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1. OBECNY UVOD O ARBOVIRECH V POLARNICH OBLASTECH

1.1 Zakladni charakteristika arboviria v polarnich oblastech

Arboviry, jejichz nazev je odvozen z anglického slovniho spojeni ,,arthropod-borne
viruses®, jsou obsahlou skupinou vird, pfenasenych z krev sajicich druht ¢lenovci na
obratlovce. Jejich vyzkum je dilezity zejména proto, Ze se jedna o lidské 1 zvifeci patogeny.
Mezi arboviry patii velmi znamé viry, které u svého hostitele zptisobuji zavazné nemoci,
koncici v nekterych ptipadech i smrti (Reiter, 2010). Mezi zédkladni typy onemocnéni
vyvolanych arbovirovou infekci patfi zejména encefalitidy, horecnatd onemocnéni a

hemoragické horecky (Hubalek et al., 2014).

Morfologicky se u arbovirti vyskytuji témét vSechny tvary virt (kulovité, ty¢inkovité,
sféricke). Jejich znakem je glykoproteinovy obal, neboli glykosilované povrchové proteiny,
vznikajici v dasledku kontaktu s hostitelem, ktery je odvozen od hostitelské membrany
(Hernandez et al., 2014). Ten muze byt tvofen jak jednim typem glykoproteinu, tak i vice.
Cela geneticka vybava viru je uzaviena do nukleokapsidu. Z hlediska molekularni struktury
ma vétsina arbovirt genom tvofeny z jedné nebo vice molekul RNA. Vyjimku tvofi nékteré

DNA viry, jako napiiklad virus Afrického moru prasat (Asfarviridae), (Dixon et al., 2008).

Po mnoho let se arboviry evoluéné piizpisobovaly fungovani ve velmi rozdilnych
bunéénych prosttedich jak u vektort (¢lenovci), tak u kone¢nych hostitelli (obratlovci),
(Hernandez et al., 2014). Nasledkem tohoto selek¢niho tlaku, a také kvuli nutné replikaci
v obou typech hostitelti (bezobratly, obratlovec), si jednotlivé viry vytvofily rizné variace a
molekularni adaptace. Naptiklad, jak se vyhnout imunité vektora, nebo i tvorbé riznych

zpusobi prechodu do cilovych organti slouzicich k jejich ptenosu (Nuttall et al., 1994).

1.2 Taxonomie a fylogeneze arboviri

Historicka Kritéria, podle kterych se pfi objevu jednotlivé druhy virG rozdélovaly do
Celedi a podceledi, byla délena podle chemickych (struktura viru, velikost virové ¢astice, typ
nukleové kyseliny) a biologickych (sérologické a antigenni vztahy, pozadavky na vektora,

apod.) vlastnosti (Tauraso a Shelokov, 1967).



Klasifikace a taxonomie arboviri od jejich objevu a vyzkumu prodélala znacné
zmény. Na zacatku 40. let minulého stoleti byly arboviry uspotfaddany do étyt skupin: A, B, C
a D. Skupina A, oznacend Cleny rodu Alfavirus, (Dalrymple et al., 1973; Tesh et al., 1975),
ve skupiné B byly zatazeny viry rodu Flavivirus (De Madrid a Porterfield, 1974) a skupina C
zustala jako séroskupina C rodiny Orthobunyavirus (Mezencio et al., 1978). Posledni
skupina D byla pfejmenovana v poloviné dvacéatého stoleti do séroskupiny Guama a je v
soucasné dob¢ zafazena do rodiny Orthobunyavirus (Shope et al., 1988). Organizace
arbovirt do téchto skupin se nakonec stala chybnou a byl pfipustén standardni biologicky
systém klasifikace, zalozeny na ptibuznosti nukleovych kyselin, ktery se pouziva dodnes.
Avsak i dnes se objevuje nékolik druhti publikaci, kde definuji 7 virovych celedi (Gubler,
1996; Hubalek 2014), n¢kde Sest ¢eledi (Hernandez, 2014; Perng a Chen 2013). Ale vSechny
hlavni klinicky vyznamné arboviry, vyskytujici se v polarnich oblastech, patii do jedné z
nasledujicich ¢tyf Celedi: Bunyaviridae, Flaviviridae, Reoviridae, Togaviridae (pievzato z

http://ictvonline.org/virusTaxonomy.asp - posledni sbornik ICTV).

Piikladem klasického evolu¢niho vyvoje jednotlivych cCeledi arbovirG jsou viry
z ¢eledi Bunyaviridae. Byla provedena kompletni fylogeneticka analyza této ¢eled¢, u které
bylo zjisténo, Ze za mechanismem jejich vzniku stoji pravdépodobné hromadéni bodovych
mutaci (geneticky drift) ¢i preskupovani genovych segmenti (geneticky shift), které

zaptiCinuji diverzifikaci jednotlivych celedi arbovirh (Briese et al., 2013).

Aby arboviry dokazaly piezit, vyzaduji horizontalni pfenos z ¢lenovéiho pienasece
na obratlovéiho hostitele. Tento pozadavek na replikaci u rtiznorodych hostiteld zpusobil
neobvyklé evoluéni omezeni téchto virt na né€kolik celedi RNA vird (Togaviridae,
Flaviviridae, Bunyaviridae, Rhabdoviridae, Reoviridae), (viz. Obr. 1) a par DNA vird (viz
vyse.). Prozatimni fylogenetické studie naznacuji dominanci purifying (ocistujici) selekce
v evoluci arbovird. To souvisi s omezenymi rozdilnymi prostfedimi a pozadavky replikace u
obou typil hostiteli (bezobratly, obratlovci), (Weaver, 2006). Jelikoz jednotlivé rodiny
arbovirll vznikly nezéavisle na sobé&, je skupina arbovirti v soucasné dobé definovana jako

polyfyleticka (Mendez et al., 2010).


http://ictvonline.org/virusTaxonomy.asp
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Obrézek 1: Molekularni struktura virovych ¢astic riznych celedi arbovirG (pfevzato z

http://viralzone.expasy.org/).

1.3 Prenaseci arbovira

Arboviry jako i vSechny ostatni viry vyzaduji v prubéhu svého zivotniho cyklu
replikaci v bunkach svych hostiteli. Béhem této replikace ve vétSiné pripadi svého
vektorového prenasece neposkozuji, pouze u nékterych druht bylo detekovano urcité snizeni
vitality jedince (Goering et al., 2013). U savcu, v¢etné ¢lovéka, je replikace a amplifikace
arboviru z velké ¢asti asymptomaticka (zejména v piipadé piirozenych hostitelti jednotlivych
virti). Ale objevuji se i infekce letalni a to udava patogenni dopad téchto virti (Myint et al.,
1999; Kuno a Chang, 2005; Rust, 2012).

Zivotni cykly jednotlivych druht vird se li§i zejména v odlisné amplifikaci a

replikaci své virové RNA/DNA a zaroven v pfenosu ruznymi vektory (Weaver, 2005).



Spoleénou Vvlastnosti, kterou tyto zoonotické infekce sdili, je pfenos pies slinné zlazy vektora
do hostitele, ale moznosti zplsobu piendSeni se nabizi vice. Ptikladem je transovarialni
ptenos, objeveny jak u klistat (Socolovschi et al., 2009) tak i u komaru (Hardy et al., 1984),
ktery probiha béhem kladeni z nakazené matky na vajicko. DalSim zajimavym zptsobem
pfenosu je z nakazené kozy, piipadné ovce a skotu, pfes mléko na své potomky. Touto
cestou se muze nakazit i ¢lovék, pokud pozie syrové vyrobky ¢i samotné nakazené syrové
mléko (Pfeffer a Dobler, 2010). AvSak konsensualni cesta, kterou ve vét§in¢ piipadu
arboviry vyuzivaji, je transmisivni pfenos (Kuno a Chang, 2005). Mnozi vektoii jsou aktivni

pouze po urcitou ¢ast roku, coz odrazi vliv na sezénni vyskyt arbovirovych onemocnéni.

Mezi hlavni vektory arbovirdz fadime klist'ata (Ixodidae) a komary (Culicidae), dvé
velké ¢eled¢ ¢lenovci. Jejich distribuce kolisa od tropti smérem k polarnim oblastem (Sun et
al., 2009; Wang et al., 2011; Uyar, 2013). U hlavnich zastupct z ¢eledi klistat je mozné
jmenovat zejména rody Hyalomma (tato klist'ata pfenaseji naptiklad virus Krymsko-konzské
hemoragické horecky (CCHF — Crimean-Congo heamorrhagic fever)) a Ixodes, jejichz
zastupci hosti napiiklad velmi rozsiteny virus klistové encefalitidy (TBEV — Tick-borne
encephalitis virus), (Gordon et al., 1993; Labuda et al., 1993). U komara (Culicidae) jsou to
zejména rody Aedes, slouzici jako pienaseCi pro ruzné viry hemoragickych horecek,
kuptikladu horecka Dengue (DENV - Dengue virus) apod., a Culex, u kterych byl zjistén
pienos zavazného viru zapadonilské horecky (WNV - West nile virus), (McLean et al., 2001;
Hayes et al., 2005).

1.4 Charakteristika virovych ¢eledi obsahujicich arboviry

1.4.1 Bunyaviridae

Celed” Bunyaviridae zahrnuje celkem 5 virovych fada (Hantavirus, Nairovirus,
Orthobunyavirus, Phlebovirus, Tospovirus), z nichz nékteré obsahuji velmi patogenni
zastupce. Piikladem je Krymsko-konzska hemoragicka horecka (CCHF - Crimean—Congo
hemorrhagic fever virus) ¢ Rift Valley fever (RVF). Clenovci pienasené viry v této Geledi
patii do rodt Phlebovirus a Orthobunyavirus. Genom téchto virQ je segmentovany. Tvofi jej
tfi molekuly RNA oznacované jako velky, stfedni a maly segment. Tyto RNA mohou byt
budto negativni polarity, nebo ¢aste¢né negativni a ¢aste¢né pozitivni polarity. Vzhledem

k segmentovanému genomu je u bunyaviri vysoka pravdépodobnost rekombinace mezi


http://cs.wikipedia.org/wiki/Hemoragick%C3%A1_hore%C4%8Dka

dvéma odlisnymi bunyaviry, které infikovaly jednoho hostitele. Tyto rekombinace mohou
pfedstavovat zavazny problém pii pokusech o rekonstrukci evoluce této virové celedé. (Han

a Worobey, 2011).

Zajimavosti u této rodiny je, ze u rodu Phlebovirus jsou jednotlivé druhy z velké ¢asti
prenaseny komary (sandflies) rodu Phlebotomus (Nematocera), které jsou znamym vektorem

pro onemocnéni Leishmanidza (Kinetoplastida).

1.4.2 Flaviviridae

Celed Flaviviridae obsahuje viry, jejichz spoleénym znakem je pozitivni
nesegementovana molekula genomické RNA. Délka genomu, ktera kolisa v rozmezi od 9-12
kilobazi (Thurner et al., 2004). Z hlediska patogenity tato rodina obsahuje velmi zavazné
viry. Tim nejdulezitéjsim je Hepatitida C (HCV - Hepatits C virus), kterd vsak neni

prenasena Clenoveci.

Zastupci Celed¢ Flaviviridae jsou zahrnuti ve <¢&tyfech rodech (Flavivirus,
Hepacivirus, Pegivirus, Pestivirus). Pouze zastupci rodu Flavivirus jsou pienaseni ¢lenovci.
Uvnitt rodu Flavivirus je dalsi ¢lenéni, které zavisi na druhu vektorového pienasece.
RozliSujeme ho na tfi typy. Prvnim z nich je skupina klistaty ptenaSenych Flavivird (Tick-
borne viruses). Ta se opét rozpada na dvé skupiny: 1) viry, které postihuji obratlovce (napt.
TBEV), (viz. Obr. 2 — 1B) a 2) viry, které infikuji moiské ptaky a povétSinou jsou pienaseny
bud'to klistétem Ixodes uriae nebo klistaky rodu Ornithodoros. Zastupci této skupiny mohli
byt ofekavani ve vzorcich vysetifovanych v prib&hu této prace. Druhou velkou skupinou
jsou viry pfenasené komary, které zahrnuji znamé patogeny, jako jsou virus zapadonilské
horecky (WNV - West Nile virus), virus zluté zimnice (YFV -Yellow fever virus), (viz. Obr.
2 — 1C), od které ziskala ¢eled’ Flaviviridae a rod Flavivirus svij latinsky nazev (flavis —
latinsky Zluty), nebo také virus horecky Dengue (DENV - Dengue virus). Posledni skupinou
flavivird jsou viry pfenasené nezndmym vektorem a viry typické pouze pro komary (Gaunt
etal., 2001).



1.4.3 Reoviridae

Reoviridae je cCeledi virQ, které ve vétSiné pripadi postihuji gastrointestindlni a
respiraéni systém obratlovcu. Z hlediska molekularni struktury je jejich genom tvofen
dvousroubovicovou RNA (ds) a sklada se z 10-12 segmentii 0 maximalni velikosti 3 kilobazi
(Kenneth, 2008).

Taxonomicky je tato celed clenéna na dvé podcCeledé (Sedoreovirinae,
Spinareovirinae). Prvni z nich obsahuje 6 rodu, ale jediny rod Orbivirus spada do kategorie
arbovirti. Zastupci tohoto rodu jsou naptiklad virus afrického moru koni (AHSV - African
horse sickness virus), virus Kemerovo (KEMV — Kemerovo virus) ¢i virus Tribe¢ (TRBV —
Tribec virus). U druhé z pod¢eledi je definovano 9 rodt, kam patii i Coltivirus s jedinym
zastupcem viru Coloradské klistové hore¢ky (CTF- Colorado tick fever), ktery je znamy z
vysokohorské oblasti Colorada a Idaho (Attoui, 2005).

1.4.4 Togaviridae

Tato Celed” obsahuje 2 rody (Alphavirus a Rubivirus), z nichz pouze Alphavirus
fadime mezi arboviry. Togaviridae se vyznacuji nesegmentovanym genomem

tvofenym linérarni jednofetézcovou RNA (ssRNA(+)) o délce 9-12 kilobazi.

Znamymi zéstupci jsou kupiikladu virus venezuelské konské encephalitidy (VEEV —
Venezuelan equine encephalitis virus), (viz. Obr. 2 — 1E) decimujici centralni nervovy
systém u populaci zeber, koni a osli, nebo virus Chikungunya (CHIKV), (Schilte et al.,
2013). Déle sem patii Semliki forest virus (SFV), ktery byl poprvé izolovan z koméara na
uzemi Ugandy v roce 1944, nyni ho miZzeme objevit ptevazné v Africe ¢i Asii (Atkins et al.,
1999).



Obréazek 2: Snimky
jednotlivych druht
arbovirt. 1A: California
encephalitis virus
(http://www.lookfordiag
nosis.com/mesh_info.ph
p?term=Encephalitis+Vi
rus%2C+California&lan
g=1)/ 1B: Virus klistové
" encephalitidy (Stiasny et
al., 2007)/ 1C: Yellow
fever virus (Centers for
Disease Control and
Prevention Publich
Health Image Library.)/
1D: Equine
encephalosis virus
(Centers for Disease
Control and
Prevention)/1E:
Venezuelan equine
encephalitis virus
(CDC's Public Health
Image Library).

1.5 Vyskyt arboviri v polarnich oblastech

Ptivodné se myslelo, Ze se arboviry nachazeji pouze v oblastech tropického a mirného
Klimatu. Postupem casu se zjistilo, ze jejich vyskyt je témét celosvétovy. Nasledkem
globalnich klimatickych zmén (celosvétové zmeény teploty) disperguji urcité druhy
arthropodnich ptenasect do vysSich zemépisnych Sifek a vytvaii zde stale vétsi populace. To
ma pozitivni efekt na amplifikaci arboviri a zvySovani jejich prevalence v téchto oblastech.
Z hlediska zmén distribuce je tfeba zaroven zahrnout i moznou antropogenni introdukci

arbovirt do novych lokalit (Mehlhorn, 2008).

Co se ty¢e jednotlivych faktort, které mohou stat za vyskytem arbovirii v novych
oblastech, Ize jmenovat zejména teplotu a vihkost. Tyto makroklimatické faktory mohou mit
piimy vliv na ekologii a biologii arbovirového pfenasece. Interakce mezi vektory a arboviry,
které jsou zavislé na teploté, jsou obtizn¢ predikovatelné. V temperatnich zénach se arboviry

béhem zimnich obdobi miZou uchovavat v samotnych c¢lenovcich. Mize jim ktomu


http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=Encephalitis+Virus%2C+California&lang=1)/
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poslouzit transovarialni pienos, coz definuje urcitou preadaptaci arboviri na prechod do
jinych klimatickych zon (Rosen, 1983). Nicméné je vysoce pravdépodobné, ze tyto faktory
jsou ovlivnény prave klimatickymi zménami, tudiz vySe zminéna pavodni hypotéza vyskytu
pouze v tropickych oblastech arbovirt je dnes vyvracovana (Mellor a Leake, 2000). Kromé
postupné distribuce do poléarnich oblasti jsou v dne$ni dobé zaznamenavany i vyskyty
arbovir v novych lokalitach. Ptikladem je West Nile virus (WNV) v Severni a Jizni

Americe nebo Usutu virus (USUV) ve Stiedni Evropé (Pfeffer a Dobler, 2010).

Soucasna distribuce arbovir v polarnich oblastech je velmi malo probadana. V této
praci se omezime pouze na oblast evropské Arktidy a Gronska. AvSak jsou zaznamenany
ptipady vyskytu arbovirti naptiklad v subpolarnich tundrach Ruska (L vov et al., 1997) nebo
v severnich oblastech Kanady a Aljasky (McLean, 1975). Nové vyskyty v evropské Gasti
Arktidy jsou naptiklad ve Svédsku, Norsku a Finsku (viz kapitola 6. Diskuze). U arboviri

pfenaSenych klistaty je totiz mozné spojeni mezi témito viry a disperzi motskych ptakt

(Yunker, 1975).

O - zaznamenany vyskyt arbovirt

O- neprobadané oblasti

O- neprokazany vyskyt arbovir(

Obrazek 3: Prozatimni vyskyt arbovirii na severni polokouli.



2. Clenovci pFenasejici arboviry v polarnich oblastech (Svalbard,
Gronsko)

2.1 Aedes nigripes, Ixodes uriae

V polarnich oblastech, zejména na Svalbardu, v Gronsku a v ptilehlych ostrovech,
Zije nékolik druhi krev sajicich ¢lenovca, ktefi parazituji na zdejSich obratlovcich a mohou
pfenaset ruzné arbovirové infekce (Elsterova et al., in prep.) Mezi arktické parazitarni
mezihostitele patii hlavné komafi rodu Aedes (Insecta; Diptera; Culicidae) a klistata druhu

Ixodes uriae (Acari; Ixodida; Ixodidea).

I ve zdejsich vysokych zemépisnych Sitkach je v kazdém roce nékolik mésict, kdy se
teploty piehoupnou ptfes bod mrazu. V t¢ dobé migruje do polarnich oblasti velké mnozstvi
hostitele pro krev sajici ¢lenovce. Ti se museli na tyto polarni podminky (trvaly chlad,
dostupnost vody v tekutém skupenstvi pouze v letnich mésicich, sezénni pritomnost
hostitele) adaptovat. Naptiklad v klistécich populacich l1ze pozorovat korelaci mezi sezénni
aktivitou sani a pfitomnosti potencionalnich hostitelil (viz nize), v tomto piipadé moiskych
druhii ptakt (Frenota, 2001). U zastupcti komard je tato predstava podpoiena naptiklad

teplotné rezistentnimi vajicky a dal$imi riznymi adaptacemi (Danks et al., 1994).

Mezi komary rodu Aedes dominuji na ostrovech v severnim Atlantiku ptedev§im dva
druhy: Aedes nigripes a Aedes impiger (Robert et al., 2011). Hlavnimi hostiteli téchto
komari byvaji rizné druhy mensich savct (Barton, 1996). Komaii A. nigripes a A. impiger
reprezentuji holoarktické prenasece. Areal jejich vyskytu se v posledni dobé rozsifuje.
V tomto muze hrat dileZitou roli i ¢lovék. Avsak kolonizace rtiznych arktickych lokalit je
zna¢né variabilni diky klimaticky rozdilnym podminkdm panujicim na jednotlivych
lokalitach (Robert et al., 2011). Krom¢ vyse zminénych druhti, se mimo oblast Svalbardu a
Gronska vykytuji zaroven i dalsi subpolarni druhy komara. Patii sem naptiklad druhy Aedes
canadensis, A. hexodontus, A. communis a také A. punctor. Ti mohou pienaset napiiklad
virus kalifornské encefalitidy (CEV - California encephalitis virus), (viz Obr. 2 — 1A),
(McLean et al., 1970; McLean, 1978). Podle riznych ekologickych studii se zda, ze
populace komaru v polarnich oblastech je co do poctu jedinci hojnéjsi nez v oblastech

tropickych (Jablonski et al., 2006; Foley et al., 2007). Je to dano piedevsim specifickymi



klimatickymi podminkami (permafrost, konstantni slune¢ni svit aj.), na které se arkticti

komafi uspésné adaptovali a které maji pleiotropni ¢inek na komplexni vyvoj komaru.

Co se tyce dalSich ektoparazitickych mezihostiteld (pfenasec) arbovirt, jedinym

eey

klistécim druhem Zzijicim na Svalbardu je klisté Ixodes uriae (Coulson et al., 2009). Dalsimi
klistécimi druhy, které ziji v jinych oblastech Arktidy, jsou I. signatus, I. rothschildi,
. ricinus, I. putus a I. marxi (L"vov, 1978; Dietrich et al., 2011). U vétSiny téchto zminénych

klistécich druhti jsou hlavnimi hostiteli prevazné mofsti ptaci.

Vsechny vyse zminéné faktory poskytuji idedlni prostiedi pro viry pfenasené krev

sajicim hmyzem.

2.2 Aedes nigripes jako vektor arboviria

Komaii druhu A. nigripes jsou jedinym druhem komara zijicim na Svalbardu
(Coulson, 2007). Jsou zaroven i dominantnim druhem komara, ktery se vyskytuje
v Gronsku. Tam se navic vyskytuje i komar A. impiger, ktery byl objeven v severni ¢asti
tohoto ostrova (Gislason, 2005). Komati rodu Aedes ptenaSeji mnoho onemocnéni, Které
mohou byt patogenni pro ¢lovéka (Hunt, 2010). To plati i pro nas modelovy druh Aedes
nigripes. Bylo prokazano, ze dalsi druhy rodu Aedes, vyskytujici se predevsim
v subpolarnich oblastech (AljaSka, Kanada), jsou zaroven dllezitymi ptenaSe¢i pro
potencionalné patogenni arboviry. Zejména se jednd o viry z ¢eledi Bunyaviridae, kam
naptiklad fadime vys$e zminény CEV (McLean, 1977) a Togaviridae (Gheta virus), (L"vov et
al., 1995).

Komati druhu A. nigripes mohou pienaset arboviry jak horizontalng, tak
pravdépodobné i vertikalng. Transovarialni pfenos arboviri nebyl piimo u A. nigripes
zdokumentovan, nicméné byl experimentdln€ tento pfenos arboviri popsdn u jinych

ptibuznych druhii komard (Rosen, 1983).

Piesny mechanismus horizontalniho pfenosu arbovird komarem A. nigripes také
nebyl studovan. Nicméné je moznost i pro tento druh piedpokladat dobie definovany
mechanismus interakce ,,vektor x arbovirus®, ktery funguje u jinych typii arbovirovych

infekci. Pribéh mechanismu tkvi ve schématu, kdy je komar nakazen danym arbovirem
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béhem piijimani potravy. Nasleduje prvni pomnoZeni viru ve stfevé komara. Poté je virus
rozsifen mimo stfevo a diseminuje do dalSich organi, pfedevsim do slinnych zlaz. Odtud je
virus béhem sani vyloucen do obratlovciho hostitele. Nésledné je umoznéna dalsi

amplifikace viru v kone¢ném obratlovéim hostiteli. Tim je dokoncen replikacni cyklus (viz

Obr. 4), (Gubler, 1998).
j 5
1

-\ 1 — dospély komar

2 —larva komdra
3 — kukla komara
4 — mozny hostitel
5 — mozny hostitel

B - pienos arbovir(

B - vyvojovy cyklus komdra

Obrazek 4: Vyvojovy cyklus komara a cyklické znazornéni pienosu arbovirt.

2.3 Ixodes uriae jako patogenni vektor

Klist¢ druhu I. uriae je hlavnim vektorem klistaty pfenaSenych virt, bakterii a

protozoarnich paraziti v polarnich oblastech (Coulson, 2009). Rozsifeni tohoto klistéte je
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cirkumpolarni, a to jak na severni, tak na jizni polokouli (McCoy et al., 2005). Prvni vyskyt
tohoto klistéte na Svalbardu byl zaznamenam v roce 1999 na rackovi, ale pouze jediny kus.
Az do roku 2007, i pifes intenzivni terénni vyzkum, nebyla dal$i klistata objevena. Od
letopoctu 2007 jsou klistata na Svalbardu pravidelné zaznamenavana, ale pouze na
alkounovi tlustozobém (Uria lomvia), (Descamps, 2013). Populace tohoto druhu byla také
objevena i Vv dalSich arktickych oblastech, naptiklad v Gronsku (Zumpt, 1952) nebo na
Faerskych ostrovech (Gylfe, 1999). Na jizni polokouli byla klistata |. uriae objevena
napiiklad v téchto lokalitach: Jizni Shetlandy (Barbosa et al., 2011) ¢i Chile (Stedt, 2009).

Zivotni cyklus tohoto druhu je 3-hostitelsky a v polarnich oblastech se odviji
vyhradné podle zdejSich klimatickych podminek a dostupnosti hostitelt. U tohoto polarniho
druhu klistéte byla zjisténa korelace mezi aktivitou sani klistat a pfitomnosti ptakt béhem
obdobi jejich rozmnozovani (Frenota, 2001). Zivotni cyklus také zavisi na klimatickych
podminkach, v kratkém, teplém a vihkém obdobi jsou vhodné podminky pro rychly nartst
populace a pfemény ve vys§i vyvojova stadia (Descamps, 2013). V zimnich mésicich

klistata nesaji a zalézaji do mezer mezi kameny blizko hnizd ptaka (Barton, 1996).

Existuje totiz preference vyvojovych stadii klistat vici stari hostitele. Dospéla stadia
samic preferuji starsi ptaky ve srovnani se stadiem nymfy, pro kterou je zdrojem sani
predev$im mladé daného ptaka (Muzaffar a Jones, 2007). Napadeni I. uriae ma vysilujici
ucinky na hostitele, mezi které lze zatadit naptiklad redukci hematokritu ¢i subletalni
chovani hostitele. Tyto negativni dopady nakazy |. uriae maji ziejmé piimy vliv na
popula¢ni dynamiku kolonii moiskych ptaka v severnich oblastech (Coulson et al., 2009).
Jedinci klistéte I. uriae byli nalezeni i na obleceni osob, které se pohybovaly Vv blizkosti
ptacich kolonii. Neni jisté, zda mél byt clovék cilenym hostitelem, nebo zda byl tento vyskyt

pouze nahodny. Sani klistéte I. uriae na ¢lovéku nebylo doposud v literatufe popsano.

Arboviry se v populaci I. uriae mohou §ifit jak horizontalng, tak vertikalné (Nuttall et
al., 1994). Pti horizontalnim pfenosu zacina nakaza klistéte I. uriae patogennim druhem viru
pii sani krve na infikovaném zdroji (v tomto pfipadé vétsinou néjaky druh moiského ptaka,
napt.: Uria lomvia, Rissa tridactyla, Larus hyperboreus, (H. Strgm, unpubl. data). Cyklus

kolob&hu viru v klistéti se podoba obdobnému cyklu u komart (viz vyse), (viz Obr. 5).
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1 1 — dospélé kliste
2 — larva klistéte
3 — nymfa klistéte

4 — mozny hostitel - ptak
5 — mozny hostitel — ¢lovek
mmm - pienos arbovirt

mmm - vyvojovy cyklus klistéte

Obrézek 5: Znazornéna stadia zivotniho cyklu klistéte a ptenos arbovird.
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3. CILE PRACE

a) vypracovat literarni reSersSi o arbovirech v polarnich oblastech
b) vysettit dostupné vzorky na vyskyt arbovirti a tim zjistit jejich pfitomnost, popiipadé

I prevalenci v oblastech naseho vyzkumu
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4. MATERIAL A METODY
4.1 Material

4.1.1 Sbér a seznam vzorku

Vzorky komar Aedes nigripes z Gronska byly laskavé poskytnuty Lauren E. Culler
(University of Dartmouth, USA). Vzorky byly sbirdny na jihozapadé Gronska v okoli mésta
Kangerlussuaq v letech 2012 a 2013 na lokalitach nazvanych East Pond, Black Pond,
Vulgaris Pond, Ice Pond (viz. Obr. 6).

Black pond Vulgaris pond

& Ice pond
S East pond
Kalaallit
Nunaat
Greenland
fsland dienge
Obrazek 6: Lokality sbéru komara Obrazek 7: Zvétsena Cast Gronska s presnym
Aedes nigripes v Gronsku: A) East uvedenim lokalit odb&ru vzorkd.

Pond (67.006 N,50.671 W), B) Black
Pond (67.009 N, 50.672 W), C) Vulgaris
Pond (67.086 N, 50.294 W), D) Ice
Pond (67.148 N, 50.079 W).

Vzorky klistat Ixodes uriae z polarnich oblasti byly poskytnuty Dr. Stevenem
Coulsonem (The University Center of Svalbard, Longyearbyen, Svalbard, Norway) a
Erlendem Lorentzenem (Norwegian Polar Institute, Tromso, Norway). VVzorky byly sbirany
na lokalitdich Kapp Kalthof (Bjgrngya), Ossian Sarsfjellet (Spitzbergen) a na ostrové Jana

Mayena. Poloha lokality je specifikovana na Obr. 8.
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@
- Ossian Sarsfjellet

@
Bjgrngya

Jan Mayen

Obréazek 8: Lokality sbéru klistat v polarnich oblastech.

Seznam vSech vzorki, které byly vySetfeny na vyskyt arbovirt, je uveden v Tab. 1 a

2. Cislovani vzorki klidtat bylo zachovano podle norskych kolegt.

Vzorky — Gronsko:

Tabulka 1: Vzorky komart z rodu Aedes Nigripes nasbirané v Grénskych oblastech.

Typ vzorkii Lokalita

Aedes nigripes

Black Pond

8.5.2013

Aedes nigripes

Black Pond

14.5.2013

Aedes nigripes

Black Pond

21.5.2013

Aedes nigripes

Vulgaris Pond

8.5.2013

Aedes nigripes

Vulgaris Pond

14.5.2013

Aedes nigripes

Vulgaris Pond

21.5.2013

Aedes nigripes

Ice pond

8.5.2013

Aedes nigripes

Ice pond

14.5.2013

Aedes nigripes

Ice pond

21.5.2013

Aedes nigripes

East Pond

8.5.2013

N
RiB|o|o|N|o|uo|s|wn| -

Aedes nigripes

East Pond

14.5.2013

[EY
N

Aedes nigripes
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Vzorky — Svalbard a Jan Mayen

Tabulka 2: Vzorky klistat Ixodes uriae z polarnich oblasti.

Cislo
vzorku

Kusy/typ

9 kust, nymfy nebo
nenasaty dospélci

z obleceni

24.6.2010

Misto
odbéru

Bjorngya

1 naséata samice, 1 nenasaty
samec

Z obledeni

17.06.2010

Bjorngya

9 kust nymfy, z toho 2
samci

Uria lomvia —
alkoun tlustozoby

19.6.2008

Ossian
Sarsfjellet

1 dospéla samice nasata, 2
nymfy

Uria lomvia —
alkoun tlustozoby

8.7.2012

Jan Mayen

1 dospéla nasata samice

Uria lomvia —
alkoun tlustozoby

8.7.2012

Jan Mayen

1 nenasaty dospélec, 1
nymfa

Uria aalge —
alkoun Uzkozoby

6.7.2012

Jan Mayen

1 nasata samice

Uria aalge —
alkoun Uzkozoby

6.7.2012

Jan Mayen

1 dospély samec, 1 mensi
samec

Uria aalge —
alkoun Uzkozoby

6.7.2012

Jan Mayen

1 nasata samice, 1 zluty
samec

Uria aalge —
alkoun uzkozoby

12.7.2012

Jan Mayen

1 nasata samice, 1 nenasata
samice

Uria aalge —
alkoun uzkozoby

12.7.2012

Jan Mayen

1 nasata samice, 1 samice
nenasata, 1 samec nebo
nymfa

Uria lomvia —
alkoun tlustozoby
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Pokracovani tabulky 2 ze stranky 17.

Cislo
vzorku

1 nasata samice, 1 mensi
hnédy samec, 1 zluta nymfa

Uria lomvia —
alkoun tlustozoby

8.7.2012

Misto
odbéru

Jan Mayen

2 mens$i nasaté samice

Uria lomvia —
alkoun tlustozoby

8.7.2012

Jan Mayen

1 nasatd samice, 1 sv. hnédy
samec

Uria lomvia —
alkoun tlustozoby

8.7.2012

Jan Mayen

1 samec hnédy, 2 nymfy

Uria lomvia —
alkoun tlustozoby

8.7.2012

Jan Mayen

1 nasata samice, 2 nymfy

Uria lomvia —
alkoun tlustozoby

8.7.2012

Jan Mayen

1 vétsi samec, 1 mensi
samec (oba hnédy prouzek
na zédech)

Uria lomvia —
alkoun tlustozoby

16.7.2012

Jan Mayen

2 hnédi samci, 1 nenasata
zluta samice

Uria lomvia —
alkoun tlustozoby

16.7.2012

Jan Mayen

1 nymfa, 1 Zlutd nasata
samice, 1 hnédy samec s
pruhem

Uria lomvia —
alkoun tlustozoby

16.7.2012

Jan Mayen

1 Zluta nasata samice, 1
hnédy samec s prunem

Uria lomvia —
alkoun tlustozoby

16.7.2012

Jan Mayen

2 nasaté samice, 1 nenasata
samice

Uria lomvia —
alkoun tlustozoby

16.7.2012

Jan Mayen

2 nasaté samice, 1 nenasata
samice

Uria aalge —
alkoun uzkozoby

16.7.2012

Jan Mayen

1 nymfa, 1 ks nasata samice,
1 samec

Uria aalge —
alkoun uzkozoby
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Pokracovani tabulky 2 ze stranky 18.

Cislo Misto
vzorku odbéru

1 naséata samice, 1 samec, 1 Uria aalge — 16.7.2012 | Jan Mayen
7luta samice alkoun Uzkozoby

2 samci, 1 samice Uria aalge — 16.7.2012 | Jan Mayen
alkoun uzkozoby

2 polonasaté samice, 1 Uria aalge — 16.7.2012 | Jan Mayen

samice alkoun uzkozoby

3 samice Uria lomvia — 16.7.2012 | Jan Mayen
alkoun tlustozoby

2 polonasété samice, 1 Uria lomvia — 16.7.2012 | Jan Mayen
samice alkoun tlustozoby

4 samice Uria lomvia — 16.7.2012 | Jan Mayen
alkoun tlustozoby

4.1.2 Soupravy

Pouzité soupravy na izolaci a RT-PCR jsou zapsany v tabulce 3.

Tabulka 3: Vypis souprav na zpracovani vzorku.

Souprava 1 Souprava 2

izolace virové RNA QIAamp® Viral RNA Mini kit kit RNAGem Tissue

(Qiagen) (Zygem)
RT-PCR Qiagen OneStep RT-PCR Kit.
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4.1.3 Primery
Primery pouzité pro hledani arbovirové RNA ve vzorcich jsou vedeny v Tab. 4.

Tabulka 4: Sekvence pouzivanych primerd.

Primer

Sekvence

5-KYTCYTCIGTRTTIGTICCIGG -3

Citace

Sanchez — Seco
etal., 2001

Teplota
nasedani
°C

5- GAY GCI TAY YTI GAY ATG GTI GAI
GG-3

Sanchez — Seco
etal., 2001

BCS82C

5- ATG ACT GAG TTG GAG TTG CAT
GAT GTCGC -3

Kuno et al.,
1996

BCS332V

5-TGT TCC TGT TGC CAG GAA AAT -
3

Kuno et al.,
1996

FlaF1A

5- AGCAAATTTAGGTGCTTT CCA A
-3

Schwaiger et
al., 2001

FlaR1

5-GCAATC ATTGCCATTGCAGA -3

Schwaiger et
al., 2001

Orbi F1

5-TCT GAG ATG TAY GTY GGA GAT
GATA-3

Palacios et al.,
2011

Orbi F2

5-TCT GAG ATG TAY GTY GGT GAT
GACA-3

Palacios et al.,
2011

Orbi F3

5-TCG GAA CAR TAY GTV GGN GAY
GATA-3

Palacios et al.,
2011

Orbi F4

5-TCN GAR CAR TAY GTK GGN GAY
GACA-3

Palacios et al.,
2011

Orbi R

5-CCY TGY TTN GCR TGN GTY TGY
GTYTTYTC-3

Palacios et al.,
2011

NPhlebo 1 -

5-AARTTR CTI GWI GCY TTI ARI GTI
GC-3

Charrel et al.,
2006

NPhlebo 1
+

5-ATGGARGGITTTGTIWSICIICC -3

Charrel et al.,
2006

NPhlebo 2 -

5-TCYTCY TTRTTY TTR ARR TAR CC-
3

Charrel et al.,
2006

NPhlebo 2
+

5- WTI CCCI AAI CCI YMS AAR ATG - 3

Charrel et al.,
2006

ACtRT F

5-CGC CATCCTCCGTCTGGACTT -3

P. Véchtova

ACtRT R

5-CGT CGG GAAGCT CGT AGGACTT -
3

P. Véchtova

EFlexexRT
F

5-CGC CTG GGT GTT GGA CAA GCT
GAA -3

P. Véchtova

EFlexexRT
R

5-CGC AGT CGG CCT GGG AGG TA -3

20
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4.1.4 Pristroje
Homogenizator TissueLyser 11 (QIAGEN), biohazard box TELSTAR Bio Il

Advance, PCR cycler (BIOE GENEPRO), UV transiluminator (BIOMETRA), pipety
(EPPENDORF), hluboko mrazici box (PANASONIC MDF-594).
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4.2 Metody

4.2.1 Metodika laboratorni préace

Izolaci a detekci virové RNA jsme provadéli v laboratofi s bezpe¢nostnim
standardem BSL2 za vyuziti biohazard boxt (TELSTAR). Pii praci byly dodrzovany vysoké
bezpecnostni standardy, abychom pfedesli ptipadné infekci pracovnikii zkoumanym

materidlem.

4.2.2 Rozdéleni a homogenizace vzorki

Vzorky klistat a komart jsme rozdélili do zkumavek podle jednotlivych lokalit,
vyvojovych stadii ¢i hostitel, ze kterych byly odebrany (viz Tab. 1 a 2 se seznamem
vzorkd). Do homogeniza¢nich zkumavek jsme piidali 1000 pl PBS (pH 7,4) a ocelovou
kulicku. Homogenizaci jsme provedli v piistroji TissueLyser II (QIAGEN) po dobu 3 minut

pfi rychlosti 3 kmity/s.

4.2.3 1zolace RNA

Na izolaci RNA jsme pouzili soupravy QIAamp® Viral RNA Mini kit (Qiagen) ¢i kit
RNAGem Tissue (Zygem). Pii izolaci RNA jsme postupovali podle pokynt vyrobce.
Pracovni postupy doporuc¢ené vyrobci jednotlivych souprav jsou uvedeny v elektronickych

ptilohach.

424 RT-PCR

K RT-PCR jsme pouzili soupravu Kit Qiagen OneStep RT-PCR. Oproti postupu
doporucenému vyrobcem jsme z divodu tspory materialu pouZzivali pouze pétinové objemy.
Protokol na pfipravu RT-PCR reakce je uveden v Tab. 5. Ostatni kroky probihaly podle
pokynti vyrobce. Pracovni postupy doporucené vyrobci jednotlivych souprav jsou uvedeny

v elektronickych ptilohach.
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Tabulka 5: Priprava RT-PCR reakce.

PCR reakce probihala za podminek doporucenych vyrobcem soupravy. Pouze teplota
nasedani primert byla nastavena na 50 °C. Tato teplota je niz$i, nez je teplota tani vSech
primert. To mélo zajistit nasedani primert i na ne zcela idealni templaty. Podminky PCR

jsou uvedeny v Tab. 6.

Tabulka 6: Pfesné zadané podminky pro PCR.

Jednotlivé ukony Teplota | Cas [min] | Opakovani
°C
Reverzni transkripce
Inicia¢ni PCR (aktivaéni
krok)
Denaturace
Nasedani primerQ
Elongace
Finalni elongace
Udrzovani teploty

4.2.5 Separace na agar6zovém gelu

Ke vzniklé smési z PCR (10 pl) jsme ptidali 2 pl nanasejiciho pufru (orange DNA
Loading Dye) s5x koncentrovanym barvivem SYBER GREEN. Celkovy produkt jsme
nanesli na 2% (w/v) agarézovy gel, zalili 1 x koncentrovanym TAE pufrem (pH 8,3) a
nechali molekuly elektroforeticky rozdélit. Naslednou vizualizaci jsme provadeli na UV
transiluminatoru. Fotografickym aparatem Olympus C5060Z jsme ziskali snimky

jednotlivych geld, které jsme upravovali v programu Alpha Ease® RT Software, verze 4.1.0.
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4.2.6 1zolace z gelu

Izolaci z agar6zového gelu jsme provadéli pomoci soupravy QIAquick Gel
Extraction (QIAGEN) podle pfiloZzeného navodu od vyrobce, ktery je v celém znéni uveden

Vv elektronickych ptilohach.
4.2.7 Sekvenace

Sekvenaci fragmentt provadéla spole¢nost SEQme s.r.o., Dobiis, Ceska republika.
Piiprava sekvenaéni reakce probihala podle navodu od uvedené firmy, tj. na celkovy objem

vzorku 10 pl pti velikosti PCR produktu 500-1000 bp bylo potieba 100 ng templatu a 25

pmol primeru.
4.2.8 Klonovani
Pro klonovani jsme vyuzili TOPO® TA Cloning® Kit for Sequencing, postupovali

jsme dle pfilozeného navodu, ktery je uveden Vv elektronickych pfilohach. Vybér klont

nesoucich vlozeny inzert byl proveden pomoci ,,blue/white* selekce za vyuziti X-Gal.
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5. VYSLEDKY

Podafilo se nam vyizolovat pozitivni kontroly pro rody Alphavirus (A) - SFV
(Semliki Forest virus), Orthobunyavirus (B) - TAHV (Tahyta virus), Flavivirus (F) - TBEV
(virus klistové encefalitidy), Phlebovirus (Ph) - UUKV (Uukuniemi virus) a Orbivirus (O) -

TRIBEC (Tribe¢ virus) pro kontrolu spravnosti PCR. Vsechny pozitivni kontroly mizeme

vidét na Obr. 9.

L B+B-B1B2B3126 F+ F- F1F2F3 O+0-010203 H1H2H3H126

—-——
-
—
-
-
—
—
-
-
-
-
-
LE ]

-
>
"
[
O
N

/4

L — ladder 100 bp
B — Orthobunyavirus
F — Flavivirus

L - ladder 100bp O - Orbivirus .

A- Alphaviruses H- EFlexexRT
B- Bunyaviruses

O- Orbiviruses A - Alphavirus

PORLIRLLLD

[ ]
L

PH 1/2 - Phlebovirus

Obrazek 9: Gel s ukazkou pozitivnich kontrol a také pozitivni kontrolou na pfitomnost nukleovych

kyselin hostitele ve vzorku a nékterych vysetfenych vzork.
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Konecny pocet vysetfenych klistat 1xodes uriae z ostrovi Bjgrngya, Spitzbergen a

ostrova Jana Mayena je 89 a 377 komaru z druhu Aedes nigripes z Gronskych oblasti. Mezi

vzorky klist'at byl pocet dospélcu 71, z toho 19 nasatych a pocet nymf 28. Vzorky byly

vySetieny na tyto arboviry: Bunyaviridae (Orthobunyavirus, Phlebovirus), Reoviridae

(Orbivirus), Flaviviridae (Flavivirus), Togaviridae (Alphavirus). U Zadného vzorku jsme

neobjevili zadny ztéchto zastupcti arbovirt. U nékterych vzorkii vySetfovanych na

pfitomnost vird zrodu Orthobunyavirus jsme u meziproduktu PCR nasli molekuly se

shodnou velikosti, jako byl o¢ekavany pozitivni vysledek (viz Tab. 7). DNA z téchto vzorku

jsme vyizolovali a nasledné nechali osekvenovat (viz kapitola 4 Metodika). Vysledky

ukézaly, ze se jednd o smés molekul.

Tabulka 7: Seznam osekvenovanych vzorki.

Cislo
vzorku

Druh viru

Orthobunya-
virus

1 nasata samice, 1 samice
nenasata, 1 samec nebo
nymfa

Z ¢eho
ziskané

Uria lomvia
—alkoun
tlustozoby

8.7.2012

Lokalit
a

Orthobunya-
virus

1 nasaty dospélec
samice, 2 nymfy

Uria lomvia
—alkoun
tlustozoby

8.7.2012

Orthobunya-
virus

1 dosp€la nasétd samice

Uria lomvia
—alkoun
tlustozoby

8.7.2012

Orthobunya-
virus

1 nasata samice, 1 Zluty
samec

Uria aalge —
alkoun
Uzkozoby

12.7.2012

Flavivirus

2 nasaté samice, 1
nenasata samice

Uria lomvia
—alkoun
tlustozoby

16.7.2012

Orthobunya-
virus

2 nasaté samice, 1
nenasata samice

Uria aalge —
alkoun
Uzkozoby

16.7.2012

Orthobunya-
virus

1 nasata samice, 1 sv.
hnédy samec

Uria lomvia
—alkoun
tlustozoby

8.7.2012

Orthobunya-
virus

1 hnédy samce, 2 nymfy

Uria lomvia
—alkoun
tlustozoby

8.7.2012

Orthobunya-
virus

1 nasata samice, 1 Zluty
samec

Uria aalge —
alkoun
Uzkozoby

12.7.2012

Orthobunya-
virus

pozitivni kontrola TAHV
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Piiklad popisovanych bandi mtizeme vidét na Obr. 10., kde vzorky B2, B3 a F2 jsou

jedny z nasich sekvenovanych a nasledné klonovanych.

A+A-1234 B+B-1234 F+F-12 3 4

0+0-1234 HK14

A - Alphavirus

B - Orthobunyavirus
F - Flavivirus

O - Orbivirus

HK - housekeeping

L —ladder 100 bp

i

Obrazek 10: Gel vzorki pro - Alphaviruses,
Orthobunyaviruses, Flaviviruses a Orbiviriruses.

Abychom mohli s jistotou vylouéit vyskyt viri z ¢eledi Orthobunyvirus, vlozili jsme
DNA ze ¢tyi z téchto vzork (Tab. 8) vyizolované po PCR do plazmidu pCR4 pomoci
soupravy TOPO® TA Cloning® Kit for Sequencing. Buniky obsahujici nami vlozeny vektor
rostly na LB mediu s ampicilinem o koncentraci 50 pg/ml. Ziskané bakteridlni klony byly
selektovany na piitomnost plazmidu za vyuziti ampicilinu o koncentraci 50 pug/ml a na
ptitomnost inzertu pomoci ,,blue/white* selekce za vyuziti X-Gal. Plazmidova DNA z deseti
nahodné vybranych klond byla nasledné vyizolovana a osekvenovana. Ziskané sekvence
nevykazovaly podobnost s zadnou virovou ¢i jinou nukleovou kyselinou ulozenou v databazi

GenBank.
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Tabulka 8: Klonovani vzorkt ze dna 11.6.2014 a 18.6.2014.

Cislo
vzorku

1 nasata samice, 1 samice nenasata, 1
samec nebo nymfa

Uria lomvia — alkoun
tlustozoby

Datum sbéru

8.7.2012

1 nasata samice, 1 sv. hnédy samec

Uria lomvia — alkoun
tlustozoby

8.7.2012

1 samec hnédy, 2 nymfy

Uria lomvia — alkoun
tlustozoby

8.7.2012

1 nasata samice, 1 zluty samec
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Uzkozoby
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6. DISKUZE

6.1 Pribéh prace

Cilem této prace bylo vysetiit celkem 377 komara a 89 klistat ze sledovanych oblasti
a zjistit vyskyt arbovir a jejich pfipadnou prevalenci. V Zadném ze vzorkl nebyl zjistén

vyskyt arbovirg.

Odlisnosti od podobnych studii byl maly pocet zkoumanych vzorkd. V jinych
vyzkumnych pracich se provadi testovani minimalné na tisicich komarech a stovkach klist'at
(Hubélek et al., 2010; Rudolf et al., 2014; Cisak et al., 2002). Duvodem je obtizné ziskavani
vzorkl. VétSina mist, odkud jsme vzorky ziskali, byla oznacena za pfirodni rezervace s cO
potencionalni konecny stav. VétSina ¢asti pracovniho postupu vyzaduje praci s RNA, proto
by vzorky mély byt ihned po sbéru zamrazeny a v tomto stavu doruceny az na misto urceni.
Nésledkem nedodrzeni vySe zminéného pravidla byli naptiklad kométi, pouziti pro tento
vyzkum, dopraveni z Grénskych oblasti v rozmrazeném stavu. Klistata z oblasti ostrova
Jana Mayena, Svalbardu a Bjerngya byla po celou dobu od data sbéru az po vySetieni
nalozena v lihu, coz pro RNA neni Gplné vhodné uchovani. VétSina vzorka klistat byla
sebrana v roce 2012, ale sbéry byly provedeny i v ptedeslych ro¢nicich (2008, 2010). Tento
fakt relativniho stafi vySetfovanych vzorkti by mohl mit dopad na nase nasledné vysledky.
Ale pouziti mnoha pozitivnich kontrol a opatrna prace vyloucily masivni degradaci RNA
béhem skladovani a zpracovani vzorku. Degradaci mensich ¢asti nukleovych kyselin nelze

vylou¢it, nicméné by to mélo mit pouze okrajovy vliv na eventualni vysledky.

Na izolaci RNA ze vzorkl jsme pro tuto studii pouzili soupravy od dvou riznych
firem (viz kapitola 4 Metodika). Pro vzorky komara jsme pouzili soupravu QlAamp® Viral
RNA Mini kit (Qiagen) a pro vzorky klistat soupravu RNAGem Tissue (Zygem).
V porovnani je souprava od firmy Zygem snazsi, rychlejsi a izolaci 1ze provést bez pouZiti
kolonky, coz miize zptsobit mensi ztratovost daného produktu. Ale na konecné vysledky
nemélo uzivani dvou souprav zadny zasadni dopad, jak bylo uk&zano pomoci pozitivnich

kontrol.

V pribéhu prace jsme u nékterych vzorkli po PCR reakci objevili DNA molekuly ve
stejne velikosti, jako u pozitivni kontroly. Nasledné sekvenovani ukazalo, Ze se jedna o smés

nespecifickych molekul, ke kterym neexistuje v databazi GenBank zadna homologicka
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sekvence. FaleSné pozitivni vysledek byl pravdépodobné zpisoben nespecifickym
nasedanim primert na klistéci nukleové kyseliny. Zajimavosti je, ze vSechny tyto falesné
pozitivni vysledky, az na jedinou vyjimku, pochazely ze vzorkl, které obsahovaly
minimaln¢ jedno nasaté klisté (nymfu, dosp€lce), coz znamend, ze amplifikovany usek mohl

pochézet z molekuly RNA, ktera je exprimovana pouze po nasati klistéte.

6.2 Siteni arboviri do vysSich zemépisnych Sirek

V posledni dobé byl zaznamenan velky rozmach vyzkum v arktickych ¢i
antarktickych oblastech. Je to diky vétsi dostupnosti danych mist, objeveni novych poznatki,
daleko vétsimu financovani na podporu rozvoje atd. Diky témto progresivnim vyzkumiim se
dokazalo, ze jak klistata, tak komati se posouvaji do vysSich zemépisnych Sifek. Divodem
téchto novych poznatki a ptibyvajicich studii bylo zahajeni nasi studie, jejiz hypotéza
predpoklada vyskyt arboviri v téchto oblastech. Tento pfedpoklad byl navrzen zejména na
zakladé zmén klimatu v polarnich oblastech Arktidy a také globalniho oteplovani, tani
ledovcu, ¢i mirnéjsiho zimniho obdobi (Sumilo et al., 2007). Tyto podminky totiz umoziuji
zdejSim vektorim prizpusobit jejich zivotni cyklus a vytvaiet tak vyznamné populace (viz

kapitola 2 Vektofi).

Piikladem muZe byt zaznamenany vyskyt klistat ve Svédsku (Lindgren et al.,
2000) s ¢imz souvisi prvni vyskyt klistové encefalitidy (2001) v této oblasti (Lindgren a
Gustafson, 2001). Dale sem lze zafadit také upozornéni na prvni piipad vyskytu viru
klistové encefalitidy v Norsku (Skarpaas et al., 2004). V roce 2002 byl taktéz zaznamenan
vyskyt klistové encefalitidy v dalsi severské zemi Evropy, ve Finsku (Jadskeldinen et al.,
2006). Dalsim faktorem ovliviiujicim vyskyt vektor ve vysSich zemépisnych Sifkach miize
byt zvySovani populace vysoké zvéte, ktera je hostitelem pro dospéla stadia klistat. Vysoka
zvef preckava zimni obdobi spise v nizSich nadmoiskych vyskach a v jarnim obdobi migruje
zpét do horskych oblasti (Materna et al., 2005).

Zména klimatickych podminek mé evidentné vliv na vyskyt populaci klistéte.
Piikladem je druh klistéte Ixodes uriae (Insecta; Diptera; Culicidae) na Svalbardu, u néhoz
byl proveden vyzkum zabyvajici se zavislosti mezi timto parazitem a jeho hostitelem.
Ukazalo se, Zze vyskyt ptakii Alkouna tlustozobého (Uria lomvia) stimto ektoparazitem

v dal$im rozmnoZovacim obdobi je o 5 % vyssi, pokud se teplota zvysi pouze o 1°C
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(Descamps, 2014). To znamend, Ze se zvySovanim teploty se v Arktidé budou zvySovat
kolonie ptakt, tim padem i pocCty klist'at, z ¢ehoz vyplyva 1 vyssi procento moznosti vyskytu
arboviru. JestliZze jsou nakazena klist'ata rodu Ixodes (Ixodes uriae) pravidelné nachazena v
niz§ich zemépisnych Sitkach az po sever atlantskych ostrovi, je jen otdzkou casu, kdy i

nékteré klistové patogeny budou zavleceny do Arktidy S nimi.
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7. ZAVER

Byla vypracovéana literarni reSerSe na téma vyskyt arbovirai v Gronsku a na
Svalbardu. Béhem prace byly vySetfeny klistata a komaii z polarnich oblasti na vyskyt
arbovirt. Ziskané sekvence nékterych vzorki byly porovnany s jiz znamymi sekvencemi
v databdzi GenBank. Bylo provedeno i klonovani 4 vybranych vzorku. Diky vSem
provedenym tUkondm, byl nasledné jakykoliv vyskyt danych vira VnaSich vzorcich
vyloucen. Ale kvuli malému poctu studovanych vzorkd nelze vyloulit vyskyt téchto
patogent v oblasti. Do budoucna bude tedy nutné zopakovat tentyz typ studie na vét$im

mnozstvi jedinc.
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