PF3S a PF2Rbis) i plvodni primery byly uréeny pro
kvantitativni PCR (q-PCR). Ani pfi vyuziti metody g-PCR nam vsak vysledky u vSech kontrol

nevysly pozitivni. Dale jsem proto s témito primery nepracovala.

Tabulka €. 10: Alternativni univerzalni flavivirové primery zacilené na tsek genu pro NS5

nazev primeru orientace sekvence primeru (5" —3")

PF1S forward TGYRTBTAYAACATGATGGG
PF2R reverse GTGTCCCADCCDGCDGTRTC
PF3S forward ATHTGGTWYATGTGGYTDGG
PF2Rbis reverse GTGTCCCA ICCNGCNGTRTC

Pro rozsifeni ziskanych sekvenci jsme zkusili PCR s dalSimi univerzalnimi
flavivirovymi primery zaméfenymi na gen pro obalovy protein (Gaunt e Gould, 2005) a sadu
primert navrhnutych pro druh Culex theileri flavivirus (Parreira et al., 2012), ktery se na
zakladé predbéznych analyz zddl mnoha nami ziskanym sekvencim nejpiibuznéjsi (viz

kapitola 4.2.1.1).

Tabulka €. 11: Piehled primeri pouzitych pro ziskani dalSich sekvenci detekovanych flavivira

pozice nukleotidii v
nazev genomu flaviviri |orientace | sekvence primeru (5'—3")
Uni for 303-326 forward TGGGGNAAYSRNTGYGGNYTNTTYGG
Uni rev' 1323-1324 reverse CCNCCHRNNGANCCRAARTCCCA
Uni2 for I' 329-354 forward ARGGBAGYATHGTDRSNTGYRYMAAG
Uni2 for II'  |331-356 forward GGRDRMDTBKWSAYVTGYGCNAWRTT
Uni2 rev I' 1236-1259 reverse CCRATRSWRCTVCCYDKYTGRAACCA
Uni2 rev II'  |1236-1259 reverse CCNATNSWRCTHCCHKHYYTRWRCCA
F16? 1-27 forward AGTTTTTAAAAACTTYRGCTTGGTTAM
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pozice nukleotidii v
nazev genomu flaviviri | orientace |sekvence primeru (5'—3")
SeqF* 719-739 forward CGCTACCATCGCTGTCTTCCG
SeqG? 1647-1667 reverse GTGTAGCGATCGCGTCATCCC
F13? 2219-2241 forward GATGTGGGTTGCGGATTTGACCC
F17° 2524-2547 reverse CCGATCTTGACTCCATGCACAGCC
F10? 3570-3596 forward GGTCTTGGATTGGATTGTCGTACTCGC
F12? 3850-3873 reverse AGTACTACTGTGTCCACAGGCACG
SeqC? 5011-5031 forward GTTCGTTGACTGGCATCCAGG
F112 5212-5239 reverse CGTTAGCGTCGCGTGGCAAGCCACCGTG
F6’ 5732-5754 forward ATGCTGGAGAARGTTGGCATCAC
SeqD? 5856-5879 reverse TCTGTGCCTCAGACCAACAAGCCC
F4? 7712-7738 forward GAYYTHGGNTGYGGYMGVGGNGGMTGG
F7? 7892-7917 reverse ATGTCACAYAYGATSGTGTTGCAATC
Flavil? 8831-8850 forward TGYRTNTAYAACAY VATGGG
F14? 8895-8922 forward CACGSATYATCTGGTACATGTGGCTSGG
Flavi3? 8903-8922 forward ATHTGGTWYATGTGGYTNGG
Flavi2? 9081-9100 reverse GTGTCCCANCCDGCDRYRTC
SeqE? 9630-9651 forward GTGATGGACGGGAGATTATCGC
F15? 10703-10723 reverse ATCCTGTGCGCCCTCACCTTG

' Gaunt et Gould, 2005, > Parreira et al., 2012

Pro PCR byly pouzity néasledujici kombinace primeri:

Tabulka ¢. 12: Kombinace primera pro PCR

forward reverse
Uni for Uni rev
Uni2 for | Uni2 rev |
Uni2 for II Uni2 rev 11
Flavi 1 Flavi 2
Flavi 3 Flavi 2

F4 Flavi 2
SeqC SeqD
SeqF SeqG

F4 F7

forward reverse
F6 F7

F10 F11
F13 F17
F16 SeqG
SeqC Fl11

F6 SeqD
F14 Flavi 2
SeqE F15
F10 F12

Pro vétSinu kombinaci jsem pouzila slozeni ampifikacni smési a teplotni cyklus

popsany v tabulkéch ¢. 8 a 9. V ptipadé primert ,,Uni byl teplotni cyklus lehce pozménén a
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zkousela jsem rovnéz do smési piidat 2 pl cDNA pro zvySeni Sance na UspéSnou amplifikaci.
S primery ,,Uni* byla také pouzita metoda ,,nested PCR®, ktera vyuziva dva pary primeru,
vnitini a vnéj$i. Prvni par primert (vnéjs$i) amplifikuje usek, pro ktery je templatem
genomicka cDNA, a vymezi tak urcity lokus. Druhy par primeri (vnitini) amplifikuje tsek,
pro ktery je templatem produkt pfedchozi reakce, a tim se amplifikuje pouze potiebna
sekvence. V ptipad¢ primerti ,,Uni* byly v pivodnim ¢lanku navrzeny Uni For a Uni Rev jako
vnéj$i par primertt a jako wvnitini par alternativné kombinace Uni2 For I/Uni2 Rev 1 a

Uni2 For II/Uni2 Rev II.

Tabulka €. 13: Nastaveni teplotniho cyklu pro amplifikaci (kombinace primeri ,,Uni®)

Pocet opakovani Teplota Cas
1x 95 °C 3 min
94 °C 30s
30x 45 °C 30s
75°C 1 min
1x 72 °C 5 min

Pro amplifikaci cDNA byly postupné vyzkouSeny PPP Master Mix a EmeraldAmp GT
PCR Master Mix. Vzhledem k tomu, Ze se vysledky amplifikace pouzitim jiné PCR smési
nezménily, byl v naprosté vétSin¢ reakci pouzivan PPP Master Mix, ktery je cenové

dostupnéjsi.

3.2.5 Elektroforéza, izolace DNA z PCR produktii a sekvenacni reakce

Pouzité chemikalie pro elektroforézu a izolaci DNA z PCR produktu:
* TAE pufr (AppliChem Gmbh, BioChemica)
* agardza (Invitrogen)
* SybrSafe DNA gel stain (Invitrogen)
* GeneRuler™ 100bp DNA Leader Plus (Fermentas life science)
* High Pure PCR Product Purification Kit (Roche)
* Isopropanol (Sigma-Aldrich)
* sekvenacni primery v koncentraci 3,2 pmol/ul

* PCR H,O (Top-Bio)
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U produktti ziskanych polymerazovou fetézovou reakei byla nasledné ovétovana horizontalni
elektroforézou pritomnost specifického amplikonu. Elektroforéza byla provadéna s 1%
agarozovym gelem a pufrem TAE (I1x koncentrovany). Poté, co byla agar6za s pufrem
povarena, byl k této smési po jejim castecném vychladnuti pfidan SybrSafe, ktery slouzi k
zviditelnéni DNA pod UV svétlem. Jako marker, ktery umoZioval odecist velikost
ptitomnych amplikoni, byl pouzivan GeneRuler TM 100 bp DNA Ladder Plus. Po probéhnuti
elektroforézy byl kazdy gel fotograficky zdokumentovan.

Ve vétSing pripadi jsem pro néslednou izolaci DNA jednotlivé pozitivni prouzky
vyiezavala z gelu pod UV svétlem, a to pomoci sterilniho skalpelu. Vyzkousela jsem vsak
také izolaci DNA ptimo z PCR produktu, kterého byla na gel nanesena vzdy pouze polovina
(10 ul), a zbyvajici ¢ast tak mohla poslouzit praveé pro izolaci DNA. Ve vSech ptipadech byl
pro izolaci DNA pouzit komeréni kit High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) a
postupovala jsem piesné dle pokynti vyrobci.

Izolovana DNA byla nasledné sekvenovana. Pro sekvenacni reakci byla pfipravovana
smés 6,5 ul DNA a 1,5 ul pfisluSného sekvenaéniho primeru o koncentraci 3,2 pmol/pl.
Sekvenacni primery byly piipravovany fedénim z jednotlivych zéasobnich amplifikacnich
primert (viz vySe). JelikoZ se v n€kterych piipadech ukazalo, Ze je do reakce ptidavano piilis
veliké mnozstvi DNA, které reakci inhibuje, byl pomér slozek upraven. Smés tak tvotil 1 pl
DNA, 1 ul sekvena¢niho primeru a 6 ul PCR H,O. Takto ptipravené vzorky byly zasilany do
Laboratote sekvenace DNA PfF UK Praha, kde byla provadéna vlastni sekvenace.

3.2.6 Vyhodnoceni sekvenci a fylogenetické analyzy

Ziskané sekvence byly v podobé flourescen¢nich kiivek kontrolovany pomoci programu
BioEdit a nésledn¢ prostfednictvim algoritmu BLAST porovnany s dostupnymi sekvencemi v
databazich NCBI (Narodni centrum pro molekularné-biologické informace v USA,
www.ncbi.nlm.nih.gov). U sekvenci odpovidajicich flavivirim pak byly provedeny nasledné
Gipravy v programu Geneious. Slo zejména o opravu chyb puisobenou dvojitym &tenim a
ptipravu prvnich alignmenti pro fylogenetickou analyzu.

Finalni alignment sekvenci byl proveden pomoci programu ClustalW2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) s defoltné¢ nastavenymi podminkami. Pouzito
bylo pét ndmi nové ziskanych sekvenci flavivira specifickych pro hmyz a vybér zahrnujici 48
sekvenci (z databaze GenBank) nejpodobnéjsich nasim sekvencim na zéklad€ hledani pomoci

algoritmu BLAST a sekvence reprezentujici hlavni skupiny cISFs. Takto pfipravena matice
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byla zkontrolovdna v programu BioEdit, sekvence byly zkraceny na stejnou délku a v ptipadé
nekompletnich sekvenci byl doplnén znak ,,N*.

Pro konstrukci fylogenetickych stromt byla pouzita bayesovskd metoda v programu
MrBayes verze 3.1.2. Program byl nastaven na 4 miliony generaci se Ctyfmi fetézci (dva
nezavislé vypocty), bylo pouzito nastaveni Vacmodel=4by4, nst=6, rates=invgamma,
covarion=yes (evolu¢ni model GTR+I+I" a covarion model pro povoleni riznych mutacnich
rychlosti; model byl vybran na zdklad¢ programu Modeltest). Ptiblizné prvni pétina vSech
stromil byla odstranéna jako ,,burnin®“ (pfesny pocet odstranénych stromil byl zjiS§tén pomoci
programu Tracer v1.6). Dalsi pouZitou metodou byla metoda maximalni vérohodnosti (ML) v
programu PhyML; potiebné parametry byly ziskdny pomoci programu modeltest
(TrNef+I+T"). Stromy byly konstruovany deseti replikaty heuristického hledani. Pomoci
bootstrapu 1000 replikatd byla zjiSténa statistickd podpora topologie vytvorenych stromil.
Vysledné fylogenetické stromy byly zobrazeny programem FigTree verze 1.4.2 a findlné

graficky upraveny v programu Corel Draw.
3.3 Izolace viri na komarich bunéénych kulturach C6/36

Pouzité pomicky a chemikalie:

* klonalni bunééna linie C6/36 ATCC z komart Ae. albopictus

* Leibovitz’'s L-15 Medium (Gibco®)

* Pen Strep (Gibco®)

* L-glutamine 200mM (Gibco®)

* Tryptose Phosphate Broth (Gibco®)

*  FBS (Gibco®)

* Kanamycin Sulfate (Gibco®)

*  Fungizone® Amphotericin B 250 pg/ml (Gibco®)

* HEPES (IM) (Gibco®)

 kultiva¢ni lahve s plochou dna 25 cm? (CORNING® Flask)

* injekeni stiikacky a jehly (Chirana)

» filtry Millex-GV Syringe filter unit, velikost pori 0,22 um (Millex®)
o pramér 4 mm, PVDF membréana
© primér 33 mm, PES membréana

* inverzni mikroskop (IX50, Olympus Optica, Inc.)

44



Tabulka €. 14: SloZeni média L-15 pro rizné pouziti pi'i manipulaci s kulturami bunék C6/36

Oznaceni média SloZeni

L-15 Leibovitz's L-15 Medium + 1 % L-glutaminu, 1 % PenStrep,
5 % Tryptose Phosphate + 8 % FBS

L-15 bez FBS Leibovitz's L-15 Medium + 1 % L-glutaminu, 1 % PenStrep,
5 % Tryptose Phosphate

L-15+ATB +F Leibovitz's L-15 Medium + 1 % L-glutaminu, 1 % PenStrep,
5 % Tryptose Phosphate + 8 % FBS + 1 % Kanamycinu + 3 %
Fungizonu

3.3.1 Priprava bunék

Tkanové kultury komatich bun¢k C6/36 byly uchovavany v kultiva¢nich lahvich s plochou
dna 25 cm’ za teploty 28 °C. Pro infekce byly bufiky pasaZovany v poméru 1:5, tedy 2 ml
bun¢k a 8 ml média ,,L-15“. Pfiblizn¢€ po tfech dnech se builky jiz dostatecné namnozily a

vytvofily na dné¢ lahve souvislou vrstvu.

3.3.2 Priprava vzorku

Ulozené PCR pozitivni homogenaty vzorkil (250 pul) byly rozmraZeny a ziedény pifiddnim
800 — 950 ul PBS. Takto nafedéné homogenaty pak byly centrifugovany a supernatant byl
pomoci jehly odebran do injekéni stiikacky. Po odejmuti jehly byl na stfikacku nasazen filtr
(Millex-GV o priméru 33 mm) a vzorky byly pfefiltrovany do sterilni zkumavky (1,5 ml,
Eppendorf). Filtrovani vzorkli bylo nutné proto, aby se zabranilo kontaminaci bunék
bakteriemi z tél komari. Alternativné jsem pouzivala rovnéz mensi filtry (Millex-GV o
priméru 4 mm), které umoznily filtraci menSiho objemu vzorku, a homogenat tak byl fedén

maximalné v poméru 1:1.

3.3.3 Postup pri infekci bunééné kultury

Pted samotnou infekci bylo z kultury odlito médium do zvlastni falkony. K bunikdm pak byly
piidany 2 ml Cerstvého média ,,L.-15 bez FBS*. Do takto pfipravené¢ bunétné kultury bylo
napipetovano 200 — 500 ul ptefiltrovaného vzorku a nasledovala inkubace 30 — 60 min pii
28 °C. Po inkubaci byly ke kultufe pfidany 2 ml pivodniho odlit¢ho média ,,L-15% (viz vySe)
a 5 ml Cerstvého média obohaceného o Kanamycin a Fungizone (,,L-15 + ATB + F*).

Bunééné kultury byly navraceny do 28 °C a pravidelné (v intervalu nckolika dni)
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kontrolovany pod inverznim mikroskopem pro zaznamenani ptipadného cytopatického efektu.
Ptitomnost flavivird v kulturach byla kontrolovana rovnéz metodou PCR.

Nésledujici pasaze virové infekce probihaly stejné jako primarni infekce kultury,
pouze k pfipravenym bunkdm bylo misto vzorku ptidavdno 100 — 200 pl média z jiz

infikované kultury.
3.3.4 Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

Prikaz pritomnosti virovych Castic v bunééné kultuie transmisni elektronovou mikroskopii
nam byl umoznén Statnim zdravotnim tustavem (SZU). Celého procesu véetné piipravy
vzorkl, kterou provadéli pracovnici Narodni referencni laboratofe pro priikkaz infek¢nich
agens elektronovou mikroskopii, jsem méla moznost se ztcastnit.

Vzorky byly odebrany piimo z bunécné kultury, a to jak z média pted centrifugaci, tak
1 ze sedimentu bunék a supernatantu po stoceni celého obsahu kultiva¢ni lahve. Z kazdého
odbéru bylo vytvofeno nékolik kapek, do kterych byly vlozeny médéné sitky potazené
formvarovou membrénou a tenkou vrstvou uhliku, které zde byly ponechany po dobu 20
minut a ihned po vyjmuti zafixovany. Samotné pozorovani pomoci transmisniho
elektronového mikroskopu (Philips Morgagni 286, FEI™) pfi zvétSeni 89 000x provadél
RNDr. Daniel Krsek, ktery rovnéz potidil snimky virovych ¢astic pomoci fotoaparatu CCD
MegaView II (Olympus). Velikost (primér) pozorovanych virionli byla méfena pomoci
programu iTEM (Olympus). Néasledné upravy fotografii (ofiznuti snimkd, zvySeni kontrastu a

jasu) jsem provadeéla v programu Corel PHOTO-PAINT X3.

3.4 Experimentalni infekce komarii z laboratorniho chovu

3.4.1 Laboratorni chov komaria Culex quinquefasciatus

Ve své praci jsem méla moznost vyuzit jedince z chovu komard druhu Culex quinquefasciatus
(ptivod: Hyderabad, Indie), ktery je v nasi laboratoii dlouhodobé¢ zaveden. O tuto kolonii jsem
také znaCnou cast svého magisterského studia pecovala. Komafti se chovaji v nylonovych
sitich navlecenych na kovovou konstrukci (40 x 40 x 40 cm) v mistnosti, kde jsou udrzovany
stalé podminky 26 °C a 60% vlhkosti. Pravidelné se jim zde také stfida rezim osvétleni (cca
14/10). Chovanym jedinctim je tfikrat tydné obménovan 30 — 50% cukerny roztok vsaknuty
do vaty, ktery mohou prubézné sat. Jednou az dvakrat tydné pak maji samice moznost sat na
uspané mysi. Jako potrava larvam chovanym v lavorech s vodou slouzi vlo¢kové krmivo pro

akvarijni rybky TetraMin®.
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3.4.2 Experimentalni infekce

3.4.2.1 Infekce cukernou potravou

Po ovéteni ochoty komari sat smés média ,,L-15° (viz kapitola 3.3) a roztoku sachar6zy, jsem
se pokusila infikovat koméry z naSeho chovu pravé prostfednictvim cukerné potravy. Na
experimenty byli samci a nenasaté samice rizného staii odebrani do zvlastni mensi nylonové
sitky. Dva dny pted infekci jim byla odebrana potrava a po dobu 24 hodin pted infekci neméli
k dispozici ani vodu, aby se zvysila ochota sani podané infekéni smési.

Smés byla tvofena médiem z infikované kultury a obarvenym cukernym roztokem v
poméru 1:3. Médium bylo v nékterych piipadech pouze odebrano z kultivacni lahve, pfi
poslednim experimentu pak bylo koncentrovano centrifugaci. Po tvodnim staceni
(10 000x g/30 sekund) byl nejdiive odebran sediment bun¢k a po nasledné centrifugaci
(10 000x g/30 minut) bylo pro ucely pokusti odebrano médium ze spodni ¢asti falkony. K
infek¢ni smési média a cukerného roztoku bylo nésledné ptidano potravinaiské barvivo a celad
smés byla dikladné promichdna ve sterilnim prostiedi flowboxu. Infekéni smés byla
komariim podéna vsaknutd ve vaté, ze které méli moznost sat po dobu 1,5 — 3 hod. Zbytek
materidlu ze smési byl nasledné pfidan k bunécné kultute C6/36 (viz kapitola 3.3.3) pro
ovéfeni schopnosti infekce. V siti byli po odebrani infikované potravy ponechani pouze nasati

jedinci, které bylo mozné identifikovat diky zbarvenému cukru ve voleti.

3.4.2.2 Infekce sanim krve

Pro experimentélni ndkazu komari ptes krev jsem do zvlastni sitky odebrala nenasaté samice
rizného stafi z naSeho chovu. I v tomto pfipad¢ jim byla dva dny pied infekci odebrana
cukerna potrava a jeden den pted infekci také voda.

Koncentrované médium z infikované¢ bunécné kultury (viz kapitola 3.4.2.1) bylo
smichano se sterilni, defibrinovanou a inaktivovanou krali¢i krvi v poméru 1:1. Na sterilni
sklenéné krmitko byla napnuta pomoci prouzkli parafilmu membrana v podobé kufeci
ktzicky. Krmitko bylo naplnéno 3 ml infekéni krve a zahtivano na 37 °C pomoci vodni 1dzné
s vn¢jsi cirkulaci. Ke krmitku byla nylonovym rukdvem pfipevnéna sitka se samicemi
komart tak, aby bylo samicim umoZnéno pfes membranu sat. Sani ve tmé probihalo 1,5
hodiny a po ukonceni séni byly ze sit¢ pomoci exhaustoru vytiidény nenasaté samice. V sitce

tak ztstali pouze jedinci, ktefi krev prokazateln¢ sali.
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3.4.2.3 Infekce larev

Tento pokus byl provadén na zaklad¢ publikace Lutomiah et al., 2007. Larvy prvniho a
druhého instaru byly pteneseny do kultivaéni lahve s kulturou obsahujici virovou infekci.
Larvy nebyly jeden den pted infekci krmeny a v kultufe byly ponechany po dobu 1,5 hodiny,
aby mély dostatek ¢asu poztit infikované buiilky ¢i uvolnéné viriony v médiu. Nasledné byly
pomoci plastové pipety pieneseny do zvlastniho lavoru s Cistou odstatou vodou a krmeny
standardnim zpisobem (viz kapitola 3.4.1). Vylihli dospélci byli umisténi do specidlni sitky,
kde o n¢ bylo dale peCovano béznym zplisobem, ovSem bez moznosti sani krve (opét viz

kapitola 3.4.1).

3.4.2.4 Intrathorakalni injikace

K injikaci bylo pfipraveno koncentrované médium z infikované bunééné kultury (viz kapitola
3.4.2.1). Osmdesat jedinct (40 samcl a 40 samic) bylo postupné imobilizovano na ledu a
nasledné¢ jim bylo injikovdno 50,6 nl infekéniho média rychlosti 23 nl/sekundu pomoci
automatického injikatoru Nanoject II (Drummond Scientific Company). Sklenéné jehly byly
pfipraveny na pftistroji PC-10 Puller (Narishige group) a zabrouseny pomoci pfistrioje EG-44
Microgrinder (Narishige group). Jako mineralni olej potiebny pro vytvoteni tlaku v injektoru

byl pouzit Mineral Oil M5904 (Sigma-Aldrich).
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4 VYSLEDKY

4.1 Odchyt komaru

Béhem let 2013 az 2015 se mi podafilo odchytit celkem 9 658 samic komdar. Naprosta

vétdina z nich (8 843 samic) pochazela z odchyti v NPR ReZabinec a Rezabinecké ting, kde

probihaly odchyty pomoci Sesti CDC pasti v pritbéhu nékolika po sobé nasledujicich noci

béhem vsech tii let. Celkem 730 komart jsem odchytila béhem tii po sobé nasledujicich noci

pomoci CDC pasti v roce 2013 v udoli potoka Zabrdky.

Tabulka €. 15: Odchyty komari pomoci CDC pasti v letech 2013 — 2015

Lokalita odchytu

Termin odchytu

Pocet CDC
pasti

Teplota p¥i instalaci /
ukonceni ¢innosti pasti

Pocet odchycenych
komari

Udoli Zabrdky

14.-17.8.2013
(3 noci)

6

17 °C/13 °C

18 °C/14 °C

21 °C/15 °C

730

NPR ReZabinec a
RezZabinecké tiné

20.— 29.7.2013
(8 noci)

6

15 °C/16 °C

15 °C/18 °C

24 °C/19 °C

24 °C/20 °C

24 °C/17 °C

23 °C/17 °C

28 °C/25 °C

31°C/23°C

6367

NPR ReZabinec a
RezZabinecké tiné

26.7.— 4.8.
2014 (9 noci)

27 °C/22 °C

25 °C/14 °C

28 °C/25 °C

27 °C/20 °C

27 °C/21 °C

19 °C/18 °C

20 °C/21 °C

23 °C/21 °C

22 °C/16 °C

1311

NPR Rezabinec a
Rezabinecké tané

25.7.— 2.8.
2015 (8 noci)

20 °C/16 °C

21 °C/18 °C

17 °C/16 °C

20 °C/15 °C

14 °C/15 °C

19 °C/12 °C

19 °C/16 °C

22 °C/17 °C

49

1165




Odchyty entomologickou sitkou a sbér naletujicich samic exhaustorem v roce 2015 v
udoli potoka Zabrdky a v Polabi (viz kapitola 3.1.1) byly daleko mén¢ efektivni. Z prvni
jmenované lokality jsem takto ziskala pouze 46 samic z komplexu Cx. pipiens, z Polabi pak

jen 39 samic (37 samic komplexu Ae. cantans a 2 samice z komplexu Ae. communis-rusticus).

4.1.1 Druhové sloZeni a porovnani pocetnosti odchycenych komaru

V udoli Zabrdky se mi podafilo odchytit celkem 776 samic komart, z toho 379 jedinct
komplexu Aedes communis-rusticus a 156 samic komplexu Culex pipiens. PoCet zastupci
ostatnich druht komarii se pohyboval pouze v fadu desitek jedincii. V NPR ReZabinec a
Rezabinecké tiné jsem béhem let 2013 az 2015 odchytila celkem 8 843 samic komart.
Nejvice zastoupen zde byl komplex Cx. pipiens s poctem 2 792 jedinct, nasledovan druhem
Ae. vexans (1 466 jedinctl), komplexem Ae. communis-rusticus (1 113 jedincli) a komplexem
Ae. cantans (997 jedincli). Méné nez tisic samic jsem odchytila z druhtt Cx. modestus (907),
Coquillettidia richiardii (786) a Ae. cinereus (570). Nejnizsi pocet jedinct jsem pak v NPR
Rezabinec a Rezabinecké tiné ziskala u druhtt Anopheles maculipennis (100), Culiseta
morsitans (71), Culiseta annulata (31) a Anopheles plumbeus (10). Vétsina (7 097 jedincl) z
celkového poctu 9 658 komart byla ziskand béhem odchytti pomoci CDC pasti v roce 2013.

Nasledujici srovnani pomoci grafiit (obrazky ¢. 7 a 8) se tykd jiz jen komart
odchycenych pomoci CDC pasti, a to vzhledem k malému poctu komarti odchycenych
alternativnimi zptsoby (viz vyse). Zatimco pii odchytech v udoli potoka Zabrdky byl nejvice
zastoupen komplex Ae. communis-rusticus, pfi odchytech v NPR ReZabinec a ReZzabinecké

tlin€ byli nejcastéji odchytavani jedinci komplexu Cx. pipiens.

W An. plumbeus

W Ae.communis-rusticus®
W Ae. vexans

M Ae. cinereus

| Ae. cantans®

W Cx. pipiens™®

Cx. modestus

Obrazek ¢. 7: Zastoupeni jednotlivych druht (komplexi druhii) v odchytech pomoci CDC pasti
v udoli potoka Zabrdky. * komplex druhti
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W An. plumbeus
An. maculipennis
W Ae. communis-rusticus *
W Ae. vexans
W Ae. cinereus
M Ae. cantans®
Cogq. richiardii
m Cx. pipiens™
Cx. modestus

M Cul. morsitans

Cul. annulata

Obrazek ¢. 8: Zastoupeni jednotlivych druht (komplext druhii) v odchytech pomoci CDC pasti
v NPR ReZabinec a ReZabinecké tiné v letech 2013 — 2015. * komplex druhti

V NPR Rezabinec a Rezabinecké tiné se mi zdaleka nejvétsi poet komart podaiilo
odchytit v roce 2013. Béhem dvou nasledujicich let byl pocet odchycenych jedinci oproti
roku 2013 jen pfiblizn€ Sestinovy, a to piesto, Ze odchyty probihaly na identickych mistech,
ve stejném obdobi a za srovnatelnych teplotnich i klimatickych podminek (viz tabulka ¢. 15).
Nejmensi rozdily v pocetnosti odchycenych zastupcii jsem zaznamenala u komplexu Cx.

pipiens, jak vyplyva z nésledujiciho grafu.
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Obrazek ¢. 9: Porovnani po¢tu odchycenych samic jednotlivych druhi (komplexi druhi) v

NPR Rezabinec a ReZabinecké tiné v letech 2013 — 2015. Logaritmické méfitko; * komplex druhii.
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Rozdily v poctech odchycenych jedinct celkové 1 v rdmci druhti ¢i komplexii druhii
jsem zaznamenala také pifi srovnani tfi riznych typt odchytovych mist na uzemi NPR
Rezabinec a Rezabinecké ting (viz kapitola 3.1.1 a obrazky 4 — 6). Porovnani vychazi z
odchytl v roce 2013 a z velké ¢asti odchytii v roce 2015. V roce 2014 jsem jednotlivd mista

odchytli neodliSovala.

Tabulka & 16: Porovnani odchytovych mist na izemi NPR ReZabinec a ReZabinecké tiiné

Druh (komplex druhii) |Pocet odchycenych komari na jednotlivych typech odchytovych mist
Pasti v lesiku | Pasti na biezich tini Pasti v porostu rakosi

An. plumbeus 2 4 3

An. maculipennis 5 6 18

Ae. cantans 181 239 412

Ae. cinereus 134 57 318

Ae. communis-rusticus 251 249 545

komplex

Ae. vexans 235 409 720

Cx. modestus 23 158 663

Cx. pipiens komplex 251 344 1187

Cul. annulata 3 5 16

Cul. morsitans 0 1 53

Cogq. richiardii 150 142 301

celkem 1235 1614 4236

Celkové jsem nejvice komarti odchytila pomoci pasti umisténych v porostu rékosi na
bfehu rybnika. Rozdily mezi odchytovymi misty v okoli tiini a stanoviSti v porostu stromil

nejsou jiz tak vyrazné a lisi se spiSe u jednotlivych druht.

4.1.2 Zastoupeni druhu Cx. pipiens a Cx. torrentium v ramci komplexu Cx. pipiens

Blizsi urceni jedinct z komplexu Cx. pipiens jsem provadéla pomoci metody PCR se
specifickymi primery. Celkem jsem takto analyzovala 74 vzorky z obou lokalit, kde probihaly
odchyty pomoci CDC pasti. Z odchyti v udoli Zabrdky jsem pouzila vSechny dostupné
vzorky s komary komplexu Cx. pipiens (n¢které zdsobni homogenaty byly jiz diive pouzity na
jiné G&ely), z odchytti v NPR ReZabinec a Rezabinecké tiné jsem vzhledem k velkému poétu
odchycenych jedincii z komplexu Cx. pipiens vybrala jen 20 (respektive 21) vzorki z kazdého
roku. Kazdy vzorek obsahoval homogenat z deseti jedinctl, a zastoupeni obou druhti tak mohu

vyhodnotit pouze piiblizné.
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Ve vsech analyzovanych vzorcich byl ptitomen druh Cx. pipiens,celkové se tak zdé byt
na obou lokalitdich dominantnim druhem. Jedinci druhu Cx. forrentium byli detekovani pouze

v nékolika (8) vzorcich, zeyména z odchytové lokality v udoli potoka Zabrdky.

Tabulka ¢. 17: Zastoupeni druhii Cx. pipiens a Cx. torrentium

lokalita rok Pocet analyzovanych vzorku Pocet vzorki s Pocet vzorki s
(jedincii) Cx. pipiens Cx. torrentium
Udoli Zabrdky 2013 12 (120) 12 4
NPR Rezabineca 2013 |21 (210) 21 0
Rezabinecké tiiné 2014 21 (210) 1 3
2015 20 (200) 20 1
celkem 74 (740) 74 8

4.2 Detekce flavivirové RNA

4.2.1 Detekce ISFs u odchycenych komari

Flavivirovou RNA se mi podafilo detekovat u zastupci téméi vSech druht (¢i komplext
druhtt) odchycenych komard, jak ilustruje tabulka ¢. 18. Naslednd analyza ziskanych sekvenci
prokazala, Ze se ve vSech pfipadech jednalo o specificky hmyzi flaviviry. Podil jedinct
infikovanych ISFs se u jednotlivych druh (komplext druht) liSil, nicméné ani v jednom

ptipadé¢ neptesahl 3 %.

Tabulka ¢. 18: Podil jedinci infikovanych ISFs v ramci jednotlivych druhi (komplexi druhii)

Druh (komplex druhii) |Pocet vzorki Z toho pozitivnich vzorki |Odhadovana prevalence

(jedincii celkem) |(celkovy pocet jedincii v flavivirovych infekci u
pozitivnich vzorcich) komari v % (SE)*

An. maculipennis 16 (100) 0 0,00 %

An. plumbeus 11 (86) 0 0,00 %

Ae. cantans komplex 118 (1036) 4 (40) 0,35 (0,17) %

Ae. cinereus 68 (609) 7(72) 1,11 (0,41) %

Ae. communis-rusticus 159 (1509) 1(10) 0,06 (0,06) %

komplex

Ae. vexans 164 (1570) 2 (20) 0,12 (0,09) %

Cx. modestus 93 (912) 22 (215) 2,66 (0,56) %

Cx. pipiens komplex 303 (2948) 6 (60) 0,20 (0,08) %

Cul. annulata 8(31) 0 0,00%

Cul. morsitans 11 (71) 2 (16) 1,99 (1,39) %

Coq. richiardii 85 (786) 1 (10) 0,12 (0,12) %

celkem 1036 (9658) 45 (443) 0,44 (0,07) %

* vypocet byl proveden pomoci EpiTools epidemiological calculators (http://epitools.ausvet.com.au/)
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4.2.2 Vyhodnoceni detekovanych flavivirovych sekvenci

Pti porovnani flavivirovych sekvenci, které jsme detekovali u ndmi odchycenych komart, se
sekvencemi dostupnymi v genové bance (viz kapitola 3.2.6) i mezi sebou navzijem jsme
zjistili, ze se nam podafilo zachytit sekvence odpovidajici ¢tyfem riznym flavivirim. Tyto
sekvence byly nejvice podobné zastupcim ISFs a naslednd fylogenetickd analyza (viz
kapitola 3.2.6) jejich zafazeni mezi flaviviry specifické pro hmyz potvrdila (viz obrazek ¢.
10). Odlisnosti od sekvenci ostatnich zndmych ISFs spolu s jejich fylogenetickym zatazenim
naznacuji, Ze by nami detekované sekvence mohly pfedstavovat ¢tyfi dosud nepopsané druhy
flavivira.

»CXTFV-like flavivirus*

VétSina nami detekovanych flavivirovych sekvenci (33 z celkového poctu 45 sekvenci) byla
navzajem téméf identickd a nalezi jednomu druhu viru. Tento druh flaviviru, jehoz sekvence
se nam podafilo ziskat z né€kolika riznych hostitelskych druhtt komért (viz nize), se pii
porovnani pomoci algoritmu BLAST odliSuje od ostatnich ISFs z vice nez 20 %. Tento virus
jsem detekovala u koméarti z NPR ReZzabinec a Rezabinecké téing, kteii zde byli odchyceni v
roce 2013 1 v roce 2015 a také v jednom vzorku komarti odchycenych v tdoli potoka Zabrdky.
Piestoze jsme u 4 vzorkli zaznamenali drobné odlisnosti (vZdy jen v jediném nukleotidu, ale
pokazdé na jiné pozici), které naznacuji existenci vice haplotypt tohoto viru, ve fylogenetické

analyze jsme pouzili pouze dominantni sekvenci.

Sekvence (250 bp) :

AACATGATGGGGAAGAGGGAGAAGAAACCATCATCATTTGGAGAGGCCAAAGGCTCGC
GCATCATCTGGTACATGTGGCTAGGCAGTAGATTCCTGGAATATGAAGCGCTAGGCTTTCT
GAACGAGGATCACTGGGTGGCGAGAGAAAACTTTCCATGTGGTGTGGGCGGAGTCGGTG
TGAACTACTTTGGGTATTACTTAAAAGAGATAGCTCAACGGGGACGCTGGCTGATCGCTG
ATGACACCGCCGGCTGGGACAC

Hostitelské druhy, u nichZ byl virus detekovan:

Cx. modestus (22 vzorki)

Cx. pipiens komplex (4 vzorky)

Ae. cantans komplex (2 vzorky)

Ae. vexans (2 vzorky)

Ae. cinereus (1 vzorek)

Ae. communis-rusticus komplex (1 vzorek) — udoli Zabrdky

Cogq. richiardii (1 vzorek)
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AeCinFV*

Sekvence tohoto viru byla ziskdna ze Sesti riznych vzorkd komért druhu Ae. cinereus a
jednoho vzorku komplexu Cx. pipiens. VSechny tyto vzorky pochazely z odchyti v NPR
Rezabinec a ReZzabinecké ting z roku 2013. Sekvence je pii porovnani pomoci algoritmu
BLAST identickd s ostatnimi ISFs pouze ze 78 %. 1 v tomto pfipadé je tedy velice
pravdépodobné, Ze se jedna o novy druh pattici do skupiny flavivird. Dvé ze sedmi sekvenci
(z komaru Ae. cinereus) se pres celkovou podobnost v neékterych nukleotidech od ostatnich
odliSovaly a oznacila jsem je zde jako ,,typ II*. Odlisnosti sekvenci typu I a typu II jsou na

pfislusnych mistech zvyraznény.

Sekvence typ I (249 bp):

TAACATGATGGGGAAGAGGGAGAAGAAGCCAACAGTTGCCGGAGAACCAAAGGGTTCA
AGAACAATCTGGTACATGTGGCTTGGTAGCCGATACCTGGAATACGAGGCCCTTGGTTTIT

CTCAATGAAGATCATTGGGTGTCACGCGAAAACTTTCCTGGAGGTGTTGGAGGCCAAGG
TGTCAACTATTTTGGAAATTACCTTGAGGAAATCGCCAAAAGAGGAAAATTTTTTGTGGC

TGATGACACCGCCGGCTGGGAC

Sekvence typu II (249 bp):

TAACATGATGGGGAAGAGGGAGAAGAAGCCGACAGTTGCAGGAGAGCCAAAGGGTTCA
AGAACAATCTGGTACATGTGGCTCGGTAGCCGATACCTGGAATACGAGGCCCTTGGTTTT
CTCAATGAAGATCATTGGGTGTCACGCGAAAATTTTCCTGGAGGTGTTGGAGGCCAAGGT
GTCAACTATTTTGGAAATTACCTTGAGGAAATCGCCAAAAGAGGAAAATTTTTTGTGGCT
GATGACACCGCCGGCTGGGAC

Hostitelské druhy, u nichzZ byl virus detekovan:
Sekvence typu I:

Ae. cinereus (4 vzorky)

Cx. pipiens komplex (1 vzorek)

Sekvence typu II:

Ae. cinereus (2 vzorky)

U dvou vzorki komplexu Ae. cantans jsme ziskali relativné kratké sekvence (~100
nukleotidl), které podle dvojitého ¢teni naznacuji, ze se v nich vyskytovaly oba vySe zminéné
viry, tedy ,,CxTFV-like* i ,,AeCinFV-typ I“. Pozice, v nichz se dvojité ¢teni objevilo,

obsahovalo vzdy ob¢ varianty, ve kterych se tyto dva viry odlisuji.
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2995¢¢

Tato sekvence byla detekovana v jediném vzorku komplexu Cx. pipiens, ktery pochazel z

odchytii v NPR Rezabinec a Rezabinecké ting z roku 2015.

Sekvence (207 bp):

TAACATGATGGGGAAGAGGGAGAAGAAGACCTCAGCCATGGGACGAGCCAAGGGTTCG
CGCGTCATATGGTATCTTTGGTTAGGAGGTAGATTCTTGGAATACGAAGCCCTTGGGTTCC

TAAACGCTGACCATTGGGTGGCACGGGACGTGTTGCCCTGTGGGGTGGGCGGCTTGGGA
GTGCAGTACCTTGGGAACATCCTCAGAGA

Hostitelské druhy, u nichz byl virus detekovan:

Cx. pipiens komplex (1 vzorek)

2902°

Sekvence byla ziskédna ze dvou vzorkii obsahujicich jedince druhu Culiseta morsitans. Oba
tyto vzorky pochazely z odchyti z NPR ReZabinec a Rezabinecké ting, a to z let 2013 a 2014.

Piestoze je ziskana sekvence relativné kratkd, vyskytuje se v ni znaéné mnozstvi odliSnosti od
ostatnich ISFs.

Sekvence (149 bp):

CTCTCTCGCCACCCAATGGTCCTCATTCAAAAATCCAAGGGCCTCATACTCCAGGAACCTGCTTC

CCAGCCACATGTACCAAATCGTTCTTGATCCTTTCGGCTCTCCTGCCACGGTGGGTTTCTTCTCC
CTCTTCCCCATCATGTT

Hostitelské druhy, u nichz byl virus detekovan:

Cul. morsitans (2 vzorky)
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nahrazeny znakem ,,-*“. Jako outgroup byl zvolen virus Hanko (viz Blitvich et Firth, 2015).
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U nékterych vzorkl se pfi PCR s univerzalnimi flavivirovymi primery amplifikovala
cDNA odpovidajici mRNA komard. Pfi podrobné€j$im porovnani ziskanych sekvenci jsem
zjistila, Ze jejich Cast odpovida kratkym sekvencim flavivird, coz amplifikaci vysvétlilo. Tyto
useky byly identické u vzorkli pochéazejicich ze stejnych druhii (komplext druhtl) komart.
Konkrétné se jednalo o dva vzorky druhu Aedes vexans, u kterych se na jednom konci
ziskanych sekvenci vyskytovalo ~30 nukleotidi odpovidajicich n€kterym izolatim ISFs a
také viru Usutu. Zbytek amplifikované sekvence (~200 bp) byl nejptibuznéjsi sekvencim
mRNA jinych druht komért. Nicméné useky odpovidajici koméaii mRNA a ISFs se zasti
ptekryvaly. Podobné velky usek (~35 nukleotidll) identicky se sekvencemi nékolika
specificky hmyzich flavivirii se na podobné pozici vyskytoval také u amplikonu ziskaného z
jednoho vzorku komartt komplexu Adedes communis-rusticus. U dvou vzorki komplexu Cx.
pipiens se pili porovnavani ziskanych sekvenci ukazalo, Ze jsou zde pritomny useky
odpovidajici nékterym ISFs i MBFs o velikosti ~30 nukleotidii dokonce dva, ve stiedové a
koncové ¢asti sekvenci. Jako ve vSech ptedchozich ptipadech odpovidaly ziskané sekvence
celkove nejvice mRNA komari. Tyto vzorky byly vyhodnoceny jako negativni na ptfitomnost

flavivirové infekce a nejsou uvedeny ani v tabuce €. 18.

4.3 Experimentalni infekce

4.3.1 Izolace virti na komarich bunéénych kulturach C6/36

Z nékolika vzorkl, které byly PCR pozitivni na pfitomnost ISFs, jsem se pokusila viry
izolovat na kutufe bun¢k C6/36. Konkrétni vzorky byly vybrany na zaklad¢ ptedpokladaného
velkého mnozstvi virové RNA, kterou naznacovaly silné prouzky (amplikony) zaznamenané
po elektroforéze ptislusnych PCR produkti.

V uvodnich experimentech jsem do kultur bunék C6/36 inokulovala homogenaty
dvou vzorki, ve kterych byla detekovana RNA viru ,,CxTFV-like*“. Vzhledem ke kontaminaci
kultur bakteriemi pfi pfidani homogenati v ptivodnim stavu, kterd vedla ke smrti bunék, jsem
nasledné¢ pokus zopakovala s pfefiltrovanym (a tedy nafedénym) materialem. Pfitomnost
flaviviri v kultufe byla ovéfovana odebranim 140 pl média s bunkami, ze kterého byla
izolovana RNA a po piepsani do cDNA byla provedena PCR. Sedm dni po inokulaci
homogenati jsem z pivodnich kultur pfenesla 200 pl média do novych pfipravenych kultur
(probéhla ,,prvni pasaz infekce). Médium odebrané z plivodnich kultur 10 dni po infekci a

také médium odebrané 10 dni po prvni pasazi ,,infekce™, vysla PCR negativni, a to u obou
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homogenatii. Infekce jsem proto vyhodnotila jako netspésné a pokus jsem ukoncila. Stejné
vysledky po deseti dnech jsem ziskala i v pfipad¢ inokulace tietitho homogenatu, ve kterém
byl difive detekovan virus ,,CxTFV-like*. Pfesto jsem v experimentu pokraCovala a
devatenéacty den po inokulaci vzorku se mi v kultufe podafilo flavivirovou RNA detekovat.
Uspésnost infekce potvrdila také PCR s materidlem z kultury, kam byla sedm dni po avodni
inokulaci infekce pasdzovana. Také v piipad¢ této kultury byl PCR pozitivni az material
odebrany po dvanacti dnech od pasaze, diive odebrané vzorky vychazely negativni. Na
zaklad€ pozorovani amplikonu (prouzku) na gelu po elektroforéze se zdalo, ze je v kulturdch
pfitomno mensi mnoZstvi viru nez v pivodnim homogenatu. Prouzky srovnatelné intenzity s
puvodnimi PCR produkty byly zaznamenany az 32 dni po pocatecni inokulaci homogenatu, a
to v kultute s druhou paséazi infekce.

V zadné z infikovanych kultur nebyl pozorovan cytopaticky efekt, ktery by je zfetelné
odliSoval od negativnich kontrol, a to ani po znaéném poctu pasazi virové infekce (>30).
Uspé&sna izolace a namnoZeni viru byla definitvné prokdzana pomoci transmisni elektronové
mikroskopie ve tfeti pasazi viru na buiikach C6/36 (viz obr. 11 — 18). Nejveétsi mnoZzstvi
virionl bylo pod mikroskopem pozorovdno v materidlu, ktery byl odebran z média pted
centrifugaci obsahu kultiva¢ni lahve. Morfologie a velikost virovych castic odpovida

pozorovanim u ostatnich zastupct ¢eledi Flaviviridae (napt. Cook et al., 2009).

-

5 Length: 46.21 nim|
Length: 42.81 nm| Length: 4145 nm

Obrazky ¢. 11 — 15: Viriony flaviviru ,,,,CxTFV-like* z kultury
TEM, zvétseni 89 000x, velikost viriond méfena pomoci programu iTEM
autor fotografii: RNDr. Daniel Krsek
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Obrazky ¢. 16 — 18: Virony flaviviru ,,,, CxTFV-like“ s fragmenty rozpadlych bunék C6/36.
TEM, zvétseni 89 000, autor fotografii: RNDr. Daniel Krsek
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Izolace viru ,,AeCinFV* na buiikkdch C6/36 se bohuzel nezdafila, ptestoze byl
zachovan stejny postup infekce bunécnych kultur jako u viru ,,CxTFV-like“. Pokus byl
opakovan se ¢tyfmi riznymi homogenaty a negativni vysledky nezménilo ani pouziti filtri s
mensim pramérem, diky kterému nebylo nutné pted filtraci homogenaty fedit v poméru vice
nez 1:1. Pfitomnost flavivirGt v kulturach byla na zaklad¢ zkuSenosti s virem ,,CxTFV-like*
ovétovana delsi dobu a pres negativni vysledky PCR byla ,,infekce* n€kolikrat pasaZzovana

(max. sedmkrat), nez byl pokus s jednotlivymi vzorky vyhodnocen jako neuspésny a ukoncen.

4.3.2 Experimentalni infekce komari z laboratorniho chovu

Virem ,,CxTFV-like“, ktery se mi podafilo izolovat na tkanovych kulturach bunék C6/36, jsem
se pokusila experimentalné infikovat komary Culex quiquefasciatus z naseho laboratorniho
chovu.

Pokusy o peroralni infekei dospélcii byly provadény s cukernou potravou a také sanim
krve. Pokus s cukernou potravou byl za lehce pozménénych podminek opakovan celkem
ctytikrat, ani v jednom piipade vSak nebyl GspéSny. Ani sani krve obsahujici virus ,,CxTFV-
like* k infekci komart nevedlo. Po odebrani cukerné potravy i krve komaram, ktefi na ni méli
moznost sat, byla pfitomnost infekce schopnych virti ovéfovana inokulaci do kultur bun¢k
C6/36 a ve vSech pripadech se zde virus uspéSn¢ namnozil. U jedinct, ktefi byli usmrceni a
testovani bezprostiedné po sani infekéni potravy, se RNA viru ,,CxTFV-like* také podaftilo
detekovat. Komafi, ktetfi byli odebrani v rozmezi prvniho az dvacéitého prvniho dne po
infekci, vSak byli vSichni PCR negativni.

Dalsim experimentem byla intrathorakalni injikace infekéniho média. Na pokus bylo
pouzito 80 komart, z nichz vétSina bezprostiedné po injikaci nejevila znamky vaznéjSich
problémt ¢i poranéni. Do druhého dne vSak piezilo pouze 28 jedinctli, z nichz dalSich pét
uhynulo v pribéhu nasledujicich dnti. Divodem byla pravdépodobné nepiesna manipulace s
injikatorem ¢i sepse zplisobena zanesenim cizorodych materidlu do rdny vytvotrené jehlou.
Ptitomnost flaviviru jsem u ptezivsich komért (23 jedinci) ovéfovala 4., 8., 17., a 21. den po
infekci a také v tomto piipad¢ byli vSichni zkoumani jedinci PCR negativni.

Poslednim pokusem o infekci, ktery jsem vyzkouSela, byla nédkaza larev komart
pozienim infikovanych bunék C6/36 ¢i infekéniho média obsahujicitho virové Ccastice.
Ptitomnost ,,CxTFV-like* viru jsem ovétfovala u patnécti larev posledniho instaru ¢tvrty den
p. i. au vylihlych dospélct 4., 8., 17. a 21. den po infekci. Pfestoze jsem méla v tomto piipadé
k dispozici vétsi pocet komara (15 larev a 48 dospélcit), flavivirovou RNA se mi u zadného

jedince detekovat nepodatilo.
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S DISKUSE

5.1 Odchyt komari

Cilem odchyti nebylo zmapovani komati fauny v konkrétnich oblastech (tomuto tématu
se podrobné vénuje mnoho jinych praci, napiiklad pro oblast NPR ReZabinec a ReZabinecké
tin¢ diplomova prace Mgr. Jany Radrové, PhD., 2008 ¢i publikace Votypka et al., 2008), ale
ziskani materidlu pro detekci flavivirovych infekci. Pocetni zastoupeni jednotlivych druht
(komplext druhti) v odchytech v této praci uvadim zejména proto, Ze mize mit vliv na
vyhodnoceni prevalence viri u riznych hostitelskych druhi. Ze stejného divodu je nutné brat
v potaz rozdily v celkovém mnozstvi odchycenych koméart z jednotlivych lokalit a z riznych

casovych sezon.

V 1udoli potoka Zabrdky probihal odchyt komart pomoci CDC pasti pouze jednou, v
roce 2013, a to béhem tii odchytovych noci. V dalsich letech zde odchyty timto zpisobem
neprobihaly hlavné proto, ze v letech 2014 a 2015 byla dfive zaplavovand mista v udoli
vyschla a k intenzivnimu vyskytu komari zde béhem letnich mésicti nedochdzelo. V NPR
Rezabinec a Rezabinecké tiiné probihaly odchyty béhem let 2013 — 2015 ve stejném obdobi v
roce (na prelomu Cervence a srpna) a po stejné dlouhou dobu (8 — 9 noci). Piesto jsem zde
zaznamenala zasadni rozdil ve vyskytu komari mezi rokem 2013 a dvéma nasledujicimi 1éty,
kdy se mi podatilo odchytit pouze piiblizné Sestinové mnozstvi jedincti ve srovnani s prvnim
rokem odchytll. Musela jsem také pozménit umisténi nékterych CDC pasti, protoze stav vody
v tlnich i menS$ich tinkach se vyznamné zménil a nckterd mista podobné jako v udoli
Zébrdky zcela vyschla. Divodem zminénych fenomént (vysychani tinék a mensi pocet
zaplavenych mist) byl pravdépodobné rozdil ve srazkovém thrnu v mésicich, které odchytim
predchazely. Cesky hydrometeorologicky ustav (CHMU) uvadi, Ze v roce 2013 byly v
Jihoceském kraji srazkové podprimérné mésice biezen, duben a Cervenec (82,37 a 53 %
dlouhodobého srazkového normalu). V roce 2014 to vSak byly mésice tnor (21 %), biezen
(77 %), duben (71 %) a cerven (35 %). V roce 2015 pak byl naméfen ve srovnani s
dlouhodobym priimérem mensi thrn srazek v tnoru (24 %), dubnu (57 %), kvétnu (85 %),
cervnu (72 %) 1 v Cervenci (36 %). Obdobné hodnoty byly zaznamenany pro tzemi celé
Ceské republiky (http://portal.chmi.cz/historicka-data/pocasi/uzemni-srazky). Pravé vyrazné
zmény v celkovém uhrnu srazek v prvni poloviné roku 2014 i 2015 mély pravdépodobné

zasadni vliv na vyskyt a po€etnost komart, zejména pak nékterych druht. Napiiklad samicky
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rodu Aedes, u kterého byl pokles v poctu odchycenych jedinct vSech druhit mezi roky 2013 a
2014 nejvyraznéjsi, kladou vajicka jednotlivé na vlhka mista a k vyvoji larev dochézi az po
jejich zatopeni (Kramat, 1958). K zatopeni mnoha takovych mist v odchytovych lokalitach v
roce 2014 a 2015 vsak pravdépodobné viibec nedoslo. Naopak samice druhti z komplexu Cx.
pipiens, u kterého nebyly rozdily v mnozstvi odchycenych komarti v jednotlivych letech ve
srovnani s ostatnimi druhy tak velké, kladou vaji¢ka ptfimo na vodni hladinu (Kramat, 1958),
a jejich vyvoj tak pravdépodobné nebyl trvajicim suchem zasazen v takové mife jako u

ostatnich rodd komaru.

Druhovéa determinace odchycenych komart byla v nékterych ptipadech provadéna
pouze na uroven komplext druhll (Aedes cantans komplex, Aedes communis-rusticus
komplex a Culex pipiens komplex). Divodem byla snaha udrzet komary pii urCovani ve
zmrazeném stavu, aby v nich nedoslo k poskozeni potencionalné pfitomnych virovych castic
¢i virové RNA. Komplikaci pii druhové determinaci byla také ndmraza ¢i oroseni tél komart,
kteti byli do t¢ doby uchovavani v teplot¢ —70 °C, coz znemoznilo pozorovani nékterych
znaki zasadnich pro ur€ovani komart z téchto komplexti do jednotlivych druhti. V ptipadé
komplexu Culex pipiens jsem se nasledné pokusila zjistit zastoupeni druhtt Cx. pipiens a Cx.
torrentium, které komplex tvofi, a to pomoci PCR se specifickymi primery cilenymi na jeden
z polymorfnich gentl, ve kterych se tyto dva druhy odliSuji. Za timto ucelem jsem analyzovala
celkem 74 vzorky z lokalit v okoli potoka Zabrdky i rybnika ReZzabince, které zahrnovaly
odchyty z let 2013, 2014 1 2015. Jednalo se o vzorky obsahujici homogenaty deseti jedinci, a
vysledky jsou tak pouze orientacni. Ve vSech analyzovanych vzorcich jsem zaznamenala
ptitomnost druhu Cx. pipiens, pritomnost jedinct druhu Cx. torrentium potvrdila PCR pouze v
osmi vzorcich. Druhy zminény druh tedy ptedstavoval pfiblizné 1% (SE = 0,4 %)
odchycenych komarti komplexu Cx. pipiens (vypocet byl proveden pomoci EpiTools
epidemiological calculators; http://epitools.ausvet.com.au/). Vyrazné¢ vyssi zastoupeni
(~96 %) druhu Cx. pipiens ve srovnani s druhem Cx. forrentium (~4 %) zaznamenala pii
analyze ~1500 jedinci také studie provadéna ve vychodnim Rakousku, pii které byla pouzita
stejna metoda druhové determinace pomoci PCR (Zittra ef al., 2016). Naopak studie z Ceské
republiky, ve které byli samci (~1700 jedincti) ur€ovani do druhu na zdkladé morfologickych
znakl, prokazala 67% zastoupeni druhu Cx. forrentium ve srovnani s 33% vyskytem druhu
Cx. pipiens (Hesson et al., 2014). Zda se, ze vyznamnou roli v uspe€Snosti zachyceni jedinci
obou druhii hraje metoda odchytu, ktera se liSila i ve dvou vySe zminénych studiich. Je

znamo, zZe rizné typy pasti chytaji jednotlivé druhy komari s riznou Gc¢innosti (Lithken et al.,
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2014). Konkrétn¢ CDC pasti lakaji efektivnéji druh Cx. pipiens nez Cx. torrentium, a
vysledky z odchytli touto metodou mohou byt proto pro porovnani pocetnosti obou druhti v
dané lokalit¢ zavadéjici (Hesson et al., 2015). Této hypotéze odpovidaji také mé vlastni
vysledky, pfi kterych jsem z lokality udoli potoka Zabrdky analyzovala celkem dvanact
vzorkd s homogenaty jedincti komplexu Cx. pipiens. Osm z nich pochéazelo z odchyti pomoci
CDC pasti a detekovan v nich byl pouze druh Cx. pipiens, zatimco ve zbyvajicich Ctyfech
vzorcich z odchyti entomologickou sitkou byly prokdzany oba druhy, tedy 1 Cx. forrentium.

Celkoveé se mi tedy podafilo prokazat, Ze ve vzorcich uréenych pro ucely této prace
jako Cx. pipiens komplex jsou zastoupeny oba druhy, které komplex tvofi. Vyrazné
dominantni zastoupeni v nich vSak ma druh Cx. pipiens, ktery byl detekovan ve vSech
analyzovanych vzorcich. O vyskytu téchto dvou druhii na danych lokalitach vSak tyto
vysledky nevypovidaji, protoze mohou byt ovlivnény metodou odchytu komart piredevsim

pomoci CDC pasti.

5.2 Detekce flaviviru

Flaviviry u odchycenych komari jsem detekovala pomoci univerzanich flavivirovych primert
zaméfenych na konzervovany usek genu pro nestrukturni protein 5 (Scaramozzino et al.,
2001). Celkem jsem flavivirovou RNA detekovala ve 45 vzorcich, zastupujici téméf vSechny
druhy (komplexy druhll) odchycenych komart s vyjimkou druhl Anopheles maculipennis,
Anopheles plumbeus a Culiseta annulata. Divodem, pro¢ se prave u téchto druhli nepodaftilo
flavivirovou RNA detekovat, je s nejvétsi pravdépodobnosti maly pocet odchycenych jedinct,
které¢ se mi u téchto druhl podafilo ziskat. Prevalence flavivirovych infekci u zbyvajicich
druhit (komplexii druhil) koméri se pohybovala v rozmezi od 0,06 % do 2,66 %. Tyto
hodnoty v§ak mohou byt zavadé&jici zvlasté pii porovnani druhit mezi sebou, a to pravé z
davodu velkych rozdilii v poctu vzorkt, které jsem méla v ramci konkrétnich druhd a skupin
k dispozici. Naprostd vétsina pozitivnich vzorkéi pochizela z oblasti NPR Rezabinec a
Rezabinecké tiing, z oblasti udoli potoka Zabrdky pochéazel pouze jediny vzorek, ve kterém
jsem pfitomnost flavivird detekovala, a v Polabi jsem flavivirovou infekci nezaznamenala
vibec. Vysledky byly i v tomto ptipad¢ ovlivnény rozdilnym mnozstvim materialu, ktery

jsem z danych lokalit ziskala.

U celkem péti vzorkil (de. vexans, Ae. communis-rusticus komplex a Cx. pipiens

komplex) jsem po elektroforéze PCR produktli zaznamenala piitomnost amplikoni, jejichz
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sekvence vSak z pfevazné Césti odpovidaly komaii mRNA. Pii dikladngjsi analyze téchto
sekvenci jsem objevila kratké tiseky (~30 nukleotidil), které odpovidaly sekvencim flavivira,
a amplifikaci mRNA komart tak c¢astecné vysvétlily. Délka a pozice detekovanych
flavivirovych sekvenci se v ramci jednotlivych druhti (komplexti druhii) komart shodovaly,
pfi porovnani druhli navzijem vSak bylo moZzné pozorovat lehké odliSnosti. U vzorki
komplexu Cx. pipiens jsem kratké useky odpovidajici flavivirové RNA zaznamenala dokonce
dva, na dvou raznych pozicich v ramci ziskanych sekvenci. Vysvétlenim téchto pozorovani
muze byt schopnost flaviviri integrovat se do genomu svych hostitelt, kterd byla n€kolikrat
prokazana (Crochu et al., 2004; Roiz et al., 2009; Katzourakis et Gifford, 2010; Rizzo et al.,
2014). V riznych studiich byla metodou postupného sekvenovani genomu komarti prokézana
integrace nejen velkych usekl flavivirové genetické informace, ale také kratkych fragmentd,
které na sebe navzajem nenavazovaly (Crochu et al., 2004; Roiz et al., 2009; Katzourakis et
Gifford, 2010; Rizzo et al., 2014). U vétsiny objevenych vlozenych virovych segmentti byly
nalezeny termina¢ni kodony vylucujici vznik funkénich produkti (Crochu et al., 2004; Rizzo
et al., 2014). U komart druhu Ae. albopictus ale byla detekovana také mediatorova RNA
(mRNA) odpovidajici integrovanym virovym sekvencim, ¢imz bylo prokazano, ze hostitelské
buitkky mozné nékteré vlozené flavivirové geny vyuzivaji (Crochu et al., 2004). Je tedy
mozné, ze i v nasem pripadé¢ mRNA riznych druhti komart, ktera se pfi pouziti univerzalnich
flavivirovych primertt amplifikovala, obsahuje tuseky odpovidajici virovym segmentim
vlozenym do genomu téchto komdart. Této hypotéze nasvédcuje také to, Ze useky
flavivirovych sekvenci a jejich pozice byly v ramci jednotlivych druhl identické a mezi
jednotlivymi druhy komari navzajem se liSily. V ramci své diplomové prace jsem se vSak

témito vzorky déale nezabyvala.

5.2.1 Vyhodnoceni detekovanych flavivirovych sekvenci

Pii porovnavani ziskanych virovych sekvenci se sekvencemi ulozenymi v genové bance
pomoci algoritmu BLAST i mezi sebou navzijem pomoci programu Geneious jsme
vyhodnotili, Ze se nam podatilo zachytit sekvence nalezici ¢tyfem riznym druhlim flavivird.
Tyto sekvence byly nejptibuznéjsi sekvencim klasickych ISFs, a k této skupiné tedy ziejmé

nalezi. Od sekvenci ISFs zvetejnénych v genové bance se vSak odlisuji z vice nez 20 %.

Od jednotlivych druhii virti se ndm podatilo ziskat jen relativné kratké sekvence (~250
a ~150 bp). Pro ziskani dalSich tsekt z genomu jednotlivych flavivirti jsem vyzkousSela také

dalsi univerzalni flavivirové primery, amplifikace s nimi vSak nebyla Gspésna. V ptipad¢ viru
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»CxTFV-like* jsem na amplifikaci pouzila také primery navrhnuté pro Culex theileri
flavivirus (Parreira et al., 2012), ktery se zdd byt tomuto nami detekovanému viru
nejpiibuznéjsi (viz obrazek €. 10). Diky tomu jsem ziskala dalsi dvé sekvence o délce ~100 a
~160 nukleotidi, které ale bohuzel na pivodni ziskanou sekvenci nenavazovaly, a nebylo tak
mozné je vyuzit pro fylogenetickou analyzu. Pouze jedna z téchto sekvenci se se sekvencemi
ulozenymi v genové bance prekryvala ze 100 % a podobnost s virem CxTFV v tomto ptipadé
dosahovala 85 %, tedy hodnoty blizké hranici pro uznani nového druhu viru, kterou
postulovali Kuno et al. (1998). Diivodem, pro¢ se amplifikace s ostatnimi primery nezdarila,

muze byt odlisnost viru ,,CxTFV-like* od viru CxTFV, pro ktery byly tyto primery navrhnuty.

Fylogeneticka analyza Ctyi sekvenci ziskanych z ndmi odchycenych komari pouzitim
primerdi MAMD a CFD2 (Scaramozzino et al., 2001), ke které¢ byly pouzity odpovidajici
sekvence ostatnich zndmych ISFs, potvrdila, Ze nami detekované sekvence jsou od ostatnich
specificky hmyzich flavivird vzdaleny, a piedstavuji tedy s nejvétsi pravdépodobnosti

samostatné druhy (viz obrazek ¢. 10), které nalezi mezi klasické ISFs.

Relativné Siroké spektrum hostitelskych druhti, zahrnujici rizné rody komart, jsem
zaznamenala zejména u viru ,,CxTFV-like®, ktery jsem detekovala ve vétsiné piipadl u rodu
Culex, ale také u nékolika vzork komart roda Aedes a Coquillettidia. Virus ,,AeCinFV* byl
detekovan predevsim u komart 4e. cinereus, ale také u jednoho vzorku komplexu Cx. pipiens.
Nalezy jednoho druhu ISFs u rozdilnych druht i rodd hostitelti se podafilo zdokumentovat
také u nekolika jinych specificky hmyzich flaviviri (viz tabulka €. 1), a nizkd hostitelska
specificita tedy neni u této skupiny virli zfejmé ni¢im neobvyklym. Zajimavosti je nalez
smiSené flavivirové infekce ,,CxTFV-like* a ,,AeCinFV* ve dvou vzorcich komplexu Ae.
cantans. Je vSak pravdépodobné, Ze se nejednalo o koinfekei jednoho jedince, ale o umisténi
dvou (a vice) jedinct, kteti byli infikovani riznymi viry, do jednoho vzorku. Vzhledem k
tomu, Ze v téchto vzorcich byli pfitomni jedinci urceni pouze na uroven komplexu, mohlo se
jednat také o jedince ptedstavujici riizné druhy komart. O hostitelské specificité nami
detekovanych ISFs proto z téchto smiSenych nalezi nelze ulinit jednoznacné zaveéry.
Zbyvajici dva flaviviry jsem detekovala pouze u jednoho (,,595¢%) ¢i dvou (,,502) vzorkt, a

vyvozovani zaveri o hostitelské specificité by tedy nebylo relevantni.

Ptes vyrazné rozdily v poctu odchycenych jedinct se virus ,,CxTFV-like* podatilo
detekovat u komari ze dvou navzajem vzdalenych lokalit. V jedé z nich (NPR Rezabinec a
Rezabinecké ting) byl tento virus u druhu Cx. modestus navic zaznamenan v roce 2013 i 2015

(opét i navzdory mnohem mensimu poctu jedincii odchycenych v roce 2015), coz naznacuje
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jeho dlouhodobé pietrvavani v populaci tohoto druhu komarti v dané lokalité. Také virus
,,502% byl detekovan u komart stejného druhu (Culiseta morsitans) v NPR ReZzabinec a
Rezabinecké tiiné ve dvou po sobé nasledujicich letech (2013 a 2014). Tento druh komart
nebyl v odchytech pfili§ zastoupen (celkem bylo odchyceno jen 71 jedinct rozdé€lenych do 11
vzorkl), a lze tedy predpokladat, Ze u tohoto druhu je virem ,,502% infikovdna dostatecné
velkd ¢ast komart a (hostitelsky specificky) virus se v jejich populaci rovnéz udrzuje
dlouhodobé. K vyhodnoceni celkové prevalence nami detekovanych viri, at’ uz v ramci
geografického rozsifeni ¢i dlouhodobého vyskytu u jednotlivych druhli komard na jedné

lokalité, by bylo zapotiebi ve vyzkumu dale pokracovat.

5.3 Experimentalni infekce

5.3.1 Izolace virt na bunéénych kullturach C6/36

Bunécna linie C6/36 pochdzejici z komard Ae. albopictus hrala v objevu specificky hmyzich
flavivirti vyznamnou roli. Blitvich et Firth (2015) se domnivaji, Ze vSechny tzv. klasické ISFs
jsou schopné tyto bunky infikovat. Piesto se izolace nekterych specificky hmyzich flavivirt
na téchto bunécnych kulturdch nepodatila (Pabbaraju et al., 2009; Calzoari et al., 2010a;
Calzoari et al., 2012; Hoshino et al., 2012; Roiz et al., 2012; Grisenti et al., 2015).

O izolaci nami detekovanych ISFs jsem se pokusila s n€kolika riznymi vzorky. K
usp&Snému namnozeni viru v kulturach bunék C6/36 vSak doslo pouze po inokulaci jednoho z
nich, homogenatu komart druhu Cx. modestus, u kterého jsme detekovali virus ,,CxTFV-
like*. Pfitomnost viru pomoci metody PCR se mi podafilo potvrdit aZ v materidlu odebraném
z infikované kultury devatenacty den po inokulaci, vysledky PCR s dfive odebranymi vzorky
byly negativni. Prvni experiment se dvéma vzorky, které rovnéZ obsahovaly RNA viru
,CxTFV-like*, jsem kvili negativnim vysledkim PCR ukoncila jiz dvanacty den po
inokulaci. Je proto mozné, Ze 1 v tomto ptipad¢ virus bunky nakazil, ale v kultufe ho bylo v
pocatecni fazi pfitomno pfili§ malé mnozstvi, které nebylo mozné pomoci PCR detekovat.
Doba potiebnd k dostate¢né replikaci ISFs se mezi riznymi druhy lisi a detekce pomoci PCR
byla u jednoho z nich uspé$na dokonce az po Ctvrté pasazi viru na kulturach bunék C6/36
(Bolling et al., 2011). Virus ,,CxTFV-like* nezpisobuje na rozdil od mnoha jinych specificky
hmyzich flaviviri na buiikky C6/36 cytopaticky efekt (CPE), diky kterému by bylo mozné
rozeznat infikované kultury od neinfikovanych ¢i kvantifikovat mnoZzstvi viru v kultute.

Absence CPE vsak byla popsana u nékolika dalSich ISFs (Morales-Betoulle et al., 2008;
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Farfan-Ale et al., 2009; Hoshino et al., 2009; Machado et al., 2012; Pauvolid-Correa et al.,
2014), a nejedna se tak o zcela vyjimecné pozorovani. Morfologie i velikost (40 — 50 nm)
virioni ndmi izolovaného viru ,,CxTFV-like*, zdokumentovana pomoci transmisni
elektronové mikroskopie, je obdobna jako u ostatnich ISFs (napt. Cook et al., 2009; Junglen
et al., 2009; Huhtamo et al., 2012; Parreira et al., 2012; Zuo et al., 2014; Bolling et al.,
2015a). Pozorovani virovych castic v kultufe bunék C6/36 pomoci TEM tedy potvrdilo
ptislusnost viru ,,CxTFV-like* k Celedi Flaviviridae a navic piedstavovalo nezpochybnitelny
dukaz Gspésné izolace viru.

Izolovat na bunécnych kulturdch C6/36 jsem se pokouSela také druhy nami
detekovany virus, ,,AeCinFV*. Piestoze jsem experiment opakovala s n¢kolika rliznymi
homogenaty pti dodrZeni stejného postupu jako u infekce virem ,,CxTFV-like*, inokulace
zadného z nich nevedla k namnoZzeni viru, a to ani po sedmi pasazich. Vzhledem k tomu, ze
bunky linie C6/36 maji omezenou antivirovou odpovéd’ (Brackney et al., 2010), nezda se
ptilis pravdépodobné, ze by diivodem netspésné izolace byla neschopnost tohoto flaviviru
buniky infikovat. Lze predpokladat, ze pfi¢inou je spiSe poSkozeni virovych Ccastice
ptitomnych ve vzorcich, jejichz RNA jsem sice detekovala, ale virus uz nebyl ve stavu, kdy

by byl schopny infekce bunék.

5.3.2 Experimentailni infekce komari z laboratorniho chovu

Virem ,,CxTFV-like“, ktery byl uspésné izolovan na buitkdch C6/36, jsem se pokusila
infikovat také komary druhu Cx. quinquefasciatus z naseho laboratorniho chovu. Navzdory
tomu, ze jsem vyzkouSela vSechny metody experimentalnich infekci komari, které byly u
ISFs popsany (Lutomiah et al., 2007; Kent et al., 2010; Saiyasombat et al., 2011; Goenaga et
al., 2015), zadny z pokusti nebyl Gspésny.

U peroralni infekce sanim cukerné potravy i krve obsahujici ,,CxTFV-like* virus se mi
pomoci metody PCR podafilo potvrdit, Ze se virus ihned po sani v komarech vyskytoval.
Infek¢nost materidlu pouzitého k perordlnim ndkazdm dospélct 1 larev, stejné jako k
intrathorakalni injikaci, byla ovéfena inokulaci do bunéénych kultur C6/36, kde virus buiky
uspésné nakazil a replikoval se v nich. Na rozdil od pokust popsanych ve vySe zminénych
¢lancich, jsme neméli pifesn€ definovano mnozstvi viru, které bylo k jednotlivym
experimentim pouzito. AvSak v dospélych komarech zkoumanych tésn€¢ po sani se ho
vyskytovalo dostate¢né mnozstvi na to, aby byl pomoci PCR detekovan.

Ackoliv jsme tedy prokazali, ze se infekce schopny virus v detekovatelném mnozstvi

68



do dospélych komart tspésné dostal, nebyl v nich ziejmé schopen se udrzet ani namnozit. V
ptipadé peroralnich infekci dospélctt mohla byt divodem nepfirozena cesta ndkazy, zejména v
ptipadé infekcni krve. PfestoZe uspéSna ndkaza komari sanim krve infikované jednim z ISFs
byla popsana (Lutomiah et al., 2007), ISFs jsou z definice viry specifické pro hmyz, které
nejsou schopné infikovat obratlov¢i buiiky. V pfirozeném prostredi piedstavuje zdroj cukerné
potravy pro komary predevSim nektar z kvéti. Sdileni takového zdroje vétSim mnozstvim
jedinci, ktefi by touto cestou na sebe mohli virovou infekci pfenést, se také jevi spiSe jako
nepravdépodobny (i kdyZ potencionalné mozny) zptisob piirozeného kolobéhu flavivird.

K negativnim vysledkiim vedl i pokus o infekci larev komari, které¢ se mély nakazit
pozienim infikovanych bunék ¢i virionti v médiu, do kterého byly pfeneseny. V tomto piipade
jsem vSak neovétfovala, zda se infekEni materidl do larev skutecné dostal, a je tedy mozné, ze
larvy byly malo vyhladovélé a nebyly ochotné po pfeneseni do kultivacni lahve pfijimat
dostatecné mnoZzstvi potravy. Pfirozenou alternativu tohoto zpisobu nakazy, ktera vedla v
jenom z popsanych pokusti v laboratornich podminkach k uspésné infekci larev (Lutomiah et
al., 2007), by mohla ptedstavovat typicka situace, kdy se larvy Zivi mimo jiné ¢astmi tél
komart, kteti na lihnistich (ve stojat¢ vod€, kam jsou kladena wvajicka) uhynuli.
Intrathorakalni injikace samoziejmé také neni pfirozenym zplsobem, jakym by se komafi
mohli v pfirozeném prostiedi nakazit, ale v publikovanych experimentech byl tento zptisob
infekce vzdy uspésny (Kent et al., 2010; Saiyasombat et al., 2011; Goenaga et al., 2015). V
naSem piipad¢€ se vSak ani injikovany virus v komarech nenamnozil. Nabizi se vysvétleni, Ze
komafti druhu Cx. quinquefasciatus nejsou vhodnymi hostiteli viru ,,CxTFV-like®, ktery neni

schopen jejich bunky infikovat, at’ uz je do nich vpraven jakoukoliv cestou.
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6 ZAVER

Ve své diplomové praci jsem se zamétila na detekci specificky hmyzich flavivirt (ISFs) u
komarii v Ceské republice. Za timto u¢elem jsem b&hem let 2013 az 2015 odchytila celkem 9
658 samic komard na tfech riznych lokalitdich, naprostd vétSina z nich vSak pochézela z
lokality NPR Rezabinec a ReZabinecké ting.

Flavivirovou RNA jsem detekovala ve 45 vzorcich obsahujicich celkem 443 komatich
samicek. Ziskané sekvence ve vSech piipadech nalezely mezi ISFs, ¢imZ se mi podafilo
potvrdit vyskyt této skupiny virai v Ceské republice. Nejvyssi prevalenci flavivirovych infekci
jsem zaznamenala u druhti Culex modestus, Aedes cinereus a Culiseta morsitans, nicméné
vysledky mohou byt ovlivnény rozdilnym zastoupenim jednotlivych druhtt komart v
odchytech.

Celkem se mi podafilo ziskat ¢tyii unikatni sekvence, z nichZz Zadnd neodpovidala
dosud popsanym druhtim/skupindm virii. Fylogenetickd analyza téchto sekvenci potvrdila, Ze
se s nejvetsi pravdépodobnosti jednd o Ctyfi razné druhy flaviviri, které ndlezi mezi klasické
ISFs.

Sekvence pro ucely této prace nazvana ,,AeCinFV* byla detekovana u komara Aedes
cinereus a u komart komplexu Culex pipiens. Pies celkovou podobnost ziskanych sekvenci
tohoto flaviviru jsme u nékterych sekvenci pozorovali identické odliSnosti na nékolika
nukleotidovych pozicich, a do fylogenetické analyzy jsme proto zahrnuli obé varianty. Dalsi
detekovany flavivirus, ,,CxTFV-like*, byl nalezen v Sirokém spektru hostitelskych druht
komara rodu Adedes, Culex a Coquillettidia, nejcastéji vSak u druhu Cx. modestus. Vyskyt
tohoto viru se podafilo prokazat nejen na dvou od sebe vzdéalenych lokalitdch, ale 1 v
odchytech z riiznych let, coz naznacuje jeho dlouhodobé pretrvavani v komatich populacich.
Flavivirus, jehoz sekvence je v této praci nazvana ,,502%, byl detekovan ve dvou vzorcich
druhu Cul. morsitans, které pochazely z riznych sezon odchytli. Sekvence provizorné
oznacend jako ,,595¢* byla nalezena pouze v jediném vzorku komplexu Cx. pipiens. Aby bylo
mozné relevantné vyhodnotit hostitelskou specificitu téchto virti, bylo by potieba ve vyzkumu
pokracovat a zejména u pocetné mén¢ zastoupenych druhti komart ziskat vétsi pocet jedincii
k analyze. Pfesto se podafilo prokazat, ze podobn¢ jako nékteré jiz popsané ISFs, také viry
»CxTFV-like“ a ,,AeCinFV* infikuji rizné druhy, a dokonce i rody, komara.

Na tkanovych kulturach bunék C6/36 se mi podatilo uspésné izolovat virus ,,CxTFV-
like* a diky transmisni elektronové mikroskopii také pofidit snimky, které zachycuji jeho
morfologii. Piestoze jsem se timto virem pokousela infikovat laboratorn¢ chované komary
druhu Cx. quinquefasciatus, a to nékolika principialn¢ odliSnymi metodami, pokusy nebyly

uspesné. Zda se proto, ze tito komafi nejsou vhodnymi hostiteli viru ,,CxTFV-like®.
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