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Abstrakt

Infekce zajicovcii koronavirem SARS-CoV-2 a dalSimi koronaviry

Nedavno objeveny koronavirus tézkého akutniho respira¢niho syndromu 2
pandemii respira¢niho onemocnéni COVID-19. Vyzkumy ukazaly, ze ma tento virus
zoonoticky charakter a je schopen infikovat kromé cloveéka také velké mnozstvi
hospodafsky, ale i chovatelsky vyznamnych zvifat. Potencialni hostitelsky rezervoar
SARS-CoV-2 mohou piedstavovat i zajicovci (Lagomorpha). Jak u kralika (Oryctolagus
cuniculus), tak i u zajict (Lepus europaeus) a pistuch (Ochotona princeps), byla
prokazana schopnost viru navazat se na jejich ACE2, ktery predstavuje hlavni cilovy
receptor viru. U kralik byla kromé laboratorn¢ indukované infekce rovnéz zaznamenana
infekce piirozend. U ostatnich zajicovcli infekce pozorovana nebyla. Kromé
SARS-CoV-2 existuji dalsi druhy koronavird, které prirozené infikuji zajicovce. Cilem
této prace bylo shrnout zdkladni poznatky o koronavirech, charakterizovat konkrétni
zéstupce koronavird, které infikuji zajicovce a popsat infekci zajicovel koronavirem
SARS-CoV-2. V praktické casti jsem pak meéla za cil detekovat protilatky proti
koronaviru SARS-CoV-2 ve vybranych krevnich vzorzcich zajicti ulovenych na Gizemi
CR za vyuziti sérologické metody ELISA. Vzorky, které po testovani touto metodou
vykazovaly potencialni moznost pozitivity byly odeslany na Vyzkumny ustav
veterinarniho 1ékafstvi v Brn€, kde metoda virus neutralizac¢ni test pozitivitu nepotrvdila.
V tuto chvili tedy neexistuji nezvratné dukazy proto, Ze je SARS-CoV-2 schopen

ptirozen¢ infikovat zajice a efektivné se $ifit v jejich populaci.

Kli¢ova slova: SARS-CoV-2, COVID-19, zajicovci, koronaviry, zoonézy



Author’s abstract

SARS-CoV-2 and other coronaviruses of lagomorphs

The recently discovered Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2
(SARS-CoV-2) is a highly transmissible and pathogenic virus that has caused
pandemic respiratory disease COVID-19 in recent years. Research has shown that this
virus has zoonotic nature and is capable of infecting large numbers of livestock, in
addition to humans. Lagomorphs may represent a potential host reservoir of
SARS-CoV-2. In rabbits (Oryctolagus cuniculus) as well as in hares (Lepus europaeus)
and pikas (Ochotona princeps), the ability of the virus to bind to their ACE2, which
represents the main target receptor of the virus, has been demonstrated. In addition to
laboratory induced infection, natural infection has also been observed in rabbits. No
infection was noted in other lagomorphs. In addition to SARS-CoV-2, there are other
coronavirus species that naturally infect rabbits. The aim of this study was to summarize
the basic knowledge about coronaviruses, to characterize specific representatives of
coronaviruses that infect lagomorphs and to describe the infection of lagomorphs with
SARS-CoV-2 coronavirus. In the experimental part, | aimed to detect antibodies against
SARS-CoV-2 coronavirus in selected blood samples of hares hunted in the Czech
Republic using ELISA serological method. Samples that showed potential positivity after
testing with this method were sent to the Veterinary Research Institute in Brno, where the
virus neutralization test did not confirm positivity. Therefore, there is no conclusive
evidence at this time that SARS-CoV-2 is able to naturally infect hares and spread

effectively in their population.

Key words: SARS-CoV-2, COVID-19, lagomorphs, coronaviruses, zoonoses
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1. Uvod

Koronaviry jsou riznorodou skupinou vird, které infikuji ¢lovéka a mnoho druht
domacich i voln¢ Zijicich zvitat. U zvifat mohou koronaviry zpisobovat mirné az zavazné
respiracni, stfevni ¢i systémova onemocnéni. U lidi zplisobuji navic také zapal plic
(Hasokstiz et al. 2020; Hu et al. 2021). Z taxonomického hlediska se koronaviry fadi
do fadu Nidovirales, podiadu Cornidovirineae a ¢eledi Coronaviridae. Jedna se o skupinu
jednovlaknych RNA (ribonukleova kyselina, z anglického Ribonucleic Acid) vira
s genomem pozitivni polarity (Ludwig & Zarbock 2020). Pojmenovani ,,coronaviruses*
ziskaly diky své morfologii, jelikoZ pifi pohledu do elektronového mikroskopu
ptipominaji korunu (Ye et al. 2020). S délkou 26 400-31 700 nt je genom koronavirQ
nejveétsim genomem ze vSech znamych RNA virG. Viibec nejvétSim genomem mezi
koronaviry disponuje koronavirus SW1 s 31 686 nt, ktery infikuje béluhy severni
(Delphinapterus leucas) (Mihindukulasuriya et al. 2008).

Koronaviry jsou rozdéleny do 4 rodu: Alphacoronavirus, Betacoronavirus,
Gammacoronavirus a Deltacoronavirus, pticemz alfakoronaviry a betakoronaviry
infikuji zejména savce (Mammalia), zatimco gammakoronaviry a deltakoronaviry
infikuji primarné ptaky (Aves) (Ludwig & Zarbock 2020). V souéasné dob¢ je znamo
7 druhi koronavirt, které zptisobuji infekce u lidi, z nichz 4 — HCoV 229E, HCoV NL63,
HCoV HKUI a HCoV 0C43, obvykle zplsobuji ptiznaky nachlazeni
u imunokompetentnich jedinct. Ostatni, konkrétné SARS-CoV (koronavirus tézkého
akutniho respiraéniho syndromu, z anglického Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus) a MERS-CoV (koronavirus blizkovychodniho respira¢niho syndromu,
z anglického Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus) zpusobuji zavazna
respiracni onemocnéni SARS (tézky akutni respira¢ni syndrom, z anglického Severe
Acute Respiratory Syndrome) a MERS (blizkovychodni respiraéni syndrom,
z anglického Middle East Respiratory Syndrome) (Hasdksiiz et al. 2020).

V8echny zminéné koronaviry maji zoonoticky pivod. Za primarni pfirozené
hostitele koronavirt SARS-CoV, MERS-CoV, HCoV NL63a HCoV 229E se povazuji
netopyti (Chiroptera), zatimco u HCoV OC43 a HCoV HKUL1 se za primarni hostitele
povazuji hlodavci (Rodentia) (Cui et al. 2019).

-1-



Na konci roku 2019 se v ¢inském Wu-Chanu objevil novy vysoce pienosny
a patogenni koronavirus, pozdéji oznaceny jako SARS-CoV-2 (koronavirus tézkého
akutniho respira¢niho syndromu 2, z anglického Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2), ktery zptisobil celosvétovou pandemii akutniho respiraéniho onemocnéni
COVID-19 (CoronaVirus Disease 2019) (Hu et al. 2021). Za doposud nejblizsi ptibuzné
virové kmeny SARS-CoV-2 se nyni povazuji BANAL-52, BANAL-103 a BANAL-236,
které byly nalezeny u vrapencu rodu Rhinolophus (konkrétné R. malayanus BANAL-52,
R. pusillus BANAL-103 a R. marshalli BANAL-236). Shodnost v sekvenci domény
vazajici receptor RBD (z anglického Receptor-Binding Domain) je u BANAL-236
96,9 % a u zbylych dvou kment az 97,4 % (Temmam et al. 2022).
Pandemie COVID-19 oteviela otazky ohledn¢ pfenosu SARS-CoV-2 mezi zvifaty
a lidmi. Rozsahla infekce lidské populace timto virem pfedstavuje moznost reverzné
zoonotického pfenosu, kdy lidé pozitivni na SARS-CoV-2 mohou infikovat doméci nebo
volné Zijici zvifata, coz potencialné vede k vytvofeni novych rezervoart hostiteld. Mezi
druhy, které se mohou piirozen¢ infikovat mizeme zafadit napiiklad ko¢ky (Felis catus),
psy (Canis lupus familiaris), kie¢ky (Cricetus cricetus), fretky (Mustela putorius furo),
norky (Mustela lutreola), tygry (Panthera tigris), lvy (Panthera leo), primaty (Primates),
vydry (Aonyx cinerea) ¢i jelence (Odocoileus virginianus) (McAloose et al. 2020;
Trimpert et al. 2020; Animal and Plant Health Inspection Service 2021a; Animal and
Plant Health Inspection Service 2021b; Oude Munnink et al. 2021; Rac¢nik et al. 2021;
Yaglom et al. 2021; Hale et al. 2022). Vyznamnym objevem je, Ze norci a jelenci
béloocasy mohou virus pfenaset mezi ostatnimi piislusniky svého druhu poté, co byli
infikovani ¢lovékem. V Dansku a Norsku byl dokonce zaznamenan pienos z norkll na
lidi, coz dokazuje potencial sekundarniho zoonotického pienosu (Lu et al. 2021; Oude
Munnink et al. 2021; Rabalski et al. 2022; Hale et al. 2022; Vandegrift et al. 2022).
Vyznamny rezervoar pro zoonotické viry ve volné piirodé by mohli pfedstavovat
I zajicovci (Preziuso 2020). Dle provedenych experimetd Mykytyn et al. (2021)
a Bosco-Lauth et al. (2021) je prokazano, ze virem SARS-CoV-2 mohou byt nakazeni
kralici, u nichz byla infekce navozena laboratorné¢, nicméné¢ u nich probiha
asymptomaticky a velmi neefektivné. V roce 2022 prokazal tym védct ve Francii téz
schopnost viru infikovat kraliky pfirozenou cestou, avSak provedené testy vykézaly velmi
nizkou séroprevalenci a nachylnost k ndkaze (Fritz et. al 2022). Tato prace se zamétuje

na infekci zajicovei koronavirem SARS-CoV-2 a dalsimi koronaviry. Ptirozena infekce
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virem SARS-CoV-2 byla pozorovana u kralikti, nicméné u ostatnich zajicovct nikoliv.
Cilem této prace je vypracovat literarni reSerSi na téma koronavirovych infekci
U zajicovcl, otestovat vybrané vzorky sér zajicti na pfitomnost protilatek proti koronaviru
SARS-CoV-2 a tim pfispét k rozsifeni znalosti 0 mozném novém rezervoaru hostiteld
SARS-CoV-2 mezi voln¢ Zijicimi zvifaty. Experiment probiha za vyuziti laboratorni
testovaci metody ELISA (enzymatickd imunoanalyza, z anglického Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), ktera se pouziva k detekci pfitomnosti antigent nebo protilatek

Vv biologickych vzorcich.



2. Cile literarni reSerse

e  Shrnout poznatky o koronavirech
e Charakterizovat koronaviry infikujici zajicovce

e  Popsat prub¢h nadkazy koronavirem SARS-CoV-2 u zajicovct



3. Literarni reSersSe

3.1 Zoonotické koronaviry

3.1.1 Definice zoonoz

Zoondzami nazyvame infek¢éni onemocnéni, ktera se pienasi ze zvitete na ¢lovéka
(World Health Organization 2020). Tato onemocnéni mohou byt klasifikovana podle
toho, jaky druh patogenu je pienédsen. Jsou jimi pfedevsim viry, bakterie, paraziti, plisné,
nebo priony (Chomel 2009). Nejobvyklejsim zptisobem nakazy je piimy kontakt se
zvitaty, pii kterém nas nebezpecny patogen infikuje bud'to prostfednictvim vzduchu,
prostiednictvim vektoru nebo kontaktem se zvifecimi sekrety (Cross et al. 2019). Mezi
nejcastéjsi vektory mizeme fadit blechy (Siphonaptera), klistata (Ixodida) nebo komary
(Culicidae) (Chomel 2009), zatimco sekrety rozumime mo¢, sliny, krev, mléko, trus nebo
hnis (Hubalek & Rudolf 2014). Infekce ovS§em muze propuknout i nepiimym kontaktem,
a to prostiednictvim jidla, vody, nebo prostiedi, se kterymi dany patogen pfisel do styku
(World Health Organization 2020). Zoonotické patogeny jsou rozsifené po celém svéte.
K pfenosu nemoci ze zvifete na ¢lovéka mize dojit kdekoliv Ziji lidé, S nimiz mohou pfijit
zvifata do styku, at’ uz ve méstech, nebo ruralnich oblastech (Cross et al. 2019).
Piedpoklada se, ze vice nez 6 z 10 piipadid zndmych infekénich onemocnéni u lidi mize
byt pienaseno zvitaty a az 3 ze 4 emergentnich onemocnéni u lidi pochazi od zvirat
(Centers for Disease Control and Prevention 2021).

Emergentnimi zoon6zami rozumime nove se objevujici zoonozy, které jsou nove
rozpoznané, nové se vyvinuly, anebo se vyskytly jiz dfive, ale vykazuji zvySenou
pocetnost nebo rozsifeni zemépisného, hostitelského nebo vektorového areélu.
V poslednich 70 letech bylo na seznam nové objevenych zoondz zapsano minimalné
250 zoono6z (Rahman et al. 2020). Nékteré patogeny, jako napiiklad HIV (virus lidské
imunodeficience, z anglického Human Immunodeficiency Virus), za¢inaji jako zoondzy,
ale pozdé€ji mohou cirkulovat jen mezi lidmi. Dalsi mohou zapficinit opakované
epidemie, ptikladem miize byt bakterialni onemocnéni salmoneloza a virové onemocnéni
Ebola. Jiné, jako je koronavirus SARS-CoV-2, ktery zptisobuje onemocnéni COVID-19,
maji potencial vyvolat globalni pandemii (World Health Organization 2020). Piestoze
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velké mnozstvi ptivodct zoonotickych virdz spada mezi RNA viry, existuji i zoondzy,
které jsou zpusobeny i herpetickymi ¢i nestoviénymi DNA (deoxyribonukleova kyselina,

z anglického Deoxyribonucleic Acid) viry (Hubalek & Rudolf 2014).

3.1.2 Puvod koronavira a jejich fylogeneze

Lidské koronaviry byly objeveny a poprvé popsany v pozdnich 60. letech
minulého stoleti britskym virologem Davidem Tyrrellem, ktery poprvé v roce 1966
izoloval kmen HCoV 229E z dychaciho traktu pacienta potykajiciho se s infekci hornich
cest dychacich (Tyrrell & Bynoe 1966). Avsak jiz dfive, konkrétn&ji na konci 30. let
20. stoleti, byly izolovany rizné koronaviry zrtznych druhli zvifat napf. mysi
(Mus musculus), skotu (Bos taurus), prasat (Sus scrofa), koc¢ek, psu nebo krocani
(Meleagris gallopavo) (Ye et al. 2020). Paralelné na tomto tématu pracoval i americky
tym doktora MclIntoshe, ktery vénoval svou praci lidskym a zvifecim virGim jako
napiiklad IBV (virus infek¢ni bronchitidy, z anglického Infectious Bronchitis Virus),
MHYV (virus mysi hepatitidy, z anglického Mouse Hepatitis Virus), nebo TGEV (virus
prenosné gastroenteritidy prasat, z anglického Transmissible Gastroenteritis Virus)
(Mcintosh et al. 1967). U téchto virti byla pomoci elektronového mikroskopu prokazana
vyznamnd morfologickd podobnost. Tato skupina byla pozdéji pojmenovana jako
koronaviry (,,corona‘“ — oznacujici korunovity vzhled povrchovych vybézki) a oficialné
pfijata jako nova celed (Tyrrell et al. 1975).

International Committee on Taxonomy of Viruses (¢esky Mezinarodni vybor pro
taxonomii virtl) zatfazuje koronaviry do fadu Nidovirales, podiadu Cornidovirineae
a Celedi Coronaviridae. Tato Celed” je rozdélena na 3 podceledi — Letovirinae,
Orthocoronavirinae a Pitovirinae. V ramci podceledi Orthocoronavirinae rozliSujeme
4 hlavni rody koronavird. Jedna se o rody Alphacoronavirus, Betacoronavirus,
Gammacoronavirus a Deltacoronavirus (viz Obrazek 1) (International Committee on
Taxonomy of Viruses 2022). Jsou to pravé betakoronaviry, do kterych jsou zafazeny
3 nejvyznamnéjsi zastupci koronaviria jako jsou SARS-CoV, SARS-CoV-2
a MERS-CoV, které zpusobuji onemocnéni SARS, COVID-19 a MERS (Chan et al.
2015). U vsech téchto koronavird povazujeme netopyry za primarni piirozené hostitele,
nicméné k pienosu na ¢lovéka doSlo prostfednictvim mezihostitelli. Podle Luan et. al
(2020) je jim pro SARS-CoV ovije¢ maskovany (Paguma larvata), pro MERS-CoV je to

-6-



velbloud jednohrby (Camelus dromedarius) a v piipadé SARS-CoV-2 je
piedpokladanym  mezihostitelem luskoun kratkoocasy (Manis pentadactyla)
(Makarenkov et al. 2021), avSak dalsi zdroj uvadi jako mozného mezihostitele rovnéz
psika myvalovitého (Nyctereutes procyonoides) (Xiao et al. 2021).

Tyto 3 vyznamné Koronaviry patii do podrodu Sarbecovirus (SARS-CoV
a SARS-CoV-2) a do podrodu Merbecovirus (MERS-CoV) (International Committee on
Taxonomy of Viruses 2022). Obecné lIze fici, Ze alfakoronaviry a betakoronaviry infikuji
pouze savce (Ludwig & Zarbock 2020), pricemz podle Umakanthan et al. (2020) tvoti
hlavni evoluc¢ni rezervoar netopyii. Zbylé dva rody zplisobuji infekce piredevsim u ptaka,
avSak prilezitostné se vyskytuji i u savcl jako jsou velryby (Cetacea) ¢i prasata (viz
Obrazek 2) (Cui et al. 2019; Woo et al. 2012).

Aktualni klasifikace koronaviri rozeznava 53 zastupcu ve 28 podrodech
(International Committee on Taxonomy of Viruses 2022). Koronaviry zptsobuji
onemocnéni u hospodafsky, ale i chovatelsky vyznamnych zvitat jako jsou napiiklad
prasata, skot, kuti (Gallus gallus), psy a koc¢ky. U lidi zpisobuji zastupci rodu
alfakoronavirt a betakoronaviri (HCoV 229E, HCoV NL63, HCoV 0OC43, HCoV
HKU1) celou fadu onemocnéni od lehkych respiracnich infekci az po syndrom akutni
dechové tisn¢ ARDS (z anglického Acute Respiratory Distress Syndrome) (Umakanthan
et al. 2020). Mezi nejvyznamné&j$i koronaviry zvifat fadime virus pfenosné
gastroenteritidy prasat TGEV (podrod Tegacovirus — rod Alphacoronavirus), virus
praseciho epidemického prijmu PEDV (z anglického Porcine Epidemic Diarrhea Virus)
(podrod Pedacovirus — rod Alphacoronavirus), prase¢i deltakoronavirus PDCoV
(z anglického Porcine Deltacoronavirus) (podrod Buldecovirus — rod Deltacoronavirus),
virus mysi hepatitidy MHV (podrod Embecovirus — rod Betacoronavirus), kocici
koronavirus FCoV (z anglického Feline Coronavirus) (podrod Tegacovirus — rod
Alphacoronavirus), nebo virus infekéni bronchitidy 1BV (podrod lgacovirus — rod

Gammacoronavirus) (International Committee on Taxonomy of Viruses 2022).



Rad Nidovirales

Podrad Cornidovirineae
Celed' Coronaviridae
Podéeled Letovirinae [— Orthocoronavirinae [—{ Pitovirinae
|
| | [ |
Rod Alphacoronavirus Betacoronavirus Gammacoronavirus Deltacoronavirus

AN S ———

Podrod | Tegacovirus || Pedacovirus || Sarbecovirus || Merbecovirus || Embecovirus || Igacovirus | | Buldecovirus

AN N l |

Druh TGEV FCoV PDEV SARS-CoV-2 | |SARS-CoV | | MERS MHV BV PDCoV

Obrazek 1 — Fylogeneticky vyvoj koronavirovych taxonii s priklady hospodarsky
vyznamnych zastupci (vytvoreno na zakladé taxonomického prohlizece
International Committee on Taxonomy of Viruses 2022).
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Obrazek 2 — Model vyvoje rodi koronaviru s piriklady hostitelského rozsahu

(upraveno dle Woo et al. 2012).



3.2 Struktura koronaviru

Viry z celedi Coronaviridae maji kulovity tvar S pramérem 120-160 nm

(Colina et al. 2021). Koronaviry jsou obecné obalené jednovlakné nesegmentované RNA
viry s genomem pozitivni polarity (Yang & Leibowitz 2015). Jejich genom je se svou
délkou 26 400-31 700 nt povaZzovan za nejvétsi ze vSech znamych RNA virQ
(Ludwig & Zarbock 2020). Genom koronavirt obsahuje pomérné velké mnozstvi gena.
Jsou jimi piedevsim dva dlouhé ORF (oteviené ¢teci ramce, z anglického Open Reading
Frames) ORFla a ORF1b kodujici dva velké polyproteiny ppla a pplb, které se pozdé&ji
proteolyticky $tépi na 15-16 nestrukturnich proteinti. ORF1la a ORF1b zaujimaji az 70 %
genomu koronaviru. Zbyvajicich 30 % genomu obsahuje geny pro strukturni proteiny S,
E, M, aN (Liu et al. 2014; Chen et al. 2020). V zavislosti na druhu pak mtze dale kodovat
dalsich 7-14 genu, které¢ koduji rizné dalsi neesencialni virové proteiny. Tyto proteiny
hraji roli pii interakci s hostitelem, pii modulaci bunécného prostiedi a pii piekonavani
hostitelské imunitni odpoveédi (Masters 2006).

Obal koronavirti tvoii charakteristické hroty kyjovitého tvaru odpovidajici
trimerim spike proteinu S, které urCuji typicky korunovity vzhled p#i pohledu do
elektronového mikroskopu (Colina et al. 2021; Malik 2020). Uvnitf obalu se nachazi
spiralovité symetricka nukleokapsida tvofena proteinem N (Colina et al. 2021). Takovato
morfologie nukleokapsidy je mezi obalenymi zivo¢isnymi RNA viry s pozitivni orientaci
neobvykla (Malik 2020). K vytvoteni strukturné kompletni virové ¢astice jsou u vétsiny
koronaviri nezbytné 4 strukturni proteiny — hrotovy spike protein (S protein),
membranovy protein (M protein), nukleokapsidovy protein (N protein) a obalovy protein
(E protein) (Malik 2020). U nékterych betakoronavird, konkrétné u HCoV OC43, MHV
nebo BCoV (Bovine Coronavirus), nachazime také druhou mensi vrstvu vybézku
tvofenou doplikovym proteinem HE (hemaglutinin-esteraza) (Lang et al. 2020;
Klausegger et al. 1999).

S virovym obalem jsou spojeny nejméné 3 strukturni proteiny: Membranovy
protein M a obalovy protein E, které se podileji na sestavovani viru, zatimco spike protein
S zprostiedkovava vstup viru do hostitelské buniky (Li 2016). U vétSiny koronavirti je
protein S §tépen protedzou furin hostitelské buniky na 2 samostatné polypeptidy S1 a S2.
S1nese velkou RBD a S2 tvofi stopku hrotu (Malik 2020). Kromé zprostiedkovani vstupu
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viru do organismu je hrot rozhodujicim faktorem urcujicim hostitelsky rozsah a hlavnim
podnétem imunitnich reakci hostitele (Li 2016).

Protein M se tfemi transmembranovymi doménami je nejhojnéjSim strukturnim
proteinem a urCuje tvar virového obalu s malou N-koncovou glykosylovanou
ektodoménou a mnohem vétsi C-koncovou endodoménou, kterd zasahuje 6-8 nm do
virové ¢astice. Studie ukazaly, Ze protein M existuje jako dimer a miZze zaujmout 2 rizné
konformace, které mu umoziuji podporovat zaktiveni membrany i vazbu nukleokapsidu
(Malik 2020; Chen et al. 2020).

Protein E je nejmensi ze vSech strukturnich proteint (Malik 2020) a hraje roli pfi
sestavovani a uvolilovani viru a také se podili na virové patogenezi (Colina et al. 2021).

Protein N obsahuje dvé domény — NTD (N-terminalni doménu) a CTD
(C-terminalni doménu), z nichZ ob& mohou vazat genom RNA viru riznymi mechanismy
(Chen et al. 2020). Ptedpoklada se, ze optimalni vazba RNA vyzaduje tGcast obou téchto
domén. Podili se také na sestavovani viru a jeho puceni, coz vede k tplné tvorb¢ virionu
(Malik 2020).

Koronavirus SARS-CoV-2 ma typickou genomickou organizaci skupiny
betakoronavirti (Bai et al. 2022). Sekvence genomu tohoto viru o pfiblizné velikosti
29 891 bp ukazala, ze virus obsahuje pozitivné orientované vlakno RNA, jehoz genom
obsahuje 5° Cepicku a 3° poly-A konec a je zaobalen v proteinové nukleokapsidé
(Wu et al. 2022; Kadam et al. 2021). Samotny virion ma pfibliznou velikost 80—-120 nm
(Yadav et al. 2021). Genom se sklada ze 14 funkcénich ORF, obsahujici 2 nekodujici
oblasti na obou stranach a nékolik oblasti, které koduji strukturni proteiny, nestrukturni
proteiny a nékolik vedlejSich proteinti. Genom SARS-CoV-2 koduje 16 nestrukturnich
proteint, 4 strukturni proteiny a 9 vedlejSich proteinti (Bai et al. 2022). Translace vétSiny
ORF SARS-CoV-2 probiha prostfednictvim subgenomické RNA. Bylo prokazano, ze
subgenomickd RNA moduluje translaéni procesy hostitelské buniky a subgenomicka
transkripce miize umoznit variabilitu v expresi virovych strukturnich proteinti a proteina
zapojenych do patogeneze. Subgenomickd RNA mitize také hrat roli ve virové evoluci,
jelikoz prepinani templati miize zpisobit vysokou miru rekombinace (Long 2021).
Strukturni proteiny S, E, M a N pro tvorbu virionu a vedlejsi proteiny 3a, 3b, 6, 7a, 7b, 8§,
9b, 9c a 10, které jsou kodovany geny ORF3a, ORF3b, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORFS,
ORF9B, ORF9c a ORF10 (Khailany et al. 2020; Bai et al. 2022) jsou spolecné kodovany
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30 % virového genomu na 3'konci (viz Obrazek 3) (Brant et al. 2021). Vsechy funkce

téchto vedlejsich proteini nejsou doposud zcela znamé (Wu et al. 2022).
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Obrazek 3 — Genomicka organizace viru SARS-CoV-2 (prevzato z Kim et al. 2020).

3.2.1 Strukturni spike protein S koronaviru SARS-CoV-2

Hrotovy spike glykoprotein koronaviru SARS-CoV-2 je membranovy protein
typu I, ktery se sklada z 1273 aminokyselin a vykazuje rizny stupen zachovani napfti¢
¢eledi Coronaviridae (Yadav et al. 2021). Tvofi trimer ukotveny k virové membrané
transmembranovym segmentem a jeho vy¢nivajici velkd ektodoména vytvari
charakteristické utvary na povrchu virionu (Zhang et al. 2021). Pravé tyto utvary virus
pouziva k vlastnimu ukotveni na hostitelské bunce (Arya et al. 2021), a proto je spike
protein povazovan za vyznamny cil pii 1é¢bé antivirotiky (Wu et al. 2022). Protein je silné
glykosylovany a kazdy protomer obsahuje 22 N-vazanych glykosyla¢nich oblasti (Zhang
et al. 2021). Sklada ze 2 funkénich podjednotek S1 a S2 (viz Obrazek 4), pficemz
podjednotka S1 je zodpovédna predevSim za vazbu na receptor hostitelské buiky
a podjednotka S2 zprostiedkovava membranovou fuzi.

Podjednotku S1 lIze dale rozdélit na NTD (N-terminalni doménu), CTD-1
(C-terminalni doménu 1), CTD-2 (C- terminalni doménu 2) a RBD. RBD je zodpovédna

za rozpoznavani hostitelského receptoru ACE2 (angiotenzin konvertujici enzym 2,
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z anglického Angiotensin Converting Enzyme 2) a sklada se ze 2 subdomén — jadrové
struktury a prodlouzené smycky, kterd se nazyvd motiv vazajici receptor RBM
(z anglického Receptor-Binding Motif). Pravé tento komponent uskute¢fiuje vétSinu
kontaktii s ACE2 (Yao et al. 2023).

Podjednotka S2 se sklada z vice strukturnich sloZek zahrnujici hydrofobni fizni
peptid FP (z anglického Fusion Peptide), heptadovou repetici HR1 a HR2 (z anglického
Heptad Repeat 1, Heptad Repeat 2), transmembranovou doménu TM (z anglického
Transmembrane Domain), centralni Sroubovici CH (z anglického Central Helix),
spojovaci doménu CD (z anglického Connector Domain) a cytoplazmaticky ocasek CT
(z anglického Cytoplasmic Tail). Podjednotka S2 zaujima 2 strukturdlné odlisné
konformac¢ni stavy — prefzni a postfizni, které piedstavuji nezbytné mezikroky
K navazani viru na receptory svého hostitele (Arya et al. 2021). Na rozdil od SARS-CoV
a jinych betakoronaviri, obsahuje spike protein S SARS-CoV-2 mezi podjednotkami S1
a S2 1 misto pro Stépeni furinem které S$t€pi transmembranova serinovd protedza 2
TMPRSS2 (z anglického Transmembrane Protease Serine 2) (Yadav et al. 2021; Wu et
al. 2022).

X X

§1/52 52

| RBD I " FP HRL  HR2 | | |
s1 s2 ™ Ic

Ectodomain

Spike protomer Spike trimer

Obrazek 4 — Struktura spike proteinu S ( pirevzato z Unal & Yardimei 2021).
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3.2.2 Mechanismus vstupu koronaviri do hostitelské buiiky

Vstup koronaviru do hostitelské buiiky je klicovym faktorem urcujicim infekénost
a patogenezi viru. Aby virus vstoupil do hostitelské buiky, musi se nejprve navazat na
jeji povrchovy receptor, poté nasleduje vstup do endozomt, a nakonec dochazi ke spojeni
virové a lyzozomalni membrany (viz Obrazek 5) (Shang et al. 2020).

Pii infikaci buiiky hraje klicovou roli molekularni interakce spike glykoproteinu
S umisténém na povrchu viru s receptorem ACE2, ktery se nachazi na povrchu hostitelské
bunky a ptedstavuje hlavni cilovy receptor pro navazani viru na bunku (Lan et al. 2020;
Arya et al. 2021; Ali & Vijayan 2020). Vyzkumy ukazaly, ze je to pravé doména RBD,
kterda ma zasadni funkci v interakci a navazani podjednotky S1 na ACE2 hostitelské
buiikky. Rovnéz bylo zjisténo, Ze tato interakce je provéazena ttikrat az Ctytfikrat vyssi
vazebnou afinitou u koronaviru SARS-CoV-2 oproti SARS-CoV, coz vysvétluje jeho
vy$8i miru transmisibility a infek¢nosti (Wrapp et al. 2020; Yan et al. 2020). ACE2 je
Siroce distribuovan v srdci, jatrech, varlatech, ledvinach, stievech a dalsich tkanich. Mezi
dalsi fyziologické funkce ACE2 patii regulace srde¢niho rytmu, funkce ledvin a kontrola
krevniho tlaku (Luan et al. 2020). Interakce mezi spike proteinem S, respektive jeho
RBD, a receptorem ACE2 je klicovym faktorem pro hostitelsky rozsah a Sifeni viru,
jelikoz ACE2 je hostitelsky specificky — to znamena, ze urcuje, které druhy hostitelt
miize virus infikovat a nasledn¢ se v nich replikovat (Liu et al. 2021).

Aby byl virus schopny infikovat buiiku, musi se nejprve proteiny podilejici se na
vstupu viru do bunky stabilizovat v energeticky vyhodné konfiguraci. Virus nasledné
podstupuje dalsi konformacni zmény nutné pro spojeni s buné€nou membranou. Tyto
zmény umoziuji prekonat vzajemnou odpudivost viru a hostitelské buiiky. Podobné¢ jako
u SARS-CoV-2 a dalsich koronavirt je tato konformacéni zména vedouci k navazani
ACE2 umoznéna dvéma proteolytickymi $tépicimi kroky (Jackson et al. 2022). Prvni
z téchto kroku je lokalizovan na hranici mezi podjednotkou S1 a S2, zatimco druhy §tépny
krok probiha piimo v podjednotce S2. U SARS-CoV jsou obé tato mista $tépena
proteazami v cilové bunce. V piipadé SARS-CoV-2 je hranice S1 a S2 §tépena enzymem
furin v buiice produkujici virus, nicméné $tépeni na misté S2 vyzaduje protedzy z cilové

hostitelské buiky, jimiz jsou TMPRSS2 a katepsin L (Jackson et al. 2022).
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Pro navazani podjednotky S1 na ACE2 je zasadni funkce RBD. V trimeru hrotu
viru tvoii vrchol §pi¢ky 3 RBD, které mohou zaujimat 2 rozlisitelné konformace ,,nahoru*
znadici stav, kdy je receptor ptistupny, a ,,dol" pro stav, kdy je receptor nepfistupny (Yao
et al. 2023). Poté, co se podjednotka S1 navaze na receptor, podjednotka S2 prochazi
postfuzni konformaci. Nejprve se S1 a S2 odd¢li diky proteolytickému c¢inku proteaz
hostitele — serinové proteazy TMPRSS2 a cysteinové proteazy katepsin L, a pak 3 pary
HR1 a HR2 trimerické S2 vytvofi strukturu ve tvaru spiraly se 6 helixy. Tento pifechod
priblizuje virovou membranu k membrané hostitele, odhaluje hydrofobni fizni peptid a
¢ini tuto oblast pfistupnou pro dalsi proteolytické Stépeni. Po Sté€peni se fuzni peptidy z
kazdého protomeru spoji a slouc¢i se s hostitelskou membranou, coz vede k zaclenéni

virové RNA do hostitelské buiiky (Arya et al. 2021).
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Obrazek 5 — Mechanismus vstupu SARS-CoV-2 do hostitelské butiky (pfevzato a

o

Proteaza
Hostitelska burika TMPRSS2

upraveno dle Hartenian et al. 2020).

3.3 Patogenita a virulence

Terminy patogenita a virulence jsou hojn¢ vyuzivany v mnoha védeckych
disciplinach, které se zaméfuji na interakci mezi patogenem a hostitelem. Radime mezi
né¢ napiiklad medicinu, epidemiologii, evolu¢ni ekologii, nebo mikrobiologii, pfi¢emz
u kazdé =zdisciplin se definice patogenu, patogenity a virulence mize liSit
(Thomas & Elkinton 2004). Podle Kaishian et al. (2024) je patogen mikrob schopny snizit
zdatnost (fitness) hostitele, a zaroven snizeni kondice je vysledkem pfimého
mikrobialniho piisobeni, nebo néasledné imunitni reakce hostitele. Obecné pouzivana

definice patogena jako mikroba, ktery zplisobuje nemoc v hostiteli, je nedostatecna,

-14 -



protoze ne vSechny patogeny zpusobuji klinické propuknuti nemoci (Casadevall &
Pirofski 1999). Proto byl zaveden pojem virulence, ktery urCuje stupen patogenity
(Gaugler 2002). Tento termin tedy vystihuje zavaznost projeveni piiznaku nemoci
(v€etné smrti) a 1ze ho méfit pouze u infikovanych jedinci. Thomas a Elkinton (2004)
navrhli vzorec pomoci n¢jz mizeme definovat patogenitu, ktery fika ,,Pro patogeny, které
jsou schopné zptisobit smrtelnou infekci plati, ze jejich patogenitu mizeme vyjadiit jako
podil jedincii vystavenych patogenu, kteii se stanou infikovanymi a zemtou. To se rovna
podilu jedinct vystavenych patogenu, kteti se stanou infikovanymi (infek¢nost) krat podil
infikovanych jedinct, ktefi zemfou (virulence). Infekénost zahrnuje dvé slozky —
schopnost patogenu vstoupit do téla hostitele a schopnost Sifeni se v hostiteli

(transmisibilita).*

poclet zemftelych pocet infikovanych pocet zemftelych

Patogenita = —; ~ =— - T 7
pocet vystavenych patogenu pocet vystavenych patogenu pocet infikovanych

Jinak fe¢eno: Patogenita = infek¢nost X virulence

(Thomas & Elkinton 2004)

Mezi védci je hojné pouzivany systém méfeni infekénosti pomoci ukazatelu
TCIDsg (Tissue Culture Infectious Dose 50 %). Jedna se o test replikace viru v butikach
pomoci titru, ktery je definovan jako pocet infekénich virovych jednotek, které jsou
schopné zpusobit cytopaticky efekt v 50 % bun&éné kultury (Lei et al. 2021). Pro lepsi
pochopeni mize byt ptikladem vysledek pozdé¢ji zminéného experimetu Mykytyn et al.
(2021), ktery tika, Ze minimalni davka koronaviru SARS-CoV-2 potiebna k vytvoreni
produktivni infekce u kralikii byla 10° TCIDso (tedy 100 000 jednotek viru).
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3.4 Koronaviry infikujici zajicovce

V souc€asné chvili neni zaznamenano mnoho koronavirt, které ptirozené infikuji
zajicovce. Podle dostupnych studii 1ze fici, ze existuji 3 konkrétni koronaviry, které byly
izolovany z kralikd, pfi¢emz dva z nich (viz Tabulka 1) jsou nejvyznamnéjsi. Tyto viry
jsou spojeny s riznymi patologickymi projevy, jimiz jsou bud’ sttevni onemocnéni nebo
pleuralni efuze s myokarditidou (Domanska-Blicharz et al. 2020). Koronaviry byly
zaznamenany u divokych kralikQi v Evropé 1 kraliki domécich v Kanad¢€, Nizozemsku,
Spojenych statech, Cing, Spanélsku a Francii. Prepoklada se, Ze aZ 8 % zajicti je nakaZeno
koronavirem, pficemz odpovédny plavodce pochazi z rodu Alphacoronavirus
(Gilmutdinov et al. 2020).

Tabulka 1 — Koronaviry infikujici kraliky (pievzato a upraveno dle Beltz 2022)

Koronavirus |Rod Cilovy organ Typické priznaky Mira amrtnosti

RECV Betacoronavirus Tenké stfevo| Enteritida, prdjem 3-40%

Myokarditida, kongestivni srdec¢ni
selhani, pulmonalni kongesce, 60%
hepatdlni kongesce

Srdce, plice,

RbCoV Alphacoronavirus |
jatra

3.4.1 RECV - Enteralni koronavirus kraliku

Enteralni koronavirus kralikit RECV (z anglického Rabbit Enteric Coronavirus)
byl poprvé izolovan v Kanadé v roce 1980 ze vzorkl trusu kralikl trpicich silnym
prijmem (Krogstad et al. 2005). Pomoci vizualizace elektronovym mikroskopem bylo
zjisténo, ze odpovédnym plivodcem jsou Castice sdilejici n€které morfologické vlastnosti
s ostatnimi Cleny celedi Coronaviridae, avSak ve vétSiné ptfipadii nenesou znamky
typickych povrchovych projekci (Descoteaux et al. 1985). O nékolik let pozdé&ji byl piesto
RECV oficialn¢ piijaty mezi viry z rodu Betacoronavirus a podrodu Embecovirus
(Domanska-Blicharz et al. 2020). Jedna se o virus, ktery se vyznacuje obecné nizsi mirou
umrtnosti. RECV se replikuje v tenkém stievé. Jelikoz se virus prenasi fekalné-oralni
cestou, zdrojem infekce jsou virové Castice pritomné ve stolici kraliki, a to véetné jedinci
projevujicich se klinicky normalné (Beltz 2022). Ukazalo se, ze nejvice nachylni k infekci

jsou mladi kralici ve véku 3-8 tydnti (Domanska-Blicharz et al. 2020).
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Kralici, jimz byla infekce navozena experimentalné oralni cestou, vykazovali
znamky enteritidy (Beltz 2022). Mezi nejcastéjsi projevy fadime: vodnaty prijem,
abdominalni distenzi, rychly ubytek na hmotnosti, dehydrataci, nafouknuté slepé stievo
s tekutinou mléné az hnédavé barvy ¢i nahlou smrt (Krogstad et al. 2005;
Kerr & Donnelly 2013). Pomoci histopatologického vySetieni 1ze pozorovat jiz béhem
Sesti hodin po navozeni infekce 1éze v tenkém stievé. Na povrchu enterocytil, které tvori
vystelku stfevnich klkii, dochazi k nekréze, coz vede ke zkraceni klkti. Nekréza byla
pozorovana i u M bunék imunitniho systému nachdzejici se ve stfevech, pficemz
zavaznost projevu se zhorSovala s postupujicim ¢asem (Beltz 2022). Virové ¢astice byly
izolovéany z trusu experimentalné infikovanych kralikti aZz 29 dni po navozeni infekce
(Krogstad et al. 2005).

Zajimavosti je, Ze protilatky proti RECV podléhaji zkiiZené protilatkové reakci
(cross-reakci) s lidskym koronavirem HCoV 229E (Kerr & Donnelly 2013) a dals$imi
zvifecimi druhy koronavirt jako naptiklad IBV, TGEV (Descoteaux et al. 1985), CCoV
(koronavirus psut, z anglického Canine coronavirus) ¢i MHV (Krogstad et al. 2005).
Diagnoza mize byt potvrzena detekci virdlnich ¢astic ve stolici kralikd s prijmem nebo
pomoci charakteristickych 1ézi pfi pitvé a histologickém vySetfeni zazivaciho traktu.
V soucasné chvili neni zndmy dostupny sérologicky test pro RECV, nicméné jej lze
detekovat i pomoci komeréniho testu na koronavirus pst. Pouziti sérologie je vSak
omezené, protoze zvirata s prijmem pravdépodobné neprojevi protilatkovou odpoveéd

(Krogstad et al. 2005).

3.4.2 RDbCoV - Krali¢i koronavirus

Krali¢i koronavirus RbCoV (z anglického Rabbit Coronavirus), znamy také jako
Stockholmsky agens (Beltz 2022), byl poprvé zaznamenan v roce 1961, kdy se
skandinavsti vyzkumnici setkali s obCasnou Uumrtnosti u kraliki, kteti byli doposud
pouzivani k mnozeni bakterie Treponema pallidum zpisobujici pohlavné pienosnou
chorobu syfilis. Umrtnost doséhla 50 % v roce 1968 a v roce 1970 &inila jiz 75 %
(Small & Woods 1987). Odpovédny puvodce byl stejné jako v predchozim pripadé
odhalen pomoci elektronové mikroskopie, pti niz se zjistilo, Ze agens se projevuje velice

podobnymi morfologickymi znaky s ostatnimi koronaviry. Provedeni sérologickych testl
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potvrdilo, Zze se jedna o koronavirus, jelikoz patogen cross-reagoval s lidskymi
alfakoronaviry HCoV 229E, HCoV OC43 a dalSimi zvifecimi koronaviry jako jsou FIPV
(virus infekéni peritonitidy kocek, z anglického Feline Infectious Peritonitis Virus),
CCoV nebo TGEV. Na zaklad¢ téchto vysledkl byl virus pozdéji oficialné piijat mezi
alfakoronaviry (Small & Woods 1987; Domanska-Blicharz et al. 2020; Beltz 2022).

Imunofluorescenéni barveni s pouzitim protilatek anti-229E ukazalo fluorescenci
Vv mezibunécnych tkdnich myokardu. Toto zjisténi indikuje, Ze srdce je cilovym organem
viru. Uginnost séra byla ztracena po osetieni éterem, coZ naznaduje p¥itomnost obaleného
virionu (Small & Woods 1987). Krali¢i koronavirus zpusobuje onemocnéni zvané
infekéni kardiomyopatie kralika (Small et al. 1979). Prubéh infekce muzeme rozdé€lit do
2 fazi — akutni (2-5 dni), projevujici se zejména dilataci pravé ventrikuldrni srdecni
komory a plicnim edémem, a subakutni (6—-12 dni), kterd se projevuje dilataci obou
srdeCnich ventrikularnich komor a srde¢nim selhanim (Edwards et al. 1992). U kralik,
jimz byla infekce navozena inokulacné, se mezi 2448 hodinami zvysila rektalni teplota
na vice nez 41°C. Horecka byla doprovazena vyraznym poklesem télesné hmotnosti
a poklesem piijmu potravy i vody. S narustem teploty bylo mozné pozorovat matnost
skléry a tézkou kongesci o¢nich spojivek a duhovky. V nékterych piipadech byly zjevné
ptiznaky hyfému nebo chemozy. U piezivsich jedinct se o¢ni zmény postupné vyrovnaly
a o¢i se jevily jako normalni 2—4 tydny po inokulaci. U kralikd s hyfémem doslo
k vyjasnéni o¢i kolem 12. dne (Small & Woods 1987). Prvni 4 dny jsou pro nemocného
kralika kritické. B&hem této doby dochazi k dilataci pravé ventrikularni komory
s krevnimi srazeninami V epikardu a endokardu, objevuji se 1éze na srdci, plicich, brzliku,
brénici, slezin¢ a na lymfatickych uzlinach. V rané fazi dochazi také k plicnimu edému
s 10-50 ml ¢iré az slamové zbarvené tekutiny. S piezitim vice neZ prvnich 4 dnti objem
tekutiny opét klesa a vyznacuje se serosanguinoznim charakterem.

Dal8imi vyznamnymi piiznaky jsou kongesce plicnich lalokt a jater. Uvadi se, Ze
umrti spojena s infekci vrcholi pravé 4. dnem, pak mortalita klesa a zase se zvySuje mezi
6.—8. dnem po navozeni infekce (Small & Woods 1987; Edwards et al. 1992). Celkova
mira umrtnosti pii pokusech dosahla 64 % (27 % v akutni fazi a 37 % Vv subakutni fazi)
(Edwards et al. 1992).
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3.4.3 RbCoV HKU14 — Krali¢i koronavirus HKU14

Krali¢i koronavirus RoCoV HKU 14 je pomérné nedavno objevenym virem. Jedna
se o zastupce rodu Betacoronavirus, ktery byl poprvé popsan v roce 2012, kdyz se virus
objevil v kralicich na trzidtich s Zzivymi zvifaty v provincii Kuang-tung v jizni Ciné.
Piedpoklada se, ze HKU14 je vzdalené ptibuzny s RbCoV zpusobujicim myokarditidu.
Stejné jako v pfedchozim piipadé bylo zjisténo, Ze RbCoV HKUI14 muze podléhat
cross-reakci s lidskym HCoV OC43. Zajimavosti je, ze tento koronavirus lze snadno
kultivovat v lidské bunééné kultute HRT-18G, coz je ve skute¢nosti mezi koronaviry, az
na piipad SARS-CoV, vyjimeéné. Infekce kraliki timto virem probiha zejména
asymptomaticky, jelikoz u zddného z pozorovanych infikovanych jedinct se neobjevily

zadné klinické ptiznaky propuknuti onemocnéni (Lau et al. 2012).

3.4.4 Ostatni koronaviry zajicovcu

Monchatre-Leroy et al. (2017) zkoumala prevalenci koronavird volné Zzijicich
zvitat v Evropé¢ a v kralicich divokych prokéazala pfitomnost nékolika dalSich
betakoronavirt a alfakoronavirii. Studie prevalence téchto virti u 291 jedinct ukazala, ze
22 z nich (7,56 %) se potyka s néjakym druhem koronaviru. VétSina téchto virt sdilela
vysokou miru piibuznosti s ostatnimi koronaviry. U 17 piipadd to bylo zejména
s RbCoV HKU14 a s alfakoronavirem zajict (94-98 %) a 5 sekvenci vykazalo identitu
9697 % s alfakoronavirem hlodavci UKMa2. Piestoze tento vyzkum zmiiuje
alfakoronavirus zajicii, nepodafilo se mi vyhledat dalsi relevatni zdroje, které by blize

specifikovaly tento virus.
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3.5 SARS-CoV-2 u zajicovci

Studie Preziuso et al. (2020), ktera se zamé&fila na zjiStovani nachylnosti zajicovell
ke koronaviru SARS-CoV-2 prokazala, ze tito savci mohou byt K infekci skute¢né
nachylni. K testim byly pouzity data sekvenci ACE2 kralikd a pistuch pik, ktera byla
nasledné porovnana s dal$imi druhy savci S riznym stupném nachylnosti k infekci, mezi
nimi psi, kocky, fretky, kiecici ¢insti (Cricetulus griseus), mysi, kiecci a potkani (Rattus
norvegicus). Sekvence ACE2 ¢loveéka byla pouzita jako referen¢ni hodnota. Analyza
ukazala, ze ACE2 zminovanych zajicovct vykazuje vysokou afinitu ke spike proteinu S
SARS-CoV-2. Sekvence ACE2 kraliki a kocek vykazovaly nejvice podobnosti
S lidskym, nicméné pistuchy prokazaly nejmensi podobnost. Podobné jako u kocek,
ACE2 kralikt vykazuje mén¢ substituci nez lidsky v oblastech, které se podileji na vazbé
se spike proteinem S. Jinymi slovy neméni svoji strukturu tolik jako u lidi, coZz mize viru
umoznovat navazat se pevnéji a potencialné tak usnadnit infekci.

Nedavna studie z unora roku 2024 potvrdila schopnost koronaviru SARS-CoV-2
navazat se na ACE2 i u zajict, a to velmi podobnou afinitou jako je tomu u kralika (Shi
et al. 2024). Data téchto dvou studii nam tedy naznacuji, ze u celé taxonomické skupiny
zajicovi, veetné Celedi zajicovitych (Leporidae) a pistuchovitych (Ochotonidae) existuje
potencialni riziko infekce, ptesto stile chybi pomérné velké mnozstvi experimentalnich
ovéteni, které by infekci potvrdily.

Jeden z experimetu, ktery se této problematice vénoval, byl proveden tymem védct
Mytytyn et. al (2021). Jeji vyzkum sledoval prubéh infekce 3 jedinct novozélandskych
bilych krélikii po inokulaci virem o koncentraci 10° TCIDso po dobu 21 dni. V§echna
sledovana zvitata prosla od inokulace procesem sérokonverze, nicméné zadny jedinec
nevykazoval klinické znamky infekce. Bylo zjiSténo, Ze virova RNA se v téle zvitat
nachazela po dobu 21 dni v nosni duting, 14 dni v hltanu a 9 dni v kone¢niku. Vylu¢ovani
infekéniho viru z nosni dutiny trvalo 7 dni a z hltanu pouhy 1 den. Dale se testovaly
3 skupiny krélikii po inokulaci virem riznych koncentraci (10® TCIDso, 10° TCIDso
a 10* TCIDso). Po 4 dnech byly provadény vytéry, nasledné byla zvifata usmrcena
a podrobena pitvé. Viechna zvifata, ktera byla inokulovana davkou 10® TCID50, méla
pozitivni nalez virové RNA v nosni dutiné¢ a v hltanu po dobu nejméné 4 dnl. Zvitata
inokulovana davkou 10° TCIDso méla pozitivni nalez RNA v nosni dutiné po dobu

nejméné 4 dnti a v hltanu po dobu nejméné 3 dnt, ale v kone¢niku nebyla zjisténa zadna
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RNA. Tito jedinci rovnéz vyluCovali infekéni virus z nosni dutiny po dobu 3 dnti. Kralici
inokulovani davkou 10* TCIDsp nevylu¢ovali Zadnou detekovatelnou virovou RNA,
proto lze fici, Ze minimalni ddvka viru potiebnd k navozeni produktivni infekce byla
10° TCIDso, coz je relativné vysoka hodnota. Toto zjisténi naznacuje, Ze pfenos viru mezi
kraliky probiha velice neefektivné. Histologické analyza plic usmrcenych zvitat ukazala,
ze v oblasti alveoli doslo lokaln¢ k mirnému az stfedné silnému nartstu poctu
alveolarnich makrofagii. Kromé toho byla pozorovana také lokalné rozptylena pfitomnost
neutrofilt. V plicich nebyla nalezena zadna virova RNA, a to ani u jedinct vystavenych
nejveétsi davee viru.

Dalsim vyzkumem vénujicim se otazce infekce kralika koronavirem SARS-CoV-2
je Fritz et al. (2022). Ten sledoval séroprevalenci 144 jedinci kralikd, slouzicich jako
domaci spolecnici, tedy zkoumal moznost jejich ptirozené infekce. K experimentu pouzil
metodu multiplexni imunoanalyzy MIA (z anglického Multiplex ImmunoAsaay),
ptfi¢emz sledované vzorky pochéazely z obdobi 2. az 3. epidemiologické viny ve Francii.
U nich se testovala pozitivita na protilatky proti spike proteinu S jako celku a dale jen na
jeho souc¢ast RBD. Vyzkum ukazal, Ze pouze 1 jedinec byl pozitivni na ob¢ sledované
slozky a 1 jedinec jen na antigen RBD. Zadné z pozitivné testovanych zvifat
nevykazovalo béhem odbéru vzorkidi klinické ptiznaky onemocnéni. Za pouZiti
nejpfisnéjsiho kritéria pozitivity, tedy pozitivita na obé sledované slozky, dosahla
séroprevalence pouhych 0,7 %. V piipadé¢, Ze kritérium pro pozitivitu bylo posunuto jen
na slozku RBD, doséhla séroprevalence hodnoty 1,4 %.

Sérologickou metodu testovani vzorkt kraliktt vyuzila i Pomorska-Mol et al.
(2021).V tomto experimentu bylo béhem probihajici pandemie onemocnéni COVID-19
v rozmezi ¢ervna 2020 az tnora 2021 testovano celkem 29 vzorkt z kralikti domacich,
ktefi pochazeli ze sttedovychodniho Polska. Tyto vzorky byly testovany za vyuziti

ELISA metody, avsak zadny z nich nevykazoval séropozitivitu.
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4. Cile praktické casti

e Detekovat protilatky proti SARS-C0oV-2 v séru zajicti ulovenych v CR
pomoci ELISA
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5. Material

Materialem pro praktickou cast bakalarské prace se staly vzorky krve zajict
stielenych pii mysliveckych honech v riiznych &astech CR (viz Obrazek 6). Ziskané
vzorky byly piepraveny do laboratoife Fakulty tropického zeméd¢€lstvi k nasledné
analyze. Jejich celkovy pocet dosahl 204. Veskeré materidly byly shromazdény béhem

podzimu a zimy roku 2022.

O-0 Mercalor

50 km

N
‘-J(V 30 mi

|

@ d-maps.com

Obrizek 6 — Zobrazeni lokalit sbéru vzorkia na mapé CR (1 — Slapanice u Brna,
2 — Knézice u Méstce Kralové, 3 — Miroslav, 4 — Skrben, 5 — Biezi, 6 — Tabor,

7 — Mikulov, 8 — Vazany Nad Litavou). (zdroj mapy — www.d-maps.com)
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6. Metodika

6.1 Metodika literarni reSerse

K vyhledavani informaci v literarni ¢asti bakalatské prace jsem pouzila databaze
Web of Science, Scopus, PubMed a Google Scholar. Dale byly informace ziskavany
Z internetovych stranek relevantnich instituci World Health Organisation, International
Committee on Taxonomy of viruses apod. Ovéieni latinskych nazva riznych druht zvitat
a jejich taxonomické zatazeni jsem kontrolovala dle mezinarodni encyklopedie rostlin,
hub a zivoc¢icht BioLib. Vybér pouzitych citovanych referenci jsem ucinila skrze klicova
slova jako jsou ,,Origin of coronaviruses®, ,,Structure of coronaviruses®, ,,Coronaviruses
in animals®, ,,Zoonoses*, ,,Coronavirus in rabbit®, ,,SARS-CoV-2 in animals* a ,,SARS-
CoV-2 in Lagomorpha“. Celkovy pocet referenci, ze kterych jsem cerpala informace
dosahl 85. Veskeré reference jsou citovany v souladu s citaénimi pravidly Fakulty

tropického zemédélstvi pomoci vzoru ¢asopisu Conservation Biology a stylu APA.

6.2 Metodika praktické casti

Ziskané vzorky krve zajici jsem odstiedila v centrifuze, abych ziskala krevni sérum.
Sérum jsem nasledné testovala metodou ELISA za pouziti proteinu A, ktery zde fungoval
jako detektor piitomnosti zajeCich imunoglobulini. V pfipadé, Ze protein A tyto
protilatky rozpozna, znamena to, ze vzorek muze byt interpretovan jako potencialné
pozitivni. Validaci testu jsem provadéla pomoci pozitivni a negativni kontroly, pficemz
jako pozitivni kontrolu jsem pouzila lidské sérum cloveéka naoCkovaného proti
SARS-CoV-2 a jako negativni kontrolu jsem pouzila destilovanou vodu. Vysledky testu
jsem zpracovala pomoci dat, ktera byla vyhodnocena zatizenim ELISA Reader na Fakulté
agrobiologie, potravinovych a pfirodnich zdroju. Tyto vysledky byly nasledné
prezentovany v tabulkach (viz Tabulka 2-8 v kapitole 7. Vysledky), ze kterych byly
vytvoreny odpovidajici grafy (viz Obrazek 7-13 v kapitole 7. Vysledky). Kazda tabulka
a kazdy graf zobrazuji data z jednotlivych mikrotitra¢nich desti¢ek. Za pozitivni vzorek
byl povazovan takovy, ktery mél dvakrat vyssi hodnotu nez negativni kontrola a zaroven
jeho hodnota dosahovala minimalné 85 % hodnoty pozitivni kontroly nebo byla vyssi. Na

zaklad¢ vysledkl byla vypocitana prevalence vyskytu koronaviri u zajicti. Podezielé
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vzorky, které vysly po testu ELISA jako pozitivni, byly nésledn¢ odeslany do Brna na

VUVeL (Vyzkumny ustav veterinarniho 1ékaistvi) k prozkoumani pomoci metody virus

neutraliza¢ni test VNT (z anglického Virus Neutralization Test).

Postup testu ELISA:

10.
11.

12.
13.

Vzorky krevnich sér jsem natedila s roztokem PBS (Phosphate Buffered Saline)
vV pom¢éru 1:800.

Nasledné¢ jsem natedila antigen SARS-CoV-2 s roztokem PBS v poméru 1:2000. Do
kazdé jamky piipravenych mikrotitraénich destiCek jsem poté piidala 100 pl
vzniklého roztoku.

Desti¢ky jsem vlozila na 3 hodiny na tfepacku pti pokojové teplote.

Nasledovalo tiikrat opakované vyplachovani oplachovacim pufrem 0 koncentraci
0,05 %. Pufr jsem nejtive ptipravila natedénim 250 ml PBS se 125 ul neiontového
detergentu Tween20 (Polyoxyethylene-20 Sorbitan Monolaurate).

Pridala jsem 100 pul BSA (Bovine Serum Albumin) do kazdé jamky a vlozila na
2 hodiny na tfepacku pii pokojové teploté.

Nasledovalo tiikrat opakované vyplachovani oplachovacim pufrem.

Do desti¢ek jsem piidala vzorky natedénych krevnich sér. Desticka ma celkem
96 jamek a je rozdélena na sloupce oznacené 1-12 a fadky oznacené A-H. Kazdy
jednotlivy vzorek byl vlozen do 3 jamek piikladnym zpisobem 1A-1B-1C,
2A-2B-2C atd., z jejichz hodnot se nasledné pocital praimér. Prvni a posledni 3 jamky
byly vyhrazeny pro pozitivni a negativni kontrolu. Celkem bylo tedy mozné pouzit
30 vzorkt pro jednu desticku.

Desti¢ky jsem vlozila pfes noc do lednice.

Nésledné jsem pfiipravila roztok slou¢enim 100 pl proteinu A s 2% BSA. Do kazdé
jamky jsem ptidala 100 pl vzniklého roztoku a dala na 3 hodiny na tfepacku pfi
pokojové teploté.

Poté jsem znovu tiikrat vyplachovala desticky oplachovacim pufrem.

Dale jsem piidala 50 pl substratu TMB (Tetramethylbenzidine) a nechala 15 minut
reagovat. Reakce prob¢hla viditelné zmodranim vzork.

Po 15 minutach jsem reakci zastavila ptidanim 50 pl 2M H>SO4 a vzorky zezloutly.

Nasledovalo vyhodnoceni dat na pfistroji ELISA Reader.
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7. Vysledky

Zcelkového poctu 204 vzorki vyslo po testu ELISA 12 vzorkt jako potencialné
pozitivnich (viz Tabulka 2-8 a Obrazek 7-13).

Tabulka 2 — Prehled vzorki a vysledki z 1. mikrotitra¢ni desti¢ky

SKR

o
X
)

No. 1D Location | ZIP Date Species Sample type Results Mean S.D.S
i 0,68659 0,69409 0,70337 0,69468 0,00841
1 SKR | Skrbei 78335 26.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,34595 0,34944 0,40472 0,36670 0,03297
2 SKR | Skrbei 78335 26.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,38351 0,39682 0,41720 0,39918 0,01697
3 3 Biezi 691 81 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,45935 0,47974 0,47207 0,47039 0,01030
4 4 Biezi 691 81 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,55119 0,54781 0,59049 0,56316 0,02373
5 5 Biezi 691 81 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,30338 0,33274 0,34386 0,32666 0,02091
6 6 Biezi 691 81 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,40386 0,43977 0,45430 0,43264 0,02596
7 7 Biezi 691 81 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,34394 0,40318 0,39068 0,37927 0,03123
8 8 Biezi 691 81 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,48533 0,52926 0,49749 0,50403 0,02268
9 9 Biezi 691 81 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,45865 0,50880 0,51866 0,49537 0,03218
10 SKR | Skrbeit 78335 26.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,49239 0,42921 0,52696 0,48285 0,04957
11 11 Biezi 691 81 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,39156 0,42881 0,45257 0,42431 0,03075
12 12 Biezi 691 81 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,41824 0,48144 0,52251 0,47406 0,05252
13 13 Biezi 691 81 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,41845 0,41105 0,45541 0,42830 0,02376
o 14 14 Biezi 691 81 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,41870 0,42110 0,45038 0,43006 0,01764
o[ 15 15 Biezi 691 81 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,32615 0,33180 0,36949 0,34248 0,02356
g 16 16 Biezi 691 81 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,42754 0,40220 0,38588 0,40521 0,02099
17 17 Biezi 691 81 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,64918 0,65571 0,66417 0,65635 0,00752
18 SKR | Skrbei 78335 26.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,37583 0,37777 0,35912 0,37091 0,01025
19 19 Biezi 691 81 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,67699 0,76010 0,66385 0,70031 0,05219
20 20 Biezi 691 81 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,40614 0,44086 0,38913 0,41204 0,02637
21 21 Brezi 691 81 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,39411 0,39414 0,40337 0,39721 0,00534
22 SKR | Skrbeit 78335 26.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,38147 0,43477 0,38516 0,40047 0,02976
23 23 Biezi 691 81 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,43578 0,38961 0,37165 0,39901 0,03308
24 24 Biezi 691 81 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,28301 0,31151 0,27416 0,28956 0,01952
25 25 Biezi 691 81 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,46684 0,43444 0,42377 0,44168 0,02243
26 26 Biezi 691 81 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,62634 0,59768 0,58371 0,60258 0,02173
27 27 Biezi 691 81 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,34547 0,35556 0,29702 0,33268 0,03129
28 28 Biezi 691 81 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,43224 0,46869 0,37846 0,42646 0,04539
29 1 Tabor 390 01 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,41180 0,43542 0,42495 0,42406 0,01184
30 2 Tabor 390 01 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,35356 0,37300 0,35804 0,36153 0,01018
- 0,37114 0,34530 0,36198 0,35947 0,01310
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Obrazek 7 — Prehled vysledkii z 1. mikrotitra¢ni desticky. Potencidlné pozitivni
vzorky jsou zde ¢ervené oznacené. V tomto piipadé se jedna o vzorky 17, 19 a 26.
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Tabulka 3 — Prehled vzorki a vysledki z 2. mikrotitra¢ni desti¢ky

No. 1D Location | ZIP Date Species Sample type Results Mean S.D.S
+ 0,71945 0,71386 0,75099 0,72810 0,02002
31 3 Tabor 390 01 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,33351 0,32923 0,32389 0,32888 0,00482
32 4 Tabor 390 01 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,45009 0,43310 0,51095 0,46471 0,04093
33 5 Tabor 390 01 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,48679 0,47699 0,47794 0,48057 0,00540
34 6 Tabor 390 01 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,36075 0,38397 0,39782 0,38085 0,01873
35 7 Tabor 390 01 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,26828 0,29363 0,30213 0,28801 0,01761
36 8 Tabor 390 01 03.12.2022 Lepus europaeus serum 0,34771 0,40179 0,40368 0,38439 0,03178
37 9 Tabor 390 01 03.12.2022 Lepus europaeus serum 0,28353 0,29891 0,30567 0,29604 0,01135
38 10 Tabor 390 01 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,36686 0,41071 0,36347 0,38035 0,02635
39 11 Tabor 390 01 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,28706 0,37478 0,30578 0,32254 0,04620
40 12 Tabor 390 01 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,39780 0,47531 0,38955 0,42089 0,04731
41 13 Tabor 390 01 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,30880 0,31824 0,32368 0,31691 0,00753
42 14 Tabor 390 01 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,43899 0,37067 0,38584 0,39850 0,03588
43 15 Tabor 390 01 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,27543 0,25565 0,28925 0,27344 0,01689
~ 44 16 Tabor 390 01 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,28561 0,29894 0,35057 0,31171 0,03431
o | 45 17 Tabor 390 01 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,28197 0,28892 0,30237 0,29109 0,01037
£ 46 18 Tabor 390 01 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,30258 0,33199 0,34252 0,32570 0,02070
47 19 Tabor 390 01 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,44192 0,39363 0,41686 0,41747 0,02415
48 20 Tabor 390 01 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,37905 0,36722 0,36379 0,37002 0,00801
49 21 Tabor 390 01 03.12.2022 Lepus europaeus serum 0,28151 0,32945 0,24509 0,28535 0,04231
50 22 Tabor 390 01 03.12.2022 Lepus europaeus serum 0,64918 0,44573 0,46951 0,52147 0,11123
51 23 Tabor 390 01 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,39242 0,31296 0,37094 0,35877 0,04110
52 24 Tabor 390 01 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,32690 0,37597 0,33823 0,34703 0,02569
53 25 Tabor 390 01 03.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,29854 0,29119 0,26222 0,28398 0,01920
54 1 Mikulov 692 01 10.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,30188 0,30916 0,31428 0,30844 0,00623
55 2 Mikulov 692 01 10.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,38896 0,34429 0,31839 0,35055 0,03570
56 3 Mikulov 692 01 10.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,36182 0,33387 0,35894 0,35154 0,01537
57 4 Mikulov 692 01 10.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,35991 0,35361 0,34821 0,35391 0,00586
58 5 Mikulov 692 01 10.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,40134 0,39236 0,38545 0,39305 0,00797
59 6 Mikulov 692 01 10.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,52733 0,47545 0,41360 0,47213 0,05694
60 7 Mikulov 692 01 10.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,43291 0,37284 0,40879 0,40485 0,03023
- 0,33849 0,26162 0,30963 0,30325 0,03883
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Obrazek 8 — Piehled vysledki z 2. mikrotitra¢ni desticky. V tomto pripadé Zadné
vzorky neodpovidaji kritériu pro pozitivitu.

-27-




Tabulka 4 — Prehled vzorki a vysledki

z 3. mikrotitrac¢ni desticky

No. 1D Location | ZIP Date Species Sample type Results Mean S.D.S
+ + 0,67086 0,70327 0,73186 0,70200 0,03052
61 8 Mikulov 692 01 10.12.2022 | Lepus europaeus | serum 0,35927 0,34739 0,38248 0,36305 0,01785
62 9 Mikulov 692 01 10.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,76154 0,72349 0,71848 0,73450 0,02355
63 10 Mikulov 692 01 10.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,46073 0,47847 0,48244 0,47388 0,01156
64 11 Mikulov 692 01 10.12.2022 | Lepus europaeus | serum 0,35199 0,33184 0,33431 0,33938 0,01099
65 12 Mikulov 692 01 10.12.2022 | Lepus europaeus | serum 0,30018 0,34947 0,31662 0,32209 0,02510
66 13 Mikulov 692 01 10.12.2022 Lepus europaeus serum 0,32116 0,33286 0,32433 0,32612 0,00605
67 14 Mikulov 692 01 10.12.2022 Lepus europaeus serum missed 0,36638 0,38553 0,37596 0,01354
68 15 Mikulov 692 01 10.12.2022 Lepus europaeus serum 0,49959 0,52591 0,51206 0,51252 0,01317
69 16 Mikulov 692 01 10.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,30286 0,33409 0,35089 0,32928 0,02437
70 17 Mikulov 692 01 10.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,43652 0,39301 0,39917 0,40957 0,02354
71 18 Mikulov 692 01 10.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,28389 0,29634 0,29851 0,29291 0,00789
72 19 Mikulov 692 01 10.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,34837 0,36452 0,35380 0,35556 0,00822
73 20 Mikulov 692 01 10.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,43879 0,40849 0,45389 0,43372 0,02312
- 74 21 Mikulov 692 01 10.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,28063 0,25914 0,24977 0,26318 0,01582
L | 75 22 Mikulov 692 01 10.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,47042 0,47309 0,61796 0,52049 0,08442
E‘—L" 76 23 Mikulov 692 01 10.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,44027 0,45190 0,43551 0,44256 0,00843
77 24 Mikulov 692 01 10.12.2022 | Lepus europaeus | serum 0,33158 0,45099 0,37850 0,38702 0,06016
78 25 Mikulov 692 01 10.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,46258 0,43176 0,46711 0,45382 0,01924
79 26 Mikulov 692 01 10.12.2022 | Lepus europaeus | serum 0,34950 0,37811 0,35622 0,36128 0,01496
80 27 Mikulov 692 01 10.12.2022 Lepus europaeus serum 0,47033 0,47256 0,47381 0,47223 0,00176
81 28 Mikulov 692 01 10.12.2022 Lepus europaeus serum 0,30009 0,29308 0,32601 0,30639 0,01735
82 29 Mikulov 692 01 10.12.2022 Lepus europaeus serum 0,25862 0,29801 0,33226 0,29630 0,03685
83 30 Mikulov 692 01 10.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,52197 0,50631 0,53071 0,51966 0,01236
84 31 Mikulov 692 01 10.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,38177 0,34689 0,31143 0,34670 0,03517
85 32 Mikulov 692 01 10.12.2022 | Lepus europaeus | serum 0,36713 0,33019 0,36665 0,35466 0,02119
86 33 Mikulov 692 01 10.12.2022 | Lepus europaeus serum 0,63358 0,60754 0,62441 0,62184 0,01321
87 1 Vézany 682 01 19.11.2022 | Lepus europaeus | serum 0,55843 0,53106 0,51047 0,53332 0,02406
88 2 Vézany 682 01 19.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,33663 0,29114 0,28747 0,30508 0,02738
89 3 Vazany 682 01 19.11.2022 | Lepus europaeus | serum 0,43818 0,45553 0,43551 0,44307 0,01087
90 4 Vézany 682 01 19.11.2022 | Lepus europaeus | serum 0,32794 0,36706 0,35715 0,35072 0,02034
- 0,36408 0,31999 0,29164 0,32524 0,03650
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Obrazek 9 — Piehled vysledku z 3. mikrotitra¢ni desticky. Potencialné pozitivni

vzorky jsou zde ¢ervené oznacené. V tomto piipadé se jedna o vzorky 9 a 33.
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Tabulka 5 — Pfehled vzorki a vysledkii z 4. mikrotitra¢ni desti¢ky

No. 1D Location | ZIP Date Species Sample type Results Mean S.D.S
A 0,61403 0,64486 0,63873 0,63254 0,01632
91 5 Vazany 682 01 19.11.2022 Lepus europaeus serum 0,28618 0,36195 0,29680 0,31498 0,04103
92 6 Vazany 682 01 19.11.2022 Lepus europaeus serum 0,28517 0,29048 0,28441 0,28669 0,00331
93 7 Vazany 682 01 19.11.2022 Lepus europaeus serum 0,62697 0,61211 0,64441 0,62783 0,01617
94 8 Vazany 682 01 19.11.2022 Lepus europaeus serum 0,31522 0,31609 0,30004 0,31045 0,00903
95 9 Vazany 682 01 19.11.2022 Lepus europaeus serum 0,31806 0,34408 0,34834 0,33683 0,01639
96 10 Vazany 682 01 19.11.2022 Lepus europaeus serum 0,36149 0,35959 0,37460 0,36523 0,00817
97 11 Vazany 682 01 19.11.2022 Lepus europaeus serum 0,30476 0,27664 0,31299 0,29813 0,01906
98 12 Vazany 682 01 19.11.2022 Lepus europaeus serum 0,58618 0,63488 0,61804 0,61303 0,02473
99 13 Vézany 682 01 19.11.2022 Lepus europaeus serum 0,48899 0,49152 0,48829 0,48960 0,00170
100 14 Vézany 682 01 19.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,65221 0,69666 0,61752 0,65546 0,03967
< 101 15 Vézany 682 01 19.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,33953 0,36089 0,40159 0,36734 0,03153
o | 102 16 Vézany 682 01 19.11.2022 Lepus europaeus serum 0,36791 0,39471 0,38728 0,38330 0,01384
g 103 17 Vazany 682 01 19.11.2022 Lepus europaeus serum 0,28214 0,29307 0,31863 0,29795 0,01873
104 18 Vazany 682 01 19.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,38866 0,40056 0,40389 0,39770 0,00801
105 19 Vazany 682 01 19.11.2022 Lepus europaeus serum 0,63436 0,60689 0,60971 0,61699 0,01511
106 20 Vazany 682 01 19.11.2022 Lepus europaeus serum 0,27923 0,28260 0,25905 0,27363 0,01274
107 21 Vazany 682 01 19.11.2022 Lepus europaeus serum 0,25838 0,30444 0,27154 0,27812 0,02372
108 22 Vazany 682 01 19.11.2022 Lepus europaeus serum 0,37324 0,41707 0,40206 0,39746 0,02227
109 23 Vazany 682 01 19.11.2022 Lepus europaeus serum 0,40338 0,36434 0,43731 0,40168 0,03651
110 24 Vazany 682 01 19.11.2022 Lepus europaeus serum 0,35100 0,36485 0,34614 0,35400 0,00971
111 25 Vazany 682 01 19.11.2022 Lepus europaeus serum 0,40333 0,41574 0,39341 0,40416 0,01119
112 26 Vazany 682 01 19.11.2022 Lepus europaeus serum 0,35963 0,43061 0,36924 0,38649 0,03851
113 27 Vazany 682 01 19.11.2022 Lepus europaeus serum 0,44571 0,45839 0,49332 0,46581 0,02466
114 28 Vézany 682 01 19.11.2022 Lepus europaeus serum 0,45492 0,49443 0,41953 0,45629 0,03747
- 0,25674 0,25849 0,23561 0,25028 0,01273
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Obriazek 10 — Pi‘ehled vysledki ze 4. mikrotitracni desticky. Potencidlné pozitivni
vzorky jsou zde ¢ervené oznacené. V tomto pripadé se jedna o vzorky 7, 12, 14 a 19.
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Tabulka 6 — Prehled vzorki a vysledki

z 5. mikrotitrac¢ni desticky

No. 1D Location ZIP Date Species Sample type Results Mean S.D.S
+ 0,70425 0,72738 0,74228 0,72464 0,01916
1 1S Slapanice | 664 51 12.11.2022 | Lepus europaeus | serum 0,35414 0,36043 0,37464 0,36307 0,01050
2 2S Slapanice | 664 51 12.11.2022 | Lepus europaeus | serum 0,23996 0,25266 0,24158 0,24473 0,00691
3 58 Slapanice | 664 51 12.11.2022 | Lepus europaeus | serum 0,36469 0,36522 0,36814 0,36602 0,00186
4 6S Slapanice | 664 51 12.11.2022 | Lepus europaeus | serum 0,28001 0,27469 0,27521 0,27664 0,00293
5 7S Slapanice | 664 51 12.11.2022 Lepus europaeus serum 0,37306 0,38001 0,38172 0,37826 0,00459
6 8S §lapanice 664 51 12.11.2022 Lepus europaeus serum 0,44615 0,46015 0,43926 0,44852 0,01064
7 9S Slapanice | 664 51 12.11.2022 Lepus europaeus serum 0,39121 0,38976 0,41686 0,39928 0,01524
8 108 Slapanice | 664 51 12.11.2022 | Lepuseuropaeus | serum 0,38502 0,39718 0,40891 0,39704 0,01195
9 118 Slapanice | 664 51 12.11.2022 | Lepuseuropaeus | serum 0,37268 0,34796 0,35566 0,35877 0,01265
10 13S Slapanice | 664 51 12.11.2022 | Lepuseuropaeus | serum 0,563129 0,53196 0,56646 0,54324 0,02011
11 158 Slapanice | 664 51 12.11.2022 | Lepus europaeus | serum 0,26292 0,27560 0,27946 0,27266 0,00865
12 16S Slapanice | 664 51 12.11.2022 | Lepus europaeus | serum 0,37084 0,38383 0,36827 0,37431 0,00834
13 1K KnéZzice 289 02 18.11.2022 | Lepus europaeus | serum 0,34475 0,32223 0,33396 0,33365 0,01126
o 14 2K Knézice 289 02 18.11.2022 | Lepus europaeus | serum 0,41288 0,41012 0,42180 0,41493 0,00610
x| 15 3K KnéZzice 289 02 18.11.2022 | Lepus europaeus | serum 0,31858 0,34450 0,33192 0,33167 0,01296
f 16 4K Knézice 289 02 18.11.2022 | Lepus europaeus | serum 0,24597 0,28766 0,26249 0,26537 0,02099
17 5K Knézice 289 02 18.11.2022 | Lepus europaeus | serum 0,34609 0,35328 0,34308 0,34748 0,00524
18 6K KnéZice 289 02 18.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,25761 0,27836 0,24839 0,26145 0,01535
19 7K Kné&Zice 289 02 18.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,26577 0,25123 0,25450 0,25717 0,00763
20 8K Knézice 289 02 18.11.2022 Lepus europaeus serum 0,31193 0,29812 0,29773 0,30259 0,00809
21 9K Knézice 289 02 18.11.2022 Lepus europaeus serum 0,26604 0,26192 0,29251 0,27349 0,01660
22 10K Knézice 289 02 18.11.2022 Lepus europaeus serum 0,30327 0,30320 0,33018 0,31222 0,01556
23 11K Knézice 289 02 18.11.2022 Lepus europaeus serum 0,47031 0,46839 0,49801 0,47890 0,01657
24 12K Knézice 289 02 18.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,23614 0,25583 0,25367 0,24855 0,01080
25 13K | KnéZice 289 02 18.11.2022 | Lepuseuropaeus | serum 0,54268 0,49476 0,48010 0,50585 0,03273
26 14K | KnéZice 289 02 18.11.2022 | Lepuseuropaeus | serum 0,37949 0,37044 0,37723 0,37572 0,00471
27 15K | Kné&Zice 289 02 18.11.2022 | Lepus europaeus | serum 0,26891 0,26349 0,26124 0,26455 0,00394
28 16K | KnéZice 289 02 18.11.2022 | Lepus europaeus | serum 0,27854 0,27191 0,27433 0,27493 0,00336
29 17K | Kné&zice 289 02 18.11.2022 | Lepus europaeus | serum 0,32071 0,35715 0,33649 0,33812 0,01827
30 18K | Knézice 289 02 18.11.2022 | Lepus europaeus | serum 0,31448 0,32478 0,31167 0,31698 0,00690
- 0,32246 0,35056 0,29320 0,32207 0,02868
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Obrazek 11 — Prehled vysledkii z 5. mikrotitra¢ni desticky. V tomto pripadé Za

vzorky neodpovidaji kritériu pro pozitivitu.
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Tabulka 7 — Prehled vzorki a vysledki z 6. mikrotitra¢ni desti¢ky

+

=
™

==
>

o

p=

[e¢]

No. 1D Location ZIP Date Species Sample type Results Mean S.D.S
+ 0,82556 0,83331 0,78308 0,81398 0,02704
31 19K | Knézice 289 02 18.11.2022 | Lepus europaeus | serum 0,32910 0,29937 0,29145 0,30664 0,01985
32 20K | Knézice 289 02 18.11.2022 | Lepuseuropaeus | serum 0,28648 0,26428 0,25164 0,26747 0,01764
33 21K | KnéZice 289 02 18.11.2022 | Lepus europaeus | serum 0,27682 0,27886 0,26037 0,27202 0,01014
34 M Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,37760 0,38541 0,36903 0,37735 0,00819
35 2M Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,32301 0,33635 0,34412 0,33449 0,01068
36 3M Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,42518 0,33624 0,35049 0,37064 0,04777
37 4M Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,39688 0,46132 0,40599 0,42140 0,03487
38 6M Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,54207 0,54155 0,55334 0,54565 0,00666
39 ™ Miroslav 67172 27.11.2022 Lepus europaeus serum 0,30723 0,32106 0,31367 0,31399 0,00692
40 8M Miroslav 67172 27.11.2022 Lepus europaeus serum 0,32261 0,33514 0,35586 0,33787 0,01679
41 9M Miroslav 67172 27.11.2022 Lepus europaeus serum 0,41876 0,42008 0,41019 0,41634 0,00537
42 10M Miroslav 67172 27.11.2022 Lepus europaeus serum 0,54267 0,53409 0,54274 0,53983 0,00497
43 11M | Miroslav | 67172 27.11.2022 | Lepuseuropaeus | serum 0,32793 0,33079 0,33570 0,33147 0,00393
© 44 12M Miroslav 67172 27.11.2022 Lepus europaeus serum 0,58046 0,55546 0,56242 0,56611 0,01290
o | 45 13M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,31781 0,33134 0,31929 0,32281 0,00742
f 46 14M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,53975 0,55709 0,57071 0,55585 0,01552
47 15M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,34325 0,34426 0,33347 0,34033 0,00596
48 16M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,51646 0,30898 0,32678 0,38407 0,11500
49 17M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,37269 0,39035 0,37411 0,37905 0,00981
50 18M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,83830 0,82862 0,88262 0,84985 0,02879
51 19M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,36165 0,30308 0,44517 0,36997 0,07141
52 21M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,33844 0,30789 0,32500 0,32378 0,01531
53 22M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,41231 0,40777 0,44127 0,42045 0,01817
54 23M Miroslav 67172 27.11.2022 Lepus europaeus serum 0,26398 0,28724 0,25194 0,26772 0,01794
55 24M Miroslav 67172 27.11.2022 Lepus europaeus serum 0,31574 0,30463 0,30925 0,30987 0,00558
56 25M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,25210 0,28354 0,30549 0,28038 0,02684
57 26M | Miroslav | 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus | serum 0,37436 0,40603 0,37078 0,38372 0,01940
58 27TM Miroslav 67172 27.11.2022 Lepus europaeus serum 0,51572 0,29753 0,30383 0,37236 0,12419
59 28M Miroslav 67172 27.11.2022 Lepus europaeus serum 0,42740 0,40303 0,42445 0,41829 0,01330
60 29M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,44796 0,44618 0,44648 0,44687 0,00095
- 0,33091 0,31354 0,32944 0,32463 0,00963
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Obrazek 12 — Prehled vysledkii z 6. mikrotitra¢ni desticky. Potencialné pozitivni
vzorek je zde ¢ervené oznacen. V tomto pripadé se jedna o vzorek 18M.
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Tabulka 8 — Prehled vzorkii a vysledkii ze 7. mikrotitra¢ni desticky

No. ID Location ZIP Date Species Sample type Results Mean S.D.S
+ 0,63698 0,62899 0,65211 0,63936 0,01174
61 30M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,29509 0,25806 0,26816 0,27377 0,01914
62 31M Miroslav 67172 27.11.2022 Lepus europaeus serum 0,29586 0,29462 0,28840 0,29296 0,00400
63 32M Miroslav 67172 27.11.2022 Lepus europaeus serum 0,41530 0,41658 0,39930 0,41039 0,00963
64 33M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,54156 0,51242 0,53961 0,53120 0,01629
65 34M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,38483 0,37824 0,34958 0,37088 0,01874
66 35M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,37759 0,39506 0,34539 0,37268 0,02520
67 36M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,54429 0,57203 0,53950 0,55194 0,01756
68 37M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,31056 0,25843 0,26469 0,27789 0,02846
69 38M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,34254 0,29346 0,34263 0,32621 0,02836
70 40M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,38721 0,32357 0,33739 0,34939 0,03347
71 41M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,52908 0,51957 0,62016 0,55627 0,05553
72 42M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,37473 0,33095 0,49435 0,40001 0,08458
73 43M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,40793 0,34637 0,40974 0,38801 0,03608
g 74 44M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,37298 0,30184 0,35221 0,34234 0,03658
@ | 75 45M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,48781 0,52925 0,51682 0,51129 0,02127
g 76 46M Miroslav 67172 27.11.2022 Lepus europaeus serum 0,48944 0,47591 0,50629 0,49055 0,01522
77 47TM Miroslav 67172 27.11.2022 Lepus europaeus serum 0,37041 0,32871 0,42275 0,37396 0,04712
78 48M Miroslav 67172 27.11.2022 Lepus europaeus serum 0,34794 0,29528 0,30632 0,31651 0,02777
79 49M | Miroslav | 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,29553 0,28971 0,28982 0,29169 0,00333
80 50M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,25614 0,25164 0,23872 0,24883 0,00904
81 51M Miroslav 67172 27.11.2022 Lepus europaeus serum 0,31349 0,26224 0,29650 0,29074 0,02611
82 54M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,31261 0,33885 0,35258 0,33468 0,02031
83 55M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,34843 0,32230 0,30367 0,32480 0,02248
84 56M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,29043 0,28366 0,29422 0,28944 0,00535
85 57M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,28994 0,29790 0,26514 0,28433 0,01709
86 58M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,26758 0,29806 0,28286 0,28283 0,01524
87 59M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,30870 0,29553 0,30664 0,30362 0,00708
88 60M | Miroslav 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus serum 0,25094 0,23314 0,25207 0,24538 0,01062
89 61M | Miroslav | 67172 27.11.2022 | Lepus europaeus | serum 0,50309 0,44689 0,44570 0,46523 0,03280
90 65M Miroslav 67172 27.11.2022 Lepus europaeus serum 0,27109 0,28134 0,28319 0,27854 0,00652
missing negative control - data used from negative control Plate 6 0,33091 0,31354 0,32944 0,32463 0,00963
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Obrazek 13 — Prehled vysledku ze 7. mikrotitracni desti¢ky. Potencialné pozitivni
vzorky jsou zde ¢ervéné oznacené. V tomto piipadé se jedna o vzorky 36M a 41M.
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Tabulka 9 — Prehled celkovych vysledkii z jednotlivych lokalit.

Cislo Nazev Datum Pocet Pozitivni
lokality | lokality PSC sbéru vzorkl vzorky Prevalence (%)
1 glapanice u Brna 664 51 | 12.11.2022 12 0 0,00
2 Knézice u Méstce Kralové 28902 | 18.11.2022 21 0 0,00
3 Miroslav 67172 | 27.11.2022 57 3 5,26
4 Skrbenl 78335 | 26.11.2022 5 0 0,00
5 Brezi 691 81 | 03.12.2022 23 3 13,04
6 Tabor 39001 | 03.12.2022 25 0 0,00
7 Mikulov 692 01 | 10.12.2022 33 2 6,06
8 Vézany nad Litavou 682 01 | 19.11.2022 28 4 14,29
Celkem 204 12 5,88
8. Diskuse

cey

V tomto experimentu byla testovana krevni séra 204 voln€ Zzijicich zajici
ulovenych v CR na piitomnost protilatek proti koronaviru SARS-CoV-2 za vyuziti
sérologické metody ELISA. V testu jsem na zakladé stanoveného kritéria pro pozitivitu,
kdy se za pozitivni vzorek povazoval takovy, ktery mél dvakrat vyssi hodnotu nez
negativni kontrola a zaroven jeho hodnota dosahovala minimalné 85 % hodnoty pozitivni
kontroly nebo byla vyssi, interpretovala celkem 12 vzorkt jako potencialné pozitivni
na protilatky proti koronaviru SARS-CoV-2. Nejvyssi miru mozné pozitivity vykazuji
vzorky ze 4. mikrotitrani desticky (viz Obrazek 10 v kapitole 7. Vysledky), kde
z celkového poctu 24 testovanych vzorkid 3 vzorky (oznacené jako 7, 12, a 19) téméf
dosahuji hodnoty pozitivni kontroly a 1 (oznaceny jako 14) ji ptevySuje. Dalsi potencidlné
pozitivni vzorky jsem zaznamenala z 1. mikrotitra¢ni desticky (viz Obrazek 7 v kapitole
7. Vysledky). Zde jako potencialné pozitivni vysly 3 vzorky z 30 (oznacené jako 17, 19
a 26), které rovnéz témét dosahuji hodnoty pozitivni kontroly nebo ji pievysSuji.

Nasledujici mikrotitracni desticky 3 a 7 (viz Obrazek 9 a 13 v kapitole
7. Vysledky) vykazuji u 2 vzorkli moznost pozitivity. Jedna se o vzorky oznacené jako
9 a 33 (viz Obrazek 9 v kapitole 7. Vysledky) a vzorky oznacené jako 36M a 41M (viz
Obrazek 13 v kapitole 7. Vysledky). Mikrotitra¢ni desti¢ka 6 (viz Obrazek 12 v kapitole
7. Vysledky) rovnéz vykazuje moznost pozitivity u 1 vzorku oznacené¢ho jako 18M.
Oproti tomu zadné z hodnot vzorki z 2. a 5. mikrotitra¢ni desticky neodpovidaly kritériu

pro pozitivitu. Celkové lze fici, ze nejvyssi mira pozitivity byla pozorovana na lokalité
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Vazany nad Litavou (viz Tabulka 9 v kapitole 7. Vysledky), kde hodnota prevalence
dosahuje 14,29 % (4 potencialné pozitivni vzorky z 28 testovanych). Celkova prevalence
vSech testovanych vzorku pak dosahuje 5,88 % (12 potencialné pozitivnich vzorku
z 204 testovanych). Nutno vSak dodat, ze se pocet ziskanych vzorka z riznych lokalit
vyznamné lisil. Naptiklad z lokality Skrben bylo testovano jen 5 vzorkt, zatimco
z lokality Miroslav to bylo 57.

Piestoze nékteré vzorky testované pomoci metody ELISA vykazovaly piitomnost
protilatek proti SARS-CoV-2, nasledné ovéfeni pomoci virus neutraliza¢niho testu, ktery
byl proveden na VUVeL v Brné pozitivitu nepotvrdilo u zadného z analyzovanych
vzorkll. Lze tedy fici, Ze vSechny testované vzorky jsou negativni na protilatky
SARS-CoV-2 a zajici pravdépodobné neprodé€lali infekci, coz zaroven reflektuje
vysledky studii Fritz et al. (2022) a Mykytyn et al. (2021), které prokazaly velice
omezenou citlivost zajicovcu ke koronaviru SARS-CoV-2. Negativni vysledky po
testovani ELISA metodou zaznamenala i1 Pomorska-Mol et al. (2021), ktera
z29 testovanych vzorkii na pfitomnost protilatek proti SARS-CoV-2 u zajicovci
nezaznamenala séropozitivitu u zadného z nich.

Moznym vysvétlenim téchto faleSné pozitivnich reakci muze byt zkiizena
protilatkovad reakce, kdy protilatky proti jinym koronavirim reaguji s antigeny
SARS-CoV-2, podobné jako tomu bylo u RECV a RbCoV, jejichZ protilatky detekovaly
antigen koronavirda HCoV 229E, HCoV OC43, MHV, IBV, TGEV, FIPV, nebo CCoV
(Small et al. 1979; Descoteaux et al. 1985; Small & Woods 1987; Kerr & Donnelly 2013).
Kfizova reaktivita je znamy fenomén v sérologii a mize vést k nejednoznaénym nebo
falesné pozitivnim vysledktim. Jak ukazal tento experiment, neutralizacni test byl zde
nezbytny k posouzeni relevance sérologickych vysledku. Na zakladé téchto vysledku lze
fici, ze ackoliv dostupné studie (Preziuso et al. 2020; Shi et al. 2024) prokazaly
u zajicovcu teoretickou citlivost receptoru ACE2 ke koronaviru SARS-CoV-2, a to
dokonce i vyssi vazebnou afinitou, nez je tomu u ¢loveka, zajicovci pravdépodobné
nehraji vyznamnou roli v epidemiologii SARS-CoV-2.

Nejenze tento experiment neprokazal u zajict pfitomnost protilatek proti SARS-
CoV-2, vysledky ukazaly moznou pozitivitu k protildtkdim jiného druhu koronaviru.
Monchatre-Leroy et al. (2017), ktera sledovala prevalenci koronavirGi v kralicich
divokych v Evropé zaznamenala u 22 z 291 jedinct (7,56 %) ptitomnost néjakého druhu

koronaviru. Bylo zjisténo, Ze velkad vétSina z nich vykazuje vysokou miru podobnosti
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(94-98 %) sjiz znamym druhem betakoronaviru kraliki RBCoV HKU14
a s alfakoronavirem =zajici. Pfes skutecnost, Ze tato studie naznacuje existenci
konkrétniho druhu koronaviru, ktery pfirozené infikuje zajice, nepodafilo se mi dohledat
dalsi relevantni zdroje, které by virus blize specifikovaly. Nicméné na zaklad¢ vysledkl
provedeného sérologického testu je mozné konstatovat, ze pokud ELISA test detekoval
protilatky zaméfené na jiny typ koronaviru, vysledky tohoto experimentu s prevalenci
5,88 % jsou témért v souladu s vysledky prezentovanymi ve zminéné studii. Mirny rozdil
Vv procentualnim zastoupeni pozitivnich vzorkt tohoto experimentu oproti Monchatre-
Leroy et al. (2017) mize byt vysvétlen napiiklad geografickymi rozdily, rtiiznorodosti
vzorki ¢i testovanim v jiném ¢asovém obdobi. Monchatre-Leroy et al. (2017) pracovala
se vzorkem z $irsi geografické oblasti, ktera zahrnovala zapadni a stfedni Francii, kdeZto
tato studie analyzovala vzorky pochazejici zejména z Jihomoravského kraje CR, ktery
predstavuje vyrazné mensi geografickou oblast.

Navzdory Sirokému vyuziti zajicovcll v laboratornim vyzkumu, jako domacich
spolecnikti, v produkci potravin nebo v myslivosti, stale existuje pomérn¢ omezené
mnozstvi dat, ktera by poskytla bliz§i infomace o jejich infekci koronavirem
SARS-CoV-2 i dal§imi koronaviry. Relevantni vyzkumy zkoumajici koronaviry, které se
(Small etal. 1979; Descoteaux et al. 1985; Small & Woods 1987), coz je pomérné dlouha
doba. Proto navrhuji, aby se mozné pokracovani této studie zaméfilo na analyzovani
sirdtho spektra vzorkd z celé oblasti CR, ve kterych by byly predstavené sekvence
konkrétnich druh@ koronavirh, které se u zajich vyskytly. Rovnéz k posouzeni
potencialni pfirozené infekce zajicovct koronavirem SARS-CoV-2 navrhuji analyzovat
vzorky pochazejici z urbanistickych oblasti, zejména z husté osidlenych méstskych ¢tvrti,
kde zajici pfichazeji do ptimého kontaktu s lidmi, jelikoz v takovém prostiedi by mohlo
dochazet k vyssimu riziku pfenosu patogenu mezi zvitaty a lidmi oproti volné pfirod¢.
Tento pfedpoklad vychazi z pozorovanych incidenti ve farmovych chovech norkl
vV Norsku a Dansku, kde byl zaznamenan vzajemny pienos infekce SARS-CoV-2 mezi
lidmi a chovanymi norky (Lu et al. 2021; Oude Munnink et al. 2021; Rabalski et al. 2022).
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9. Zavér

Tato prace se Vv ramci literarni reSerSe zaméfila na shrnuti dosavadnich poznatka
0 koronavirech, zejména o zastupcich, které piirozené infikuji zajicovce. Na zakladé
dostupnych studii lze fici, Ze existuji 3 konkrétni druhy koronavird, které byly izolovany
z kraliki (RECV, RBCoV, RBCoV HKUI4) a 1 druh blize nespecifikovaného
alfakoronaviru, ktery pfirozen¢ infikuje zajice. S ohledem na nedavnou pandemii
onemocnéni COVID-19, zplisobené koronavirem SARS-CoV-2, byly také prezentovany
nejnovejsi infomace o infekei zajicovel timto virem. Bylo zjisténo, ze vazebna afinita
spike proteinu S k receptoru ACE2 kraliku je silngjsi nez u ¢lovéka, avSak prirozena
i laboratorné navozena infekce u kralikii probiha bez klinickych piiznakt a velice
neefektivng.

V navaznosti na literarni resersi byl proveden vyzkum na ptitomnost protilatek proti
SARS-CoV-2 u vybranych krevnich vzorki zajicti ulovenych na tizemi CR. Experiment
probihal za vyuziti metody ELISA, kdy byl k detekci zajec¢ich imunoglobulinii pouzit
protein A, ktery se vyznacuje SirSi specifitou. Vysledky testu vyhodnotily celkem
12 z 204 (odpovidajici prevalenci 5,88 %) vzorku jako pozitivni. Nicméné nasledna
analyza na VUVeL v Brng, ktera méla tuto skutetnost ovéfit pomoci metody virus
neutraliza¢ni test, piitomnost protilatek blokujicich replikaci SARS-CoV-2 u zadného ze
vzorki nepotvrdila. Proto je mozné konstatovat, ze zkoumani zajici infekci koronavirem
SARS-CoV-2 zfejmé neprodélali.

Rovnéz lze fici, ze aCkoliv vysledky jinych experiment ukazuji moznost infekce
zajicovcu koronavirem SARS-CoV-2, neexistuji diikazy proto, ze zajicovci hraji néjakou
roli v $ifeni tohoto koronaviru.

Na zavér bych rada zminila, Ze vyzkum koronavirti, véetn€ SARS-CoV-2 u zajicovcl
je potieba stale vice prohlubovat, nebot’ v tuto chvili neexistuje ptilis mnoho relevantnich
zdroja, které by se tomuto tématu vénovaly. Pokracovani tohoto vyzkumu bych rada
zamgéfila na analyzu vzorkt zajict a kralikd, ktefi byli v uzsim kontaktu s lidmi a existuje

zde tedy potencialné vyssi riziko infekce nez ve volné ptirodeé.
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