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1 OBECNY UVOD

Tato diplomova prace vznikla v Laboratofi molekularni ekologie vektort a patogent
pod vedenim prof. RNDr. Libora Grubhoffera, CSc., Hon., D.Sc v Biologickém centru
Akademie véd Ceské republiky v Ceskych Budgjovicich ve spolupraci s Laboratoii
arbovirologie ze stejného institutu a Centrem polarni ekologie z Pfirodovédecké fakulty

JihocGeské univerzity.

Vyjimecnosti instituce Centra polarni ekologie je arkticka védecka infrastruktura
Josefa Svobody v Arktid¢, ktera zahrnuje zakladnu v Longyearbyenu nazvanou Payeriv
dim a terénni stanici v zatoce Petuniabukta. Centrum polarni ekologie kazdoro¢né umoziuje
nékolika vybranym studentim a védeckym pracovnikim pobyt a vypracovani pifedem
vybranych projekti v mistech védecké infrastruktury Josefa Svobody ¢i jejich okoli. Diky
této vyhod¢ vznikd moznost kazdorocné navstivit oblasti Svalbardu, pohybovat se ve
stejnych mistech, sledovat mozné zmény daného prostiedi a sbirat vzorky z kazdé sezony.
Z téchto vzorkl poté provadét studie a ziskat nové informace o zatim neprobadaném uzemi
co se vird tyce. Ja jsem byla jednim ze studentd, ktery mohl podniknout cestu na Svalbard,
vypracovat svilj projekt, nasbirat dalsi vzorky a tim rozsitit studii o virovych zoono6zach

v Arktidé.

Tématem této diplomova prace je detekce virt v biologickych vzorcich pochazejicich
z polarnich oblasti. Nejprve jsme se zaméfili na vyskyt arboviri ze vzorkd komart
nachytanych a ziskanych z oblasti Svalbardu a Gronska a poté se vénovali vyskytu viru ptaci
chiipky v kolonii motskych ptaki, rackt téiprstych (Rissa tridactyla), v osadé Pyramiden
(Svalbard).

Poléarni oblasti (Arktida a Antarktida) jsou specifické zejména studenymi teplotnimi
podminkami a pfitomnosti ledu, snéhu a vody ve zmrzlém skupenstvi po cely rok. Hlavni
rozdil mezi t€émito oblasti je, Ze Arktida je oblast zmrzlého ocednu obklopena ostrovy a
pobfezim, zatimco Antarktida je zmrzly kontinent obklopeny oceany. Obé oblasti maji
vyznamny vliv na Svétovy ocedn a také klimatické podminky, jejichz zmény vyrazné

ovliviuji hladinu mote.

Jednim z vyraznych znakt polarnich oblasti je proménlivost slune¢ni radiace béhem
roku od minimalni v zimé az po 24 hodin trvajiciho slune¢niho svitu v 1ét€. Typickym jevem

je také vysoké albedo snéhu a ledu a vysoké ztraty dlouhovinného zatreni kvili Cisté



atmosfére. Dalsi vlastnosti je nizka evaporace z obrovské zalednéné plochy mofie a ledovce
a s tim také souvisejici nizky pocet srazek. Obrovské zalednéné plochy vytvareji z polarnich
oblasti nehostinné prostiedi pro mnoho druhti Zzivocichli, zahrnujici 1 lidi. AvSak existuji
druhy, které¢ se dokazi na tyto specifické podminky adaptovat jak v moiském, tak
terestrialnim ekosystému. Diky vSem témto podminkdm jsou oblasti Arktidy a Antarktidy
charakterizovany jako zony s vyraznym biomem a hraji velmi dileZitou roli pro mnoho
migrujicich zivocichl. Oblast Arktidy disponuje velkym bohatstvim nerostnych surovin, je
noveé osidlovana a ma vliv na ekonomickou aktivitu diky rybafeni, lovu a lodni dopravée

(Anisimov a spol., 2007).

Mezi velmi diskutovand témata poslednich let, ktera prispivaji k ménicim se
podminkam v polarnich oblastech, patii zejména zména klimatu a rozvoj migrace. Zména
Klimatu zptsobuje v Arktidé mnohem rychlejsi oteplovani nez ve zbytku svéta, zmensovani,
ztencovani a ustup moiského ledu, ale také rozmrzani permafrostu a uvolnovani metanu do
atmosféry, coz vede k dal§imu urychlovani oteplovani. Dal§im aspektem podporujici
piipadné $ifeni vird a jejich hostiteld do novych oblasti je velky narst migrace a rozvoj

letecké dopravy.

Mimo jiz zminéné okolnosti je vyznamnym diivodem pro mapovani vyskytu arbovirt
na Svalbardu jejich celosvétové rozsifeni a fakt, ze jsou znamy jako velmi vyznamné
patogeny nejen pro ZzivoCichy, ale hlavné pro lidi. Z dosavadni literatury je znamo, ze
studium arbovirti v polarnich oblastech je velice zanedbané téma a existuje malo publikaci
a studii, které se touto zalezitosti zabyvaji. Tato konkrétni ¢ast diplomové prace navazuje na
moji bakalaiskou praci ,,Vyskyt arbovirii v Gronsku a na Svalbardu, ktera se tyka analyzy
89 klistat a 377 komaru ze stejnych oblasti. Tato diplomova prace predeslou studii rozsituje

a obohacuje o vzorky z dalSich sezon a oblasti.

Navazujici ¢ast prace pojednava o vyskytu viru ptaci chiipky v osadé Pyramiden
(Svalbard), kde sidli kolonie mofskych ptaka racka tiiprstych. Tato kolonie se zda byt
vhodnym rezervoarem a hostitelem pro snadny pienos a cirkulaci viru ptaci chiipky. Pro tuto
¢ast prace se nam podafilo ziskat povoleni (je uvedeno v pfilohdch) na odchyt racki, odbér

krevnich sér a stéru a ziskat tak jedine¢né vzorky a vysledky ze sezony 2014.

Dale byla do této prace zahrnuta vytvofend metaanalyza na vyskyt ptaci chiipky

Vv polarnich oblastech.



1.1 Zoondzy

Zoonoticka onemocnéni neboli zoondzy jsou definovdna jako onemocnéni pfirozené
pfenosné ze zvitat na ¢loveéka. Mezi jejich ptiivodce se tadi viry, bakterie, houby, prvoci,
paraziti a dalsi (Hubalek, 2011). Za oblasti s nejvétsim poétem zoondz jsou povazovana
mista, kde je vysokda druhova diverzita zivoCichti a zaroven velkd hustota zalidnéni.
Prikladem je Stfedni Amerika, Mediteran ¢i subsaharska Afrika (Han a spol., 2016).
Nicmén¢, zoonotické infekce se také nachazeji v oblastech méné obydlenych, osidlenych
mensim poctem zivocicht, s méné vhodnymi klimatickymi podminkami, jako je Arktida a
Antarktida (Revich a spol., 2012). | vtéchto konkrétnich oblastech S extrémnimi
podminkami a omezenou dostupnosti se Vyskytuji pfileZitosti pro vznik a $ifeni zoondz. V
Antarktid€ jsou vyhovujicimi hostiteli obrovské kolonie tuénaka, v Arktidé jsou to pocetné
kolonie hnizdicich motskych ptaki na izolovanych ostrovech. Diky husté agregaci zvifat na
jednom misté je prenos infekci mezi jednotlivei snazsi a maze vést k tvorbé infekénich

zoondz, obzvlaste pii zavleeni nového patogenu (Hubalek, 2003).

Ke zvySeni poétu zoonotickych infekci piispivaji aspekty, jako jsou klimatické
podminky, zemépisné rozdéleni a migrace. Ta usnadnuje zavleCeni infekénich agens do
novych oblasti a umoznuje celosvétové rozsiteni virovych infekci (Mavroidi, 2008). Je ale
nutné dodat, Ze 1 migrace zvifat je velmi dlleZit4, jmenovité pfirozend migrace ptaka. Mofsti
ptaci jsou jednim z dobte popsanych a prostudovanych rezervoarl pro virové zoonozy, které
ohrozuji lidské zdravi. Miliardy ptakd migruji kazdy rok pies cely svét a jsou velmi
uspéSnym hostitelem a rezervoarem napiiklad pro virus ptaéi chiipky (AIV) ¢&i virus

zapadonilské horecky (WNV), (Reed a spol., 2003).

1.1.1 Zpuisob prenosu vybranych zoonéz

Prvnim zplsobem pienosu virovych zoonoz je prenos pies vektory. Toto téma bude
podrobnéji rozvedeno Vv kapitole Pfenos pies vektory (1.2.3.1.). Je dilezité zminit, Ze infekce
pfenasené vektory se staly a stavaji celosvétovym problémem. Pti¢inou je obrovské
mnozstvi vektori (napf. ¢lenovci) a jejich celosvétové rozSifeni, pomérné snadné
rozmnozovani a schopnost migrace (Gubler, 2002). Ptikladem jsou epidemie, ¢i dokonce
pandemie zluté zimnice, (Gubler, 1998), horecky dengue, (Pushpa a spol., 1998), nebo
pomérn¢ nedavna epidemie viru Zika (ZIKV), (Teixieria a spol., 2016).



Druhym a pomérné€ snadnym zptisobem pienosu jsou zoondzy prenaSené kapénkami
zpusobeny obrovské pandemie zavazné pro lidstvo. Piikladem je virus ptaci chiipky, ktery
se V historii nékolikrat opakoval a zpusobil umrti nékolika miliéna lidi (Kilbourne, 2006).

Nebezpecné epidemie mize zpusobit napiiklad virus SARS (LeDuc a Barry, 2004).

Mezi dal§i moznosti pienosu virovych zoondéz Se zahrnuje pienos pies
kontaminovanou vodu nebo potraviny (orofekalni ptenos). U potravin byl zaznamenan
ptipad pfenosu viru hepatitidy E pies nedostateéné tepelné zpracované maso (Pavio a spol.,
2010). Cesta sifeni pies kontaminovanou vodu je typicka pro infekci pta¢i chiipky (Brown
a spol., 2009).

1.2 Arboviry

Arboviry jsou ruznorodou polyfyletickou skupinou virt, sdilejici podobnou
ekologickou niku a s dulezitym spole¢nym znakem - jsou pienaseny z krev sajicich ¢lenovc
na obratlovce (odvozeno od arthropode — borne viruses). Hlavnimi pfenase¢i jsou komaii
rodu Culex a Aedes, pakomati (Chironomidae) a roztoci (Acari), (Mellor, 2000). Vétsina
arbovirt jsou RNA viry a jejich genom je tvofen jednou, nebo vice molekulami RNA.
Existuje vyjimka - virus afrického moru prasete (ASFV), ktery je zatim jedinym zndmym
DNA arbovirem (Kleiboeker a Scoles 2001). Do arboviri patii napiiklad virus dengue
(DENV), virus zluté zimnice (YFV), chikungunya virus (CHIKV), virus klistové
encefalitidy (TBEV) a v posledni dobé velmi studovany virus Zika (ZIKV). Tyto viry
zpiisobuji zévazna lidska onemocnéni, jako jsou horecnatd onemocnéni, hemoragické

horecky a encefalitidy (Gould a spol., 2017).

Arboviry jsou vysoce patogenni také pro zivo¢ichy (savce, hlodavce, ptezvykavce,
masozravce i ptaky), (Forrester a spol., 2012). Virus afrického moru koni (AHSV) zptisobuje
onemocnéni jak u koni, tak u psa (Mellor a Boorman, 2016). Dalsim piikladem je virus
kataralni horecky ovci (BTV), ktery zabil vice nez 179 000 jedinch pti posledni epidemii
v Evropé (Mellor, 2000).



1.2.1 Taxonomie a charakteristika

Arboviry byly v historii nékolikrat rozd€lovany a klasifikovany do ¢eledi a podéeledi
podle n¢kolika kritérii, vétSinou podle chemickych vlastnosti ¢i molekularni struktury. Dnes
se nejvice pripousti klasifikace podle evolu¢ni ptibuznosti spocitané na zaklad¢é sekvencni
podobnosti genomové nukleové kyseliny, ale existuji i jind rozdéleni, kterd se vyskytuji
v odborné literatuie. Arboviry, které byly pfedmétem této diplomové prace, se rozdéluji do
nasledujicich ¢eledi: Reoviridae, Flaviviridae, Togaviridae a Peribunyaviridae a
Phenuviridae (pfevzato z http://ictvonline.org/virusTaxonomy.asp - posledni sbornik ICTV
- 2017).

1.2.1.1 Bunyavirales

Rad Bunyavirales se déli do 9 &eledi, jednou z nich je Peribunyaviridae, kam se fadi
rod Orthobunyavirus, a druhou pro nas dilezitou Celedi je Phenuviridae, kam se zafazuje
rod Phlebovirus. Genom tohoto fadu je tvofen RNA negativni polarity (Hughes a spol.,
2017) a sklada se ze tfech cirkularnich segmenti — L segment, ktery koduje gen pro
transkriptazu (Endres a spol., 1989), M segment pro povrchové virové glykoproteidy
(Fazakerley a spol., 1988) a S segment, ktery koduje gen pro nukleokapsidovy protein
(Fuller a spol., 1983). Genom je zabalen do lipidického obalu sférického tvaru a cely virus

ma velikost 90 — 100 nm, na povrchu se nachazeji glykoproteinové peplomery.

Piikladem virG z tohoto fadu, jez byly detekovany ve vysoké zemépisné Siice

v Rusku, jsou Zaliv Terpenia virus (ZTV) a Sakhalin virus (SAKV) (Kurstak, 1979).

1.2.1.2 Reoviridae

Celed’ Reoviridae se déli na 2 podéeledé, Spinareovirinae a Sedoreoviridae, kam se
fadi rod Orbivirus. Zbylé rody z téchto dvou podéeledi se nezafazuji mezi arboviry.
Onemocnéni, které je zpusobeno arboviry ztéto celed€, jsou hore¢nata onemocnéni
s vyrazkou a artritidou, meningitidy, encefalitidy a encefalomyelitidy ¢i hemoragické
horecky. Viriony Reovirtt méti 60 — 80 nm, maji dvojitou kapsidu, nejsou obalené a genom
tvofi dvouvlaknova RNA o 10 -12 segmentech (Winton a spol., 1989). Mezi vyznamné
zastupce rodu Orbivirus patii Tribe¢ virus (TRBV), ktery byl poprvé nalezen v roce 1963 na
Slovensku v horach u klistat rodu Ixodes ricinus z malych hlodavcu (Gresikova a spol.,
1965), nebo Kemerovo virus (KEMV), ktery byl poprvé detekovan v roce 1962 v Rusku
z klistat Ixodes persulcatus (Chumakov, 1963). Pravé Kemerovo virus byl objeven

Vv ruskych oblastech, zeyména v provinciich Uralu (Sverdlovska oblast) nebo na zapad¢ a


http://ictvonline.org/virusTaxonomy.asp

vychodé Sibite u klist'at rodu Ixodes persulcatus, Ixodes ricinus a Ixodes pavlovskyi (Dedkov
a spol., 2014).

1.2.1.3 Togaviridae

Celed Togaviridae zahrnuje 2 rody — Alphavirus (ktery spadd do arbovirtl) a
Rubivirus (kam fadime virus Rubeolla). Viry z rodu Alphavirus jsou malé obalené viry o
velikosti 60 — 70nm s nesegmentovanym genomem tvofenym jednovlaknovou RNA

pozitivni polarity (Jose a spol., 2009).

Arboviry z rodu Alphavirus jsou pfenaseny komary az na vyjimku, Southern elephant
seal virus (SESV), ktery byl izolovan ze v§i rodu Lepidophthirus macrorhini na ostrové
Macquarie (La Linn a spol., 2001). Arboviry ptenasené komary se podle literatury rozdéluji
do dvou skupin dle geografie — na viry Starého a Nového svéta. Skupina vird Nového svéta
zahrnuje virus venezuelské konské encefalomyelitidy (VEEV), virus konské
encefalomyelitidy vychodniho typu (EEEV) a virus konské encefalomyelitidy zapadniho
typu (WEEV), (Garmashova a spol., 2007). Viry z této skupiny jsou patogenni pro ¢lovéka,
kon¢ a nekteré ptaky. Druhd skupina je spojena s revmatickym onemocnénim a zpusobuje
vyrazky u lidi. Zahrnuje naptiklad Sindbis virus (SINV), ktery byl zachycen ve Skandinavii
a zpusobuje onemocnéni ,,Pogosta disease* ve Finsku. Klinickymi ptiznaky této infekce jsou

artritida, svédéni, inava, mirné horecka, bolest hlavy a svali (Kurkela a spol., 2008).

1.2.1.4 Flaviviridae

Viry z ¢eledi Flaviviradae jsou velikosti kapsidy a genomu podobné virim z ¢eledé¢
Togaviidae. Jedna se o malé viry o velikosti 40 -50nm, obal tvofi lipidova dvojvrstva a
genom je (+)sSRNA v rozmezi od 9 — 12 kb. Radi se sem 4 rody, ale pouze viry z rodu
Flavivirus jsou pfenaSeny ¢lenovci. AvSak nazev celé Celedé je odvozen od viru Zluté
zimnice (YFV). Podle typu pfenasect lze rod Flavivirus rozdélit na 3 skupiny. Prvni
zahrnuje viry pfenaSené komary, druhd viry prenaSené klist'aty a tieti viry s neznamymi
bezobratlymi hostiteli (Parreira a spol, 2012). Zastupcem, ktery se bézné vyskytuje
v Arktid¢, je Tuleniy virus, ktery je izolovan z klistat rodu Ixodes uriae a Ixodes putus.
Hostitelem v této oblasti byvaji mofsti ptaci, predevsim alkoun uzkozoby (Uria aalge), ale
protilatky byly nalezeny i u lachtanti (Arctocephalus forsteri) a lidi (Lvov a spol., 1972). U

¢loveéka zptisobuje hore¢nata onemocnéni (Kurstak, 1979).



1.2.2 Prenos arboviru

1.2.2.1 Vektori
Mezi ptenaseCe arbovirovych infekci patii zastupci ¢lenovet (Arthropoda). Z fadu

dvouk#idlych (Diptera) jsou to predev§im komafii rodu Aedes a Culex, z fadu roztocu (Acari)
jsou to klist'ata rodu Ixodes a také zastupci v§i z fadu Phthirapthera. V polarnich oblastech,
zejména v mistech naseho zdjmu, se vyskytuje nékolik krev sajicich ¢lenovci. Piedevsim
tam Ziji komafi rodu Aedes (Culler a spol., 2015). Komafi rodu Aedes nejsou nijak vyznamné
biotopové specificti, ziji v riznych klimatickych podminkach v hojném poctu a nejsou ani
vyrazné hostitelsky zaméfeni. Podstatnym zastupcem tohoto rodu je Ae. eagypti, ktery se
vyskytuje zejména V tropickych a subtropickych oblastech a je pfenaSeCem zavaznych
onemocnéni, jako je zlutad zimnice ¢i horecka dengue (Mutebi a spol., 2004). Mezi dalsi

zastupce patii naptiklad Ae. vexans, Ae. caspius, Ae. punctor.

V polarnich oblastech jsou jedinci zrodu Aedes trvalymi c¢leny arktického
ekosystému, a tak predstavuji potencialni rezervoar pro mnoho infekénich onemocnéni nebo
snadnou cestu prenosu ndkazy na dalsi hostitele. Tito jedinci se vSak museli pfizptsobit
zdej$im rozdilnym podminkdm, jako je trvaly chlad, vétrné pocasi, proménnd pfitomnost
hostitele, velky rozdil teplot a slune¢niho zafeni v zimnich a letnich mésicich (Hueffer a
spol., 2011). U komara byly také pozorovany zvlastni adaptace na arktické podminky
v kanadské Arktidé. Bylo zjisténo, Ze jejich pafeni probihd bez rojeni a oba druhy jsou
schopny dokoncit vyvoj vajicek bez nutnosti nasati krve (Somme, 1995). Na uzemi ostrovi
za polarnim kruhem se vyskytuji dva druhy komard, ktefi tu dominuji — Ae. impiger a Ae.
nigripes (Schafer a Lundstrom, 2001). Ae. nigripes je zatim jedinym monitorovanym

komarem zijicim v oblastech ostrovii Svalbard a Jan Mayen (Coulson, 2007). V Grénsku se

vyskytuje i druh Ae. impiger (Gislason, 2005).

1.2.2.2 Cirkulace viru ve vektorovi

Pro ptenos arbovirovych infekci je dulezity Zivotni cyklus vektora (v tomto piipadé
komara rodu Aedes). Samic¢ky komari Ae. nigripes kladou vajicka bud’ na vodni hladinu, na
mech, nebo vlhkou zem (James, 1966). Po 2 az 7 dnech se z vaji¢ek vyvinou beznohé larvy
komard rodu Aedes, které ziji ve vode, kde se zivi mikroorganismy a organickym
materialem. Zustavaji blizko vodni hladiny a dychaji atmosféricky vzduch ptes dychaci sifo
(Eldridge, 1990). Dalsim vyvojovym stadiem jsou pohyblivé kukly, které ziji také ve vode,
ale nepfijimaji potravu. Pokud panuji dostate¢né¢ vhodné podminky, jsou larvy schopny

vyvoje za pouhych 7 dnti, a kukly dokonce za 2 dny, ale také to mize trvat az n€kolik tydni,



dle okolnich podminek (Sebesta a Hubélek, 2004). Na konci stadia se porusi povrch kukly a
vyléza dospély jedinec. V dospélém stadiu se samicka na rozdil od samce zivi krvi, ten se
zivi nektarem z kveth. Sani a ziveni se krvi ma pro samicku dalezity vyznam pii kladeni a
dozravani vajicek. Pokud se samicCka zivi nektarem, snese mén¢é vajicek (tzv. autogenie),

(Sedlak, 2000). Vsechna Zivotni stadia a zivotni cyklus komara rodu Aedes jsou na Obr. 1.

1 - dospély jedinec
\
\\ / 2 - vajicka

\\~ _,./‘f 3 -larva

‘V"&‘* 4- kukla

Obrazek 1: Zivotni cyklus komara rodu Aedes.

K pifenosu arbovirti neodmyslitelné patii aktivni mnozeni viru v hmyzim ptenaseci.
Arboviry jsou definovany jako viry, které mohou bézné infikovat hematofagni ¢lenovce po
nasati krve z viremického obratlovce. Pokud vektor saje na infikovaném jedinci, virus se
musi dostat do lumenu stfeva. Poté probéhne fize virového obalu s bunéénou membranou,
tim virovy genom vstoupi do cytoplazmy hostitelské buiikky a miZe prob&hnout jeho
namnozeni. Nasleduje rozsifeni, nebo rozsev viriont ze stfeva do haemocoelu. Nasleduje
replikace viru ve slinnych zldzach a piesun do slinnych kanalkt. Takto namnozeny virus je

schopen pfi nasledném kousnuti infikovat hostitele (Mellor, 2000).

1.2.2.3 Prenos arboviru z vektora na hostitele

Hlavnim typem pienosu arbovirQ je horizontalni pfenos. Charakterizuje se jako
pfenos mezi hostitelem (obratlovcem) a krev sajicim bezobratlym vektorem (Lequime a
Lambrechts, 2014). Infikovany vektor pfenasi virus na hostitele, ale také jsou znamy

pfipady, kdy neinfikovany pfenase¢ se miZe nakazit béhem sani na infikovaném jedinci



(Kuno a Chang, 2005). Timto druhem pifenosu se pienaseji viry jako WNV, YFV nebo
TBEV (Andayi a spol., 2014).

Druhy typ pifenosu arboviri je vertikdlni pfenos. Do této kategorie se fadi
transovarialni pfenos, kdy se virus musi namnozit a infikovat buiiky reprodukéniho systému.
Pfi tomto zplsobu se virus pienasi béhem kladeni z nakazené matky na vajicko (Hardy a

spol., 1984). Timto zpuisobem byl zaznamenan pienos Dengue viru (Costa a spol., 2017).

Dalsi cestou ndkazy larev komart je moznost nakazeni v kontaminované vode béhem
jejich krmeni. Evidovany ptipad tohoto zpusobu pienosu byl u viru Rift Valley Fever
(RVFV, Phenuviridae), (Turell a spol., 1990). Pienos infekce byl prokazan u komart i pii
oplozeni, kdy neinfikovana samicka byla nakazena infikovanym sameckem (Mavale a spol.,

2010).

1.2.2.4 Mezihostitelsky pienos

Mimo vyse zminéné pfenosy pres vektory existuje i pfenos mezihostitelsky. Jednim
ze znamych zpusobul pfenosu je nakaza pies mléko u koz, ovce, ptipadné skotu. Takto se
mize infekce pfenést na jejich potomky, nebo dokonce ptes mlééné vyrobky az na lidi
(Pfeffer a Dobler, 2010). Dalsi mozna cesta nakazy je pies kontaminovanou potravu,
naptiklad kdyz se zvéf nakrmi na infikovaném uhynulém jedinci. Infekce se také mize

prenaset pres infikované télni latky, jako je moc¢ a vykaly (Kuno a Chang, 2005).

V nedavné dobé byl objeven pienos pres sperma u lidi a to se tyka viru Zika (ZV),

(Mansuy a spol., 2016). Vsechny zptisoby pienosu jsou zobrazeny na Obr. 2.



1 - pfenase¢ - komar rodu Aedes

2 - vajicka, larva, kukla
% 1 3 - pfenos z komara na komara
== % 4 - hostitel - mo¥sti ptaci

5 - hostitel - skot

6 - hostitel - ¢lovék
7 - hostitel ¢lovék

3 2
. pienos arboviru
P
' o\ Y

Obrazek 2: Grafické znazornéni zplisobll pfenost arbovirti popsanych V kapitole Pfenos arbovirt

(1.2.3)

1.2.3 Vyskyt v polarnich oblastech

Arboviry v polarnich oblastech byly zaznamenany v minulosti jiz nékolikrat. Byly
objeveny v riznych oblastech a také u mnoha druhti odlisnych hostiteld. Byly detekovany
bud’ asymptomaticky, nebo naopak s velmi Sirokou Skéalou klinickych ptiznakd. Mnohé
védecké studie potvrdily vyskyt protilatek proti jiz vySe zminénym arbovirim u hlodavci,

savcu ¢i dokonce u lidi (Pierson a Graham, 2016; Descamps, 2013).

Mezi viry, které byly nalezeny po sérologickych testech na protilatky u lidi, patii
Northway virus (NWV, Peribunyaviridae), ktery byl detekovan v oblastech Severni
Ameriky (Sahu a spol., 2002), Sindbis virus (SINV, Togaviridae), ktery byl zaznamenan jak
u savcl, tak u lidi na Aljasce, Svédsku a Finsku (Walters a spol., 1999). Také byla
zaznamenana detekce protilatek proti viram z ¢eled¢ Flaviviradae, jako je St. Louis
encephalitis virus (SLEV) a West Nile virus (WNV), u riznych druhti hostitel ze skupiny

obratlovct na Aljasce a v Kanad¢ (Pedersen a spol., 2016).
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Arboviry byly zaznamenany na vSech svétovych kontinentech vyjma kontinentalni
Antarktidy (Mc Lean, 1975; La Linn a spol., 2001). V minulosti byly ale opakovan¢
detekovany na jizni polokouli na ostrové Macquarie, leZicim Vv jihozapadni ¢asti Tichého
oceanu, ktery se nachazi ptiblizn¢ v poloviné vzdalenosti mezi Australii a Antarktidou
(Doherty a spol., 1975; Major a spol., 2009). V této oblasti bylo zaznamenano velké
mnozstvi arbovirt Z nékolika ¢eledi, naptiklad Catch me cave virus (CMCV, Phenuviridae),
ktery byl nalezen u tu¢niaka skalniho (Eudyptes chrysocome). Tucnaci piedstavuji jedny

v

Z nejhojnéjsich hostiteld na jizni polokouli (Major a spol., 2009).

Na severni polokouli je vyskyt arbovira pestiejsi a arboviry zde byly zaznamenany
na arktickych uzemich nékolika statt, a to naptiklad - Snowshoe hare virus (SSHV) z ¢eledé
Bunyaviridae, ktery byl objeven na Aljasce ¢i v Kanad¢ (McLean, 1983; Mitchell a spol.,
1993; Carson a spol., 2017). Nejhojnéjsi vyskyt arbovirt je v oblastech Arktického Ruska,
Kanady, Aljasky, nebo Skandindvie. Zatimco na téchto mistech byly arboviry
dokumentovéany, zdznam o vyskytu chybi z ostrovll v Arktickém oceanu, jako jsou Gronsko,
Island nebo Svalbard. V nedavné dob¢ bylo provedeno i prvni vySetfeni komar rodu Aedes
a klist'at rodu Ixodes z oblasti Gronska, Svalbardu a ostrova Jana Mayena na vyskyt arbovirt,
ale zatim v téchto oblastech nebyl vyskyt prokazan (Elsterova a spol., 2015; Miillerova a
spol., 2018). Pro vétsi prehlednost byla vytvofena Tab. 1 se zaznamenanymi arboviry, které

byly detekované na uzemi polarnich oblasti.
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Tabulka 1: Arboviry zaznamenané Vv polarnich oblastech.

Fenasené klistaty

iry prenasené

\%

Celed” = Rod Typ viru Oblast PFenaget Hostitel Citace
Rad
Great Island virus, | S Atlantik, | I. uriae moisti ptaci | Dedkov a
Tribec Aljaska, SV | l.signatus (Uria aalge, | spol.,
Kemerovo virus Rusko Risa 2005
tridactyla)
savci
lidé
o ¢ | Okhotskiy virus Rusko, USA, | luriae, moisti ptaci | Lvov  a
2 ‘§ Kanada l.signatus (R.tridactyla | spol 1973
3 5 (U.aalge,
4 O F.glacialis)
Bauline virus Norsko, l. uriae F. ardita Main et
Kanada al., 1973,
Saikku et
al., 1980
» Sakhalin virus S Amerika, l.uriae, neznamy Lvov a
g S Rusko l.signatus spol
g 1973
>
sl
Tahyna virus Kolsky Ae. neznamy Lvov a
poloostrov communis spol.,
(SZ Rusko) 1985
Uukuniemi virus S Atlantik, SZ | lL.uriae, moisti ptaci | Thomas
3 Rusko |.signatus LA a
£ I. rucinus spol,
8 " 1. rothschildi 1973
’% g Catch me cave virus | Macquarie I. uriae tucnaci Major a
S (Eudyptes spol.,
= chrysocome) | 2009
o Zaliv Terpeniya | Skandinavie, I. uriae mofisti ptaci | Lvov  a
virus Rusko, (U.aalge (U | spol 1973
Kanada lomvia, R.
tridactyla,
Larus
marinus)
Tyuleniy virus Rusko, I. uriae moisti ptaci | Lvov  a
Aljaska, l. putus (Uria aalge, | spol.,
@ " Norsko Uria lomvia, | 1972
3 2 (Rost Island) Fratercula Thomas a
E 2 arctica, spol.,
(_E ‘_u‘_‘ 1973
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FenaSené komary

iry pienasen

v

Bunyavirales

Togaviridae

Bunyavirus

Alphavirus

California

encephalitis virus

Inkoo virus

Chatanga virus

Snowshoe hare

virus

Northway virus

Ghate virus

Sindbis virus

S Amerika,
Norsko,
Arkticka
Kanada

Skandinavie,
Aljaska

Finsko,
Svédsko,
Rusko
Kanada,
Aljaska

Aljaska

Bajkal

Skandinavie

Ae.
canadensis,
Ae.
communis

Ae.
communis

komaii

Ae.canadien
sis,

Ae.
Comunis,
Culex
inornata
komafi rodu
Aedes

komafi

Komafi rodu
Culex

hlodavci

(Lepus
Amerricanus

)

hlodavci
(Apodemus
sp., Microtus
sp., Sorex

sp)

lidé

hlodavci
(Lepus
americanus)

kralici,
hrabosi

neznamy

ptaci
lidé

Kurstak a
spol,
1979

Brummer
Korvenk
ontio a
spol.,
1973

Putkuri a
spol.,
2016
McLean
a spol,
1975,
Mclean a
spol.,
1977
Ritter a
Feltz.,
1974
Lvov a
spol.,
1995
Kurkela
a spol.,
2008
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1.3 Virus chiipky

Chtipka je vysoce infek¢ni onemocnéni zptisobované chiipkovymi viry typu A, B,
C, kter¢ se tadi do ¢eledé virtt Orthomyxoviridae (Rappole a Hubalek, 2006). Ptaci chiipka
(Aviarni influenza) je nakazlivé onemocnéni predevsim ptaku, ale i prasat ¢i moiskych
savcl, zplsobené virem ptaci chiipky (Avian influenza virus, AlV). Zpusobuje zavazna
onemocnéni u volné zijictho ptactva, prevazné¢ u ptaki ztadu dlouhokiidlych
(Charadriiformes) a vrubozobych (Anseriformes), (Curran a spol., 2014). Muze také

infikovat domestikovanou driibez nebo savce vcetné ¢lovéka (Vandegrift a spol., 2010).

Ptaci chiipce je v dnes$ni dobé vénovano mnoho pozornosti, nejvice zkoumané jsou
vysoce patogenni formy ptaci chiipky oznaCované jako HPAIV (z anglického slovniho
spojeni Highly Pathogenic Avian Influenza Virus), (Toennessen a spol., 2011). Tento typ
byl poprvé objeven u volné Zijiciho ptaka rybaka obecného (Sterna hirundo) v roce 1961,
(Becker, 1966). Druhym typem formy AlIV jsou nizko patogenni formy neboli LPAIV (Low
Pathogenic Avian Influenza Virus), které cirkuluji hlavné u vodniho ptactva (Verhagen a
spol., 2015). Klasifikace vysoce a nizko patogenni formy chiipky se uvadi na zakladé
virulence, kterou zptisobuje u kurat. HPAIV zptsobuji letalni infekce a 100 % umrtnost v
ramci 48 hodin po zahajeni infekce. Zatimco LPAIV, kterych je vétSina, zpisobuji vyskyt
(Webster a spol., 1992). Rozdilna je i replikace a ptenos viru u obou forem. LPAIV se
replikuji ve stfevech, nebo dychacich orgdnech a jsou vyluCovany pfevazné trusem
infikovanych ptakt. Tedy pienos viru je hlavné fekalné-oralni cestou (Webster a spol.,
1992). V porovnani HPAIV se replikuji v celém hostiteli a jsou mnohem snadngéji pfenaseny

cestou pies horni cesty dychaci (Horimoto a Kawaoka, 2005).

Virus chiipky je kategorizovan podle hostitele. Jako AIV se oznaduji vSechny
chiipkové viry, jejichz prvnim hostitelem byl ptak. Podle hostitele se virus chiipky rozdéluje
na ptaci, praseci (swine influenza), (Masic a spol., 2013) ¢i konsky kmen (equine influenza).
Mezi dalsi zndmé hostitele patii velryby, psi, netopyii, lachtani, tygii a leopardi ¢i fretky
(Suarez, 2000; Riel a spol., 2007; Keawcharoen a spol., 2004). Virus chfipky se
charakterizuje podle urceni subtypl na zdkladé dvou povrchovych glykoproteini HA -
hemagtutininu a NA — neuroamidazy. Dosud bylo identifikovano 18 forem HA (Dusek a
spol., 2014) a 11 typu NA (Sunaspol., 2014). Podle typu téchto proteint se oznacéuji subtypy

chiipky. Zjisténé subtypy AlV u riznych hostitelti jSou zaznamenany na Obr. 3.
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Obrazek 3: Souhrn subtypt Influenza viru podle proteinu HA a NA u jednotlivych hostitelt (pievzato
z http://www.glycoforum.gr.jp/science/glycomicrobiology/GM10/GM10E.htmla ~ Webster  a

Govorkova, 2014 a upraveno).



Z obrazku 3 je ztetelné, ze infekce IAV se tyka siroké skaly hostiteld véetné ¢lovéka.
Chtipkové pandemie, které propukly u lidi, byly zptisobeny riznymi subtypy IAV. Prvni
velka pandemie nazvana Spanélska chiipka byla zpiisobené kmenem HIN1 a zptlisobila smrt
nejméné 20 miliont lidi v letech 1918-1919 po celém svété. Druhy piipad vzniku pandemie
byl v roce 1957, kdy kmen HIN1 nahradil kmen H2N2, pandemie se rozsitila z Asie, a proto
dostala nézev asijska chiipka. Tfeti pandemie se vyskytla v roce 1968 v Hong Kongu
subtypem H3N2 (Taubenberger a Morens, 2006). Dalsi pandemie propukla v roce 1977, ta
byla zptisobena obdobnym subtypem jako chiipka Spanélska HINI, tentokrat se ale
pandemie Sifila z ¢insko-ruského pohranici a dostala nazev ruska chiipka (Reed a spol.,
2003).

Prvni prokazany piipad lidského onemocnéni ptaci chiipkou byl zaznamenén v roce
1977 v Hong Kongu subtypem HSNI1. Dale se virus rozsitil do nékolika oblasti v Asii
(Thajsko, Jizni Korea, Cina), (Rappole a Hubélek, 2006). Dal§im zjiténym subtypem AIV
Vv lidské populaci byl HON2. Onemocnély jim déti opét v Hong Kongu na konci 20. stoleti
(Peiris a spol., 1999). Od roku 2003 se zacal virus $itit do Evropy (Nizozemi, Némecko) a
Afriky (Rappole a Hubalek, 2006). V Ceské republice byla AIV poprvé objevena v roce
2006 v Hluboké nad Vltavou, kde byla nalezena uhynula labut velka (Cygnus olor),
(pfevzato z World Health Organization:

http://www.who.int/influenza/human animal interface/H5N1 avian influenza update2014031

7).

Jednim ze zpiisobti nikaz Glovéka je p¥imy styk s infikovanym zvifetem. Casto
zaznamenané piipady infekce byly v mistech chovu drtibeze (Capua a spol., 2010). Vysoké
riziko mozné nakazy vznika pii usmrceni &i ptipravé infikované zvéie ke spotiebs. Clovék
se mize nakazit pfi pojidani infikovaného kusu masa, vajicka nebo vnitinosti (Spickler a

spol., 2008).

Dalsi moznost nakazy je respira¢ni cestou, a to inhalaci infek¢éniho aerosolu, nebo
fekaln€¢ oralni cestou. Nebezpeénym zdrojem je trus =z infikovanych jedinci a
kontaminovana voda. Pfikladem je kazdorocni vysoka ndkaza mladych kachen na
kanadskych jezerech (Webster a spol., 1992). Je to také zdroj nakazy pro ostatni zvifata nebo
lidi (Hayden a Croisier, 2005). Jsou znamy ptipady pienosu z ¢lovéka na ¢lovéka. K prenosu
muze dojit pies stolici. Tésny kontakt s nemocnym ¢lovékem miize byt dal§im zdrojem

infekce AIV.
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1.3.1 Molekularni struktura a variability viru

Virova Castice viru chiipky ma sféricky tvar o velikosti 80 — 120 nm a lipidovy obal
je odvozen od plazmatické membrany hostitelské bunky. Jedna se o virus, jehoZz genom je
tvofen osmi segmenty jednoietézcové RNA negativni polarity (-ssSRNA). Genomickd RNA
slouzi i jako templat pro syntézu virovych mRNA. Replikacni cyklus viru probiha v jadie
hostitelské bunky. Virion musi mit za¢lenénou RNA-dependentni RNA polymerazu. Tento
protein piepisuje negativni RNA na RNA o pozitivni polarité, ta poté mize rovnou slouzit

jako mRNA pro hladky pribéh translace (Grunt a Brinton, 1986).

Segmentovany genom viru AIV o celkové délce piiblizné 13,6 kb kdduje 11 proteint
(Webster a spol., 1992). Mezi téchto 11 proteini patii nestrukturni proteiny RNA
polymerazového komplexu PA, PB2 , PB1, PB1-F2. Ty zajistuji virovou replikaci a
transkripci. Dalsimi nestrukturnimi proteiny jsou NP — nukleoprotein, ktery kontroluje
replikaci virové RNA a NS1/NS2 — nestrukturni proteiny 1 a 2. Mezi dal$i kodované proteiny
patii M1/M2 — matrixové proteiny 1 a 2. Klasifikace je zaloZzena na poslednich 2
povrchovych glykoproteinech kapsidy: HA - hemaglutinin, a NA — neuraminidazy. Protein
hemaglutinin je dialezity pro vstup viru do hostitelské buriky a interakci s hostitelskym
imunitnim systémem, zatimco protein neuraminidaza katalyzuje opusténi viru hostitelské
bunky (Vandegrift a spol., 2010). Vsechny vyse zminéné proteiny jsou znazornény na Obr.
4.
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PA PB1, PB2 - proteiny RNA
polymerizového komplexu

M2 - matrixovy protein 2

- matrixovy protien 1

NA - neuroamidaza

- nukleoprotein

NS - nestrukturni protein

- hemaglutinin

Obrazek 4: Molekularni struktura virové ¢astice Influenza A viru (Horimoto a Kawaoka, 2005 -

upraveno).

Virus chiipky je specificky svymi mechanismy Gniku imunitnimu systému hostitele

zpusobem antigenniho shiftu a antigenniho driftu.

vvvvv

Vv antigennich vlastnostech viru a tyka se preskupeni segmenti. K ptreskupeni dojde, infikuji-
li spolecné dva subtypy viru jednu hostitelskou bunku. Dilezitymi faktory jsou 2 hlavni
povrchové proteiny — HA a NA, mezi kterymi dochéazi k ptreskupeni. Novy subtyp AIV
disponuje bud’to novym typem HA, NA, nebo novou kombinaci HA i NA (Reed a spol.,
2003). Toto siroké spektrum moznych kombinaci umoziuje tvorbu novych subtypti = novy
virus s odlisnymi antigeny, ktery se vyhyba hostitelské imunité. Nasledkem muze byt vnik

nové pandemie (Reed a spol., 2003).

Antigenni zlom nastava ¢asto pii miseni ptaciho a lidského kmenu chiipky v praseti.
V respiracnim traktu prasete jsou receptory pro hemaglutinin jak ptaciho, tak lidského viru
chiipky, na rozdil od lidi a ptakd. Proto mize u prasete béhem replikace dochazet
k pieskupeni genetické informace a tvorbé novych kmenu (ko-infekce mezi ptac¢imi subtypy

a ostatnimi sav¢imi kmeny chiipkového viru), (Russier a spol., 2017).
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Druhym zdrojem variability je odborné nazyvany antigenni drift (posun). Antigenni
posun je hromadéni drobnych mutaci vzniklych substituci ¢i deleci pii replikaci genomu
v bunice. Dochéazi k malym antigennim zménam, ale antigenni posun nedava vzniknout
novym subtyptim. Tento proces umoziuje reinfekci jedinch, ktefi jiz ndkazu danym

subtypem prod¢lali (Carrat a Flahault, 2007).

1.3.2 Subtypy

Jak jiz bylo popsano vyse, virus chiipky se klasifikuje podle subtypti dvou povrchovych
proteini — NA a HA. Z Obr. 3 je zfejmé, Ze subtypy H1-H16 se nachazeji u volné Zijicich
ptaki. Vysoce patogennim subtypem je HSN1. Od roku 2002 tento virovy kmen zptsobil
vysoka umrti u desitek druhti ptakt z riiznych rada (Vandegrift a spol., 2010). Byl detekovan

i u prasat, cibetek, domacich kocek, tygr, leopardi a lidi.

Zatimco subtypy H3, H6 se objevuji pfedev§im u kachnovitych (Alcidae), husovitych
(Anseriane) a labuti (Cygnini), subtypy H4, H9, H11 a H13 jsou rozsifené u celedé
Slukovitych (Scolopacidae), u rybaku a rackd (Charadriiformes), (Rappole a Hubalek,
2006). ALV cirkuluje u mnoha druhti volné zijiciho vodniho ptactva. NejCastéji se objevuje
u ptak ziadu vrubozobych (Anseriformes), respektive u kachny divoké (Anas
platyrhynchos). U vrubozobych byly nalezeny vSechny subtypy HA 1-16 a NA 1-9
(Vandegrift a spol., 2010).

Ptaci z fadu dlouhokiidlych (Charadriifromes) jsou tzce spjati se subtypy AlV H13 a
H16. Tyto kmeny se oznacuji jako ,gull-asociated”, tzv. Uzce spojené S rackovitymi
(Laridae), (Toennessen a spol., 2011). Mimo tyto subtypy byly u ptaka z celed¢ Laridae
detekovany vSechny subtypy H1-16 (mimo H15) a N1-9, z toho nejcastéji H4, H5, H6, H9
a N1, N2, N3, N9 (Arnal a spol., 2015). Konkrétné u racka tiiprstého se podafilo detekovat
subtypy H4, H13, H16 a N2, N3, N6 (Hall a spol., 2013; Toennessen a spol., 2011). Subtypy
H13 a H16 jsou ve vétsing piipada detekovany na severni polokouli (Verhagen a spol.,
2014). Vyjimkou je zachyt subtypu H13N9 z racka jizniho (Larus dominicanus) v Jizni
Americe (Pereda a spol., 2008).

Subtyp H13 AIV byl poprvé objeven u racka delawarského (Larus delawarensis), racka
vnitrozemského (Leucophaeus pipixcan) a racka stiibfitétho (Larus argentatus) ve

Spojenych statech americkych v roce 1982 (Hinshaw a spol., 1982). Tento subtyp byl také
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nalezen u velryby kulohlavce ¢erného (Globicephala melaena) v roce 1986 (Hinshaw a
spol., 1986). V roce 2009 byl subtyp AIV H13N9 izolovan ze dvou racki Sedivych (Larus

hyperboreus) a z husy snézné (Chen caerulescens) na Aljasce (Ramey a spol., 2010).

Blizce ptibuzny subtyp H16 byl poprvé popsan Vvroce 2015 u racka chechtavého
(Chroicocephalus ridibundus) ve Svédsku (Fouchier a spol., 2005). Retrospektivni studie
probihajici v Severni Americe, které¢ se zabyvaji sekvenovanim izolatd AIV, ukézaly, ze
subtyp H16N3 byl jiz vroce 1975 pfitomen u testovanych racka tfiprstych na Aljasce
(Obenauer a spol., 2006). V roce 2011 byla AIV detekovana u racku tiéiprstych v Norsku,
kde se po naslednych HI testech potvrdily subtypy H13 a ¢etnéji H16 (Toennessen a spol.,
2011). Podle studii jsou tyto subtypy objevovany piedevsim u racki a moiskych ptaka.

1.3.3 Vyskyt a Sifeni viru

Jak je jiz mnohokrat uvedeno vyse, AIV zpisobuje onemocnéni dychacich cest u
Siroké §kaly zvifat, 1 U clovéka. Mezi nejvétsi rezervoar nékazy ale fadime volné zijici ptaky
(kachny, husy, ale 1 buifiaci, potapky, volavky, racci a rybéci) a dribez (krocani, perlicky,
kiepelky, kurata), (Webster a spol., 1992). Replikace samotného viru u ptaka probiha
prednostné v bunkéch stievniho traktu a poté je vyméSovan ve vysoké koncentraci spolecné
s vykaly. Virus je v hojném mnozstvi vylucovan na jafe (kvéten az Cerven) a také na podzim
(zati az listopad), coz je odpovidajici ¢as pro migraci do zimovist (Tamova, 2008). V
polarnich oblastech (Aljaska, Kanada) ptaci hnizdni v letnich mésicich, a proto k vyluc¢ovani
viru dochazi nejvice pravé v tomto obdobi (Ito a spol., 1995). Virus zistava ve vodnim

prostiedi a RNA dokaze pretrvat v ledu (Zhang a spol., 2006).

Siteni viru mezi ptactvem se rozdéluje na dva typy — horizontalni (kdy se jedna o
ptenos infekce mezi chovy dribeze) a vertikélni (to je pfenos z volné Zijicich migrujicich
ptaku do skupin ptakt suchozemskych i vodnich), (Brugh a Johnson, 1986). Zdokumentovat
a presn¢ popsat vertikalni pfenos je velmi obtizné vzhledem k migraci ptactva. Existuji sice
hlavni migracni linie, ale k nim enormni $kéla vedlejSich migracnich cest. Dosud neni zndma
jednozna¢na migrace skrz Evropu, na studie, které to uptesni, se stale jesté ceka. Zatim je
znamo, ze Evropska linie vede ze severni ¢asti Evropy a severu Ruska a pokracuje do
Pyreneji, Balkanu a Italie, Sicilie a Afriky. Jsou znamy 3 cesty migrace mezi polokoulemi,
které¢ kazdorocné absolvuji volné Zzijici ptaci. Prvni cestu predstavuje trasa z Aljasky do

Vychodni Asie, kde ptaci z Aljasky kazdoro¢né prezimuji. Druhou trasou je migrace
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z Vychodni Asie do Pacifiku v Severni Americe, sem ptaci 1étaji a pfezimuji na pobiezi
Pacifiku. Treti smér migrace vede z Evropy do Severni Ameriky, kam 1étaji ptaci normalné

ey

zijici na Islandu. Ti zde pieckavaji zimu na pobiezi Atlantiku (Rappole a Hubalek, 2006).

Miliony ptakii rocné migruji jen ze severnich oblasti Kanady, Ruska ¢i Evropy. Proto
migrace piedstavuje jednu ze snadnych cest Sifeni viru a moznost zavlecCeni do novych
uzemi. Napfiklad ptaci, kteti migruji z Orientu, piedstavuji potenciondlni riziko pro pienos
novych AIV kmenti do populace, které nemé vytvorené protilatky (Reed a spol., 2003).
Vyskyt AIV je tedy nejvice pravdépodobny v mistech s vysokou koncentraci ptactva na
malém tzemi a jejich spolecném souziti. Vyzkumy, které se zamétuji na odchyt a testovani
volné zijicich a migrujicich ptakd, dokazuji, ze vétSina z nich je infikovana n¢kolika subtypy
AIV najednou a zaroven maji i riznou kombinaci HA a NA subtypt (Ramey a spol., 2010;
Toennessen a spol., 2011). To vSechno odpovida shromazd’'ovani velkého poétu ptactva,

vzajemné infekei blizkym kontaktem ¢i infekci z kontaminovaného prostiedi.
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2 CILE PRACE

Cilem této prace je rozsifit nasi predeslou studii zamétenou na vyskyt virovych

infekci v oblastech Svalbardu a Gronska.
Cile této prace jsou:

1. Vysetiit ziskané a sesbirané jedince komart rodu Aedes na vyskyt arboviri pomoci

molekularnich metod.

2. Porovnat dostupné data o vyskytu ptaci chiipky ve vybranych polarnich oblastech formou

metaanalyzy.

3. Otestovat krevni séra na pritomnost protilatek viru chiipky ziskana z jedinca v kolonii

moiskych ptaki Rissa tridactyla na Svalbardu.
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3 MATERIAL A METODY

Metodicka ¢ast této prace je z diivodu vétsi prehlednosti rozdélena do vice ¢asti. V prvni
¢asti této kapitoly jsou popisovany materialy a metody pouzité pro ¢ast prace zabyvajici se
detekci arbovirti. Druha ¢ast je vénovana popisu materialu a metod pro praci tykajici se
vysetieni odebranych vzorka sér z motskych ptakti na detekci protilatek ptaci chiipky.
Posledni kapitola se vénuje metodam pouzitych pro metaanalyzu vyskytu ptaci chiipky

V polérnich oblastech.

3.1 Polarni oblasti a vymezeni Arktidy

Uzemi Arktidy se da vymezit riznymi zptsoby, pro tuto diplomovou praci byl
vybran zptisob definice oblasti Arktidy pomoci izotermy. To znamena, Ze jde o oblast na
severni polokouli, v niZ primérnd teplota neptesahuje ani v nejteplejSich letnich mésicich
teplotu 10 °C. V soucasnosti se do takto vymezeného izemi zahrnuje Severni ledovy ocean,

¢ast severniho pobiezi Evropy, Asie, Severni Ameriky o celkové rozloze kolem 26,5 mil

km?, které je zobrazené na obr. 5 (Hueffer a spol., 2011).

— pl}léﬂﬁ kruh

—— iZOterma

Obrazek 5: Mapa zobrazujici polarni kruh a vymezeni Arktidy pomoci izotermy.
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3.2 VySsetiovani arbovirt

3.2.1 Piehled vzorki a popis oblasti

Vzorky komart byly sbirany v letnich sezénach mezi lety 2012 az 2016. Celkové
bylo nasbirano a vySetfeno pfes 10 000 jedinci komart rodu Aedes nigripes (piehled
ziskanych vzorkt je zaznamenam v Tab. 2). Tyto vzorky byly sbirany v lokalitach, které
jsou zobrazeny na Obr. 6 a 7. Konkrétné vzorky ze Svalbardu pochazeji z oblasti okolo mista
Petuniabukta (78°41'N 16°32'E, viz Obr. 6) a vzorky ziskané v Gronsku byly sbirany v okoli
mista Kangerslussuaq (67°01'N 50°41'W, viz Obr. 7).

Vzorky byly poskytnuty ¢leny centra polarni ekologie, a to jmenovité¢ Bc. Janou
Miillerovou, doc. RNDr. Olegem Ditrichem, CSc.; RNDr. Janou Elsterovou; RNDr. Jitim
Cernym, PhD.; a Mgr. Jakubem Zarskym, PhD.

Jednotlivi komati byli po sbéru roztiidéni a seskupeni do jednoho vzorku vzdy po 30
kusech dle lokality, data sbéru a vyvojového stadia do pfipravenych zkumavek s
400ul roztoku RNAlater (QIAGEN, Germany). Vzorky byly uchovavany v misté sbéru na
ledu a poté zamrazeny (nikdy ne vSak pozd¢ji nez dva tydny od data sbéru) a uchovavany

v mrazéku pii teploté -80 °C.

Tabulka 2: Piehled vysetfovanych vzorku z let 2012- 2016.

Pocet - dospélci

Gronsko

Svalbard

Svalbard

celkem

Celkem
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Obrazek 7: Lokalita sbéru komart v Gronsku, GPS soutadnice [67°01'N 50°41'W].
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3.2.2 lzolace RNA

Pro ziskani nukleové kyseliny, v nasem ptipadé RNA, byly vzorky nejdiive
rozmrazeny na 4 °C a vyjmuty z RNAlater. Postupné byly pfendany do zkumavek s 400 ul
vychlazenym PBS roztoku, ptfidanou homogeniza¢ni kulickou a homogenizovany pomoci
ptistroje Tissue Lyser II (QIAGEN, Germany) po dobu 3min/3000 ota¢ek. RNA byla
izolovana pomoci soupravy QIAamp Viral RNA Mini kit (QIAGEN, Germany) a RNAGem
Tissue (Zygem), u kterych se postupovalo dle piilozeného protokolu od vyrobce, ktery je

uvedeny v elektronickych ptilohach.

3.2.3 Reverzni transkripce (RT-PCR)

Pro detekci arbovirti v ziskanych vzorcich komart byla vyuzita jednokrokova RT-
PCR za pouziti specifickych primert, které jsou vyjmenované v Tab. 4. Pro ptipravu RT-
PCR reakce jsme vyuZzivali soupravu KAPA SYBR FAST One-step qRT-PCR Kit (Kappa
Biosystems, USA) podle ptilozeného protokolu, ktery naleznete v elektronickych ptilohach.
Vsechny slozky pro RT-PCR reakci jsou uvedeny v Tab. 3.

Tabulka 3: Komponenty PCR reakce.

Komponenty Finalni MnoZstvi na 1

koncentrace reakci

Deionizované voda 6,4 ul
KAPA SYBR 10 ul
FAST gPCR Master
Mix
duTP

Primer forward

Primer reverse
KAPA RT Mix
DNA templat

Vysledny objem

vzorku
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Tabulka 4: Pfehled pouzitych primert.

Primer

Cileny

virovy rod

Sekvence

Teplota

nasedani

Velikost
[bp]

Citace

Alphavirus

5" - KYT CYT CIG TRT
TIGTICCIGG -3’

61

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

Sanchez —
Seco a
spol.,
2001

BCS332
\

Orthobunya

virus

5- ATGACT GAGTTG
GAG TTG CAT GAT
GTCGC -3’

5-TGT TCC TGT TGC
CAG GAA AAT -3

FlaF1A

Flavivirus

5- AGC AAATTT AGG
TGCTTTCCAA-3’

5'-GCA ATC ATT GCC
ATT GCAGA -3’

Schwaiger
a
Cassinotti,
2003

Orbi F1

Orbivirus

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

5- CCY TGY TTN GCR
TGN GTY TGY GTY
TTY TC- 3

Palacios a

spol.,
2011

NPhlebo
1R

Nphlebo
1F

Phlebovirus

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

5-ATG GARGGITTT
GTIWSICIICC -3’
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Vsechny RT - PCR reakce probihaly za podminek uvedenych v protokolu od vyrobce

soupravy, které jsou popsany nize:
Reverzni transkripce - 42°C / 5 min
Aktivace enzymu - 95 °C / 3 min
Denaturace - 95°C /3 s

Nasedani primerti — 60°C / 20 s

Jako negativni kontrola pro vSechny piipravené RT-PCR reakce byla pouzita
namichané reakce bez ptidaného templatu, doplnéna deionizovanou vodou do findlniho
objemu. Jako pozitivni kontroly byly vyuzivany virové suspenze, ze kterych byla izolovana

RNA stejné jako u vzorki. Pozitivni kontroly pro dané rody jsou vypsany nize:
Alphavirus — Semliki Forest virus
Orthobunyavirus — Tahyna virus
Flavivirus — virus klistové encefalitidy
Phlebovirus - Uukunemi virus
Orbivirus — Tribe¢ virus

U téchto pozitivnich kontrol byla provedena zkouSka fedéni. U vyizolovanych
pozitivnich kontrol jsme zméfili ziskany vysledny objem DNA v reakci a poté vzorek
natedili tak, aby vysledna koncentrace odpovidala Ing/ul. Nasledné byl vzorek fedén 10 x
fedici fadou (tzn. 10x, 100x, 1000x atd.) a poté byla provedena PCR reakce, gelova

elektroforéza a nasledna vizualizace (vSechny metody jsou popsany v této kapitole).

3.2.4 Elektroforéza

Vznikld smés z PCR reakce byla smichéna s 2 pl vzorkového pufru Orange DNA 6x
Loading Dye (Thermo Scientific, USA) s obsahem 5x SYBR Green a takto pfipraveny
vzorek byl elektroforeticky rozdélen na ptipraveném 2 % (w/v) agarézovém gelu/ 1x TAE
pufru pii napéti 140 V po dobu 45 minut. Vizualizace vysledkl byla provedena pomoci UV
transiluminatoru (Biometra TI 3, Walman, USA) a digitalizovany byly pomoci
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fotografického aparatu Olympus C5060Z. Uprava obrazki byla provadéna v programu
Alpha Ease® RT Software, verze 4.1.0.

3.2.5 Purifikace DNA z PCR reakce

Vzorky vhodné k osekvenovani byly pieciStény piimo ze smési z PCR reakce
pomoci soupravy QIAqiuck PCR Purification kit (QIAGEN, Germany), postup probihal
podle névodu, ktery je uveden v elektronickych ptilohéch. Jedinou provedenou zménou byl
posledni krok — eluace, ktera misto do poskytnutého pufru byla provedena do PCR vody
(QIAGEN, Germany). Po pfecisténi a zméteni koncentrace DNA na spektofotometru (Nano

drop Spectotrophotometer, Thermo Scientific, USA) byly vzorky odeslany na sekvenovani.

3.2.6 Sekvenovani

PCR produkty z pozitivnich kontrol byly pfipraveny podle poZadavki laboratoie
Biogen PRAHA (Czech Republic), ktera provadéla sekvenovani pomoci BigDye Termiantor
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technologies, USA). Vzorky byly pfipraveny podle
dodaného protokolu od firmy smichanim Sul templatu o koncentraci 20-80 ng/ul s 5 ul

primeru o koncentraci 10 pM.

3.3 Detekce chripky

3.3.1 Metaanalyza vyskytu AIV v polarnich oblastech severni polokoule
Metaanalyza na téma AIV v polarnich oblastech byla zpracovana z publikaci
ulozenych v databazi PubMed. Kritéria pro vyhledavani publikaci byla nésledujici: zadané
heslo - avian influenza (ptaéi chiipka) a oblasti (Arktida, Kanada, Aljaska, Finsko, Svédsko,
Norsko, Island, Gronsko). Byly vybrany ¢lanky pojednévajici o ptaci chiipce u volné Zijicich
ptakt v Kanadskych provinciich (Yukonské teritorium, Severozapadni teritoria, Nunavut,
Québec, Newfoundland, Labrador). U oblasti Ruska, Finska, Svédska a Norska to byly
lokality vyskytujici se za polarnim kruhem. Clanky z oblasti Aljasky, Islandu a Grénska byly
zahrnuty vsechny. Dale, aby byla publikace pro nas relevantni, musel byt v publikaci urcen

presny druh ptaka, u kterého byla provedena detekce viru chiipky a uvedena piesna lokalita
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odchytu ptaka. Byly ziskany publikace z let 1993 az 2016. Ve vSech ¢lancich byly vyhledany
1 ostatni citované publikace a bylo provedeno dalsi hledani dat v téchto publikacich.
Vysledné analyzy byly zpracovany pomoci statistickych testi a graficky vyobrazeny v
kapitole Vysledky (5).

Z vybranych ¢lankt byly vyselektovany udaje o vyskytu viru ptaci chiipky u riiznych
druhti ptakt. Zaznamy o vyskytu AIV byly rozdélovany podle 2 kategorii — seroprevalence
(detekce protilatek) a PCR prevalence (detekce viru). Udaje o vyskytu AIV byly
vyhodnoceny podle nasledujicich kategorii, které byly vyselektovany v zavislosti na

ekologii ptakti hnizdicich v polarnich oblastech ornitologem RNDr. Vaclavem Pavlem,

Ph.D.:

1. vyvojové stadium ptakl (veék)
2. Celedé ptaka

3. pohlavi ptakt

4. zptisob hnizdéni

5. migrace

6. zplisob zimovani

7. délka zZivota

3.3.2 Statistické vyhodnoceni

Statisticka analyza byla provedena pomoci poc¢itac¢ového programu GraphPad Prism
5.00 (GrapdPad Software, Inc., USA). Ziskana data byla vyhodnocena pomoci Testu dobré
shody, neboli Pearsontv chi-kvadrat test (Pearson’s chi - square Test), nebo pomoci
Fisherova exaktniho testu (Fisher exact test)v zavislosti na objemu dat, a tudiZ vhodnosti
daného typu testu. Vysledky, jejichz hladina vyznamnosti p byla mensi nez 5 % (p<0,005)

byly povazovany za statisticky signifikantni.
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3.3.3 Ziskané vzorky a charakteristika mista odbéru

V letech 2013 — 2015 byl proveden sbér krevnich sér a stérti z kloaky a oropharyngu
u moiskych ptaka racki téiprstych (Rissa tridactyla) osidlujicich mésto Pyramiden na
Spicberkach (GPS 78°40'59.99" N 16°23'59.99" E, viz Obr. 8). Diky ziskanému povoleni &.
2013/00722-5 bylo v roce 2014 odebrano 100 krevnich sér a stért. Vsechny vzorky byly
odebrany RNDr. Janou Elsterovou pod vedenim ornitologa RNDr. Vaclava Pavla, Ph.D

z Centra polarni ekologie, Ceské Bud&jovice.

Odchyt ptakt byl provadén do sit€¢ bud’ pfimo na hnizdé, nebo v jeho tésném okoli,
pokud ptak odletél. Jedinci byli znehybnéni pfidrzenim zobdku a nohou. Poté mohl byt
proveden odbér krve (maximalné 0,5 ml) a stéry. Ptak, kterému byl proveden odbér, byl
oznacen znamenim na hlavé, aby bylo zamezeno opakovanému odbéru. Vsichni jedinci byli
po odebrani krve a provedeni stéri sledovéani, Zadny z jedincii nejevil pozorovatelné
fyziologické zmény. VSechny vzorky byly odebirany ve spolupraci se studentkami kurzu

centra polarni ekologie, Mgr. Zuzanou Literdkovou a RNDr. Annou Mynatrovou.

Krevni séra byla odebirana sterilni jehlou s heparinem z ktidelni zily (viz Obr. 9).
Misto vpichu bylo pted i po odbéru desinfikovano roztokem ethanolu. Vzorky krevnich sér
byly zpracovavany jiz v terénu ¢i na terénni stanici. Nejdiive byly vzorky krve stoceny (6000
ot./6min.), poté bylo separovano sérum, které bylo odebrano do sterilnich zkumavek a poté
uchovavano na ledu v terénnim chladicim boxu pii -2°C a nasledné uskladnéno v mrazéku

na -80°C.

Vzorky stért z orofaryngu a kloaky byly provedeny sterilnim tamponem na plastové
ty€ince a ihned po setfeni pfevedeny do piipravenych sterilnich zkumavek s 500 pl
RNAlatter (viz vySe) a uchovavany v chladicim boxu. Poté také ulozeny do mraziciho
zatizeni na -80°C. Z 20 jedinci byly provedeny vytéry orofaryngu, které byly nasledné
ptevedeny do 1ml media (L15 + 5% PTS + 1% ATB + 1% GL) ve sterilni zkumavce a

uchovavany v chladicim boxu.

Jako vhodné misto pro odbér vzorki byla vybrana osada Pyramiden na Spicberkach.
Na daném misté se nachdzi dostatek dnes jiz nevyuzivanych budov a obydli, ktera osidlila
kolonie motskych ptakt rodu Rissa trydactila (viz Obr. 10). Celkem se v kolonii nachazi
721 hnizd, vétSina z nich je dostupné pro odchyt. Odbér byl provadén v dobé€, kdy dospéli

jedinci sed€li na hnizde¢.
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Obrazek 8: Mapa s vyznacenim oblasti Pyramiden, kde byl proveden odchyt racki [78° 40'N 16°
32°E].
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Obrazek 10: Fotografie racku tiiprstych z osady Pyramiden.
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3.3.4 ELISA test

Byl proveden ELISA (z angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) test za u¢elem
zjisténi protilatek chiipkovych virti ve vzorcich za pomoci soupravy Kit ID Screen Influenza
A Competition Multi-species (IDVet, Francie). Testy byly provedeny piesné podle navodu
poskytnutého od vyrobce, ktery je pfilozen v elektronickych ptilohach.

U vsech vzorkil byla odectena optickd hustota (z angl.. Optical density) na
spektofotometru (Infinite M 200, Tecan, Svycarsko) pii vinové délce 450 nm. Vyhodnoceni

vysledki bylo provedeno podle navodu, tedy za pouziti vypoctu:

OD (vzorku)
kompetiéni ELISA (%) = x 100
OD (negativni kontroly)

Interpretace vysledka byla provedena podle Tab. 5.

Tabulka 5: Rozhrani hodnot zadané od vyrobce pro vyhodnoceni pozitivnich, negativnich a

hrani¢nich vzorku.

Kompeti¢ni ELISA [%] Hodnoceni

negativni

hraniéni

pozitivni

3.3.5 Hemaglutina¢né inhibi¢ni test
K analyze antigennich variant u pozitivnich vzorkl z ELISA testovani byl proveden
hemaglutina¢né inhibi¢ni test. Cel¢ testovani bylo zaddno Statnimu veterinarnimu Ustavu

v Praze (Ceska republika) a bylo provedeno ve dvojkové fedici fadg.

3.3.6 Grafické zpracovani
Vysledky byly graficky zpracovany pomoci programu GraphPad Prism 5.00
(GrapdPad Software, Inc., USA) a Microsoft Excel 2013 (Microsoft, USA).
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4 VYSLEDKY

4.1 Arboviry
4.1.1 Vzorky

Celkove bylo nasbirano a vySetfeno 10 681 jedinci komart z oblasti Gronska a
Svalbardu z letnich sezén 2012-2016. Z celkového poctu je 8852 nasbiranych jedinct ze
Svalbardu (953 larev, 1108 kukel a 6791 dospélych samic). Zbylych 1829 dospélych
samicek se podafilo ziskat v letni sezoné 2014 z Gronska. Podil larev, kukel a dospélych
jedinct je graficky zndzornén na Obr. 11 a 12. VSichni jedinci byli identifikovani a uréeni

jako druh komara Ae. nigripes (Diptera: Culicidae).

Svalbard Svalbard a Grénsko

M larvy mkukly ™ dospélé samicky M larvy @ kukly B dospélésamicky
Obrazek 11: Grafické a procentualni Obrazek 12: Celkové rozdéleni vsech
znazornéni poctu _na_sbiran}'/ch jedincii nasbiranych vzorkd komar z letnich
komart rodu Ae. nigripes na Svalbardu. sezébn  2012-2016 ze Svalbardu a

Gronska.
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4.1.2 Optimalizace metodiky pro detekci arbovirovych sekvenci u vzorki
komaru Ae.nigripes

4.1.2.1 Charakteristika pozitivnich kontrol

Pozitivni kontroly, které byly pouzivany pro experimenty, byly ziskané ze sbirky
arbovirti Prazitologického ustavu z Biologického centra Akademie véd CR (dostupné na:
http://www.arboviruscollection.cz). Byly dodany ve form¢ virové suspenze, z které byla
vyizolovana RNA, ktera byla néasledné vyuzivana pro dalsi postupy. Piehled pozitivnich

kontrol je uveden nize:
Alphavirus — Semliki Forest virus
Orthobunyavirus — Tahyna virus
Flavivirus — virus klistové encefalitidy
Phlebovirus - Uukunemi virus
Orbivirus — Tribe¢ virus

Vsechny pozitivni kontroly byly za pomoci metod molekularni biologie popsanych
v kapitole Material a metody (3) zpracovany a byly ziskany jejich sekvence. Pomoci
programu BLAST a datab4aze GenBank byly sekvence porovnany, aby mohlo byt potvrzeno,
ze se jednd o pozadovany virus pouzity jako pozitivni kontrola pro dany rod. Ziskané

sekvence jsou zaznamenany v Tab. 6.
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Tabulka 6: Ziskané sekvence z virovych suspenzi.

Rod

Virus

GenBank (citace)

Alphavirus

Semliki Forest virus

Semliki Forest virus nsp4 gene

Y14761.1

Orthobunyavirus

Tahyna virus

Tahyna virus strain 29 segment S,
complete sequence

GU390669.1

Flavivirus

Virus klistové encefalitidy

Tick-borne  encephalitis  virus

clone Hypr, complete genome

KP716978.1

Phlebovirus

Uukuniemi virus

Uukuniemi virus isolate Potepli 63

segment L, complete sequence

KM114246.1

Orbivurus

Tribed virus

Tribec virus segment 1, complete

sequences

HQ266581.1

U pozitivnich kontrol byla provedena izolace RNA, RT-PCR reakce a pomoci gelové

elektroforézy a UV iluminatoru nésledn¢ vizualizované DNA produkty v oekavanych

velikostech amplikont. Pro zjisténi detek¢éniho limitu nasi metody byla u v§ech pozitivnich

kontrol ptipravena desitkova fedici fada s fedénimi 1:10 — 1:10°. Nejprve byla zjiiténa

koncentrace DNA ziskaného a precisténého amplikonu u kazdé pozitivni kontroly. Vzorek

byl nafedén tak, aby pocatecni koncentrace byla 1 ng/ul. Poté bylo provedeno desitkové

fedéni a vzorky byly pomoci elektroforézy separaticky rozdéleny a nasledné vizualizovany
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/Y14761.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BJRATSCW013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP716978.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BJRS520Z01N
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_700589653
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_700589653
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM114246.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BPKRCSBJ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HQ266581.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BJRKV4YX015

jsme schopni detekovat) kazdé pozitivni kontroly a vysledy jsou uvedeny v Tab. 7 a na Obr.
13. Pozitivni kontroly byly testovany za pomoci stejnych souprav, pomoci stejnych metod a

Vv identickych podminkach jako ostatni testované vzorky. Vysledky jsou uvedeny na obrazku
13.

Flavivirus:

L

S

;eﬂNﬁemwnwc\s:
Q ©O © © © © © © © o o o
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< /1220bp

Alphavirus:

marker

10’
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10"
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Phlebovirus:
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Orthobunyavirus:

<1 251 hbp

Orbivirus:
L
o
-f - ~N (g ]
- n (-] ~
a & 5 © © © e o ®
0 £ b — — - - - < 2 a !

<= 188 bp

Obrazek 13: Fotografie geld pro vSechny arbovirové rody s vizualizovanou koncentracni fadou.

Legenda:
bp — pocet pard bazi
- negativni kontrola

10* - fedéni

— velikost DNA molekuly

Vysledky fedicich fad pozitivnich kontrol pro dané rody jsou shrnuty v Tab. 7.
Nejmensi detekéni limit byl zaznamenan pro rod Phlebovirus, naopak u rodu Flavivirus byla

detekce pozorovatelna az do koncentrace 1x10° ng/ul DNA.
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Tabulka 7: Detekéni limity pro vechny arbovirové rody.

Koncentrace DNA

[ng/pl]

Alphavirus

Orthobunyavirus 1x10°
Phlebovirus 1x10°3
Flavivirus 1x107°

Orbivirus

4.1.2.2 Kontrola kvality RNA
Ze ziskanych vzorkl komart byla vyizolovana RNA. U né¢kolika vybranych vzorki

byl proveden test pfitomnosti RNA po izolaci. Vyizolovanid RNA byla separaticky rozdélena
na agarézovém gelu a nasledné vizualizovana (viz metody). Ukazka gelu s vyizolovanou

RNA je na Obr. 14.

Obrazek 14: Gel s ukazkou vyizolované RNA z komatich jedinct.

4.1.2.3 Detekce arboviri z komaru

Vsechny vzorky komari byly vysetfeni pomoci jednokrokové RT-PCR s pouzitim
specifickych primert pro dany rod na vyskyt arbovir z 5 zminovanych roda: Alphavirus,
Flavivirus, Phlebovirus, Orthobunyavirus, Orbivirus. Po provedeném testovani vsech
vzorkl se nepodatilo naamplifikovat produkt odpovidajici délce o¢ekavaného amplikonu u

rodu Alphavirus — 446 bp, Flavivirus — 220 bp, Orthobunyavirus — 251 bp, Orbivirus — 188

40



bp, Phlebovirus — 526 bp. I piesto, ze prob¢hla amplifikace pozitivni kontroly v oéekavané
velikosti amplikonti. Fotografie gelt s ukdzkou pozitivni kontroly a negativnimi vzorky jsou

na Obr. 15.

Flavivirus:

marker

Q.
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<€ 220bp

Orbivirus:

bp
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<— 188bp

41



Alphavirus:

marker
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< 428bp

Orthobunyavirus:
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7
8
9
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1

bp

<€— 251 bp

Phlebovirus:

bp
marker

€ 526bp

Obrazek 15: Fotografie gelti pro vSechny rody arbovirt se vzorky z komara.
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U tiech vzorkt (€. 14, 43, 47) testovanych na pfitomnost vird z rodu Orbivirus se u
meziproduktu PCR objevily molekuly v ptiblizné¢ shodné velikosti, jako byla ocekavana
velikost amplifikace pozitivni kontroly. U téchto tii vzorku byla izolovana DNA z PCR
produktu a odeslana na sekvenovani. Sekvence byly porovnany v databazi GenBank a
vysledky ukazaly, ze se jedna o nespecifické smési molekul. Popisované falesné pozitivni

vysledky jsou na Obr. 16.

marker
O+
(0]
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

Q
o)

< 188bp

marker

bp
O+
o
41
42
43
44
45
46
47

< 188bp

Obrazek 16: Gely se vzorky z komara ze Svalbardu testované na piitomnost virti z rodu Orbivirus.

Legenda:

bp — pocet para bazi

- negativni kontrola
+ pozitivni kontrola

— ocekavana velikost DNA
molekuly

14,15,16.. — ¢isla vzorku
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4.2 Porovnani vyskytu ptaci chripky ve vymezené lokalité polarnich
oblasti

Byla vytvofena metaanalyza na vyskyt ptaci chiipky v polarnich oblastech severni
polokoule RNDr. Jitim Cernym, Ph.D., Bc. Janou Miillerovou, RNDr. Janou Elsterovou,
Mgr. Vaclavem Honigem, Ph.D., RNDr. Vaclavem Pavlem, Ph.D., (in prep.) Z databaze
PubMed byly  podle zadanych  klicovych slov: »avian influenza,
Arctic/Canada/Alasca/Finland/Sweden/Norway/Iceland/Greenland”  ziskany publikace.
Z nalezenych publikaci byly vybrany publikace podle naSich kritérii, které jsou uvedeny
v podkapitole Metaanalyza vyskytu AIV v polarnich oblastech severni polokoule (3.3.5).
Z téchto publikaci byly vyselektovany tidaje o testovani riznych druhi ptaka na vyskyt ptaci
chiipky. Vysledné publikace byly z let 1993 az do roku 2016. Pocetnéjsi objem publikaci je
az od roku 2005. Data byla zpracovéana podle vymezenych kategorii — celed€ ptaku, pohlavi,

odhadnuty vék, kratkodobé x dlouhodobé Zijici ptéci, zpiisob migrace a zptisob hnizdéni.

Data byla rozdé€lena do dvou kritérii — detekce viru AlV u ptaka (PCR prevalence) a

detekce protilatek proti AIV (seroprevalence).

4.2.1 Taxonomické rozdéleni ptacich hostiteliit AIV v polarnich oblastech

Z publikaci byly vybrany vSechny druhy ptaki, u kterych bylo provadéno testovani
na detekci viru, ¢i protilatek viru ptaci chfipky ve stanovenych oblastech. VSichni ptaci byli
rozdéleni do taxonomickych kategorii (fad, ¢eled’, podéeled’) a zapsany do Tab. 8 a jsou

uvedeny na Obr. 17.
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Tabulka 8: Souhrn vsech testovanych ptakti na vyskyt AIV v polarnich oblastech rozdélenych so
taxonomickych skupin. Zelen¢ jsou zvyraznéni ptaci, u kterych bylo testovano velké mnozstvi
jedinct a detekce AIV byla vysoka. Oranzova barva oznacuje ptaky, u kterych bylo otestovano
dostatek jedinct, ale AIV se u nich neobjevila, nebo jen velice malo. Bile zistali ptaci, u kterych

bylo testovano malé mnozstvi jedinca.

Pocet serologie

Pocet PCR
PCR pozitivni
Sseropozitivni

Alcidae 0,037744

Passeriformes 0
Phalacrocoracidae 0,02439
Gruidae 0,010417
Gaviidae 0,1

I Anatinae 0,06299 0,327911

Sulidae 0 0
Anserinae 0,010889 0,47983
Podicipedidae 0 0
Tetraoninae 0,017241 0

Laridae 0,019573 0,343675

Strigiformes 0

Procellariidae 0
Picidae 0
Charadrii 0,002211 0,253411

Z Tab. 8 a Obr. 17 je ziejmé, Ze podle podilu testovanych jedinct a pozitivnich
vysledkt z vymezenych publikaci byli jako vhodni hostitelé pro chiipku stanoveni jedinci
z Celed¢ rackoviti (Laridae) a alek (Alcidae), z podceledi kachen (Anatinae) a hus
(Anserinae). Zatimco pévci (Paseriformes), buinakoviti (Procellaridae) a bahnaci
(Charadrii) vhodnymi hostiteli nejsou. Pro maly pocet testovanych jedinci nelze vyhodnotit
jedince z ¢eledi kormoranoviti (Phalacrocoracidae), jetaboviti (Gruidae), potaplicoviti

(Gavidae), terejoviti (Sulidae), potapkoviti (Podicipedia) a datloviti (Picidae), z podceledé
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tetievi (Tetraoninae) a z fadu sovy (Strigiformes). Nevyssi PCR prevalenci méli vzorkovani

jedinci z podceledé hus a kachen.

Protilatky byly nalezeny u vSech ptakd, které byly na pfitomnost protilatek proti AV
testovany a to jsou jedinci z podiadu bahnaci (Charadrii), z ¢eledé rackoviti (Laridae) a alky
(Alcidae), z podceledi husy (Anserinae) a kachny (Anatinae). Nejvyssi seroprevalce byla

prokéazana u hus, alek a rackd.

Vysledky PCR prevalence a seroprevalence jsou graficky zpracovany na Obr. 17.

seroprevalence PCR prevalence

pomeér

Obrazek 17: Grafické zhodnoceni vybranych testovanych druhti ptakt na vyskyt AlIV v polarnich
oblastech. Do grafli jsou zahrnuti ptaci, u kterych byl testovan dostateény pocet jedincu. Statisticky
prukazné vysledky byly vyhodnoceny, pokud byla hodnota p<0,05.

Seroprevalence respektive PCR prevalence AIV se signifikantné lisi mezi
jednotlivymi kategoriemi zafazeni za pouziti chi-kvadrat testu (seroprevalence - y>= 185,94;
p<0,0001 a PCR prevalence y~ = 1976,4; p<0,0001). Nejvyssi seroprevalenci maji jedinci
Z pod&eledé hus (Anserinae), zatimco nejvyssi PCR prevalence je u jedinct z podéeledé

kachny (Anatinae).
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4.2.2 Rozdéleni ptacich hostiteli AIV v polarnich oblastech do kategorii

Vsechna vybrana data z publikaci byla rodé€lena do dle nami vybranych kategorii.
Testované pocty jedinct pro kazdou kategorii jsou uvedeny v Tab 9. Pro kazdou kategorii
byl zvlast’ vytvoten graf ukazujici podil ptakd, u nichz byla detekovana RNA viru chiipky
pomoci RT-(q)PCR ze stért a graf ukazujici procentudlni zastoupeni ptaki, v jejichz krvi
byly detekovany protilatky AlV. VSechny grafy se statistickym vyhodnocenim jsou na Obr.
18.

Tabulka 9: Vyselektovana data z publikaci, ktera byla rozdélena do kategorii. U kazdé kategorie je
uveden pocet testovanych jedinct, pocet pozitivnich jedinct a podil mezi pozitivnimi jedinci ku

vSem jedinctim.

Kategorie | Rozdéleni

testovani
pozitivni
testovani
pozitivni

Vék Dospélci 10229
Mlad’ata 5921
Pohlavi | Samci 1299
Samice 999

Migrace | Jednotlivci | 352

V hejnech 109132
Hnizdéni | Samostatné¢ | 98606
Kolonie 10876
Délka | Kratkodobé. | 98784
Zivota | Dlouhodobé. | 10700
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Obrazek 18: A, B - PCR prevalence a seroprevalence u dospélych ptaki a mlad’at,C, D — PCR a seroprevalence
rozli$ena podle pohlavi (samice x samec). E, F - PCR prevalence a seroprevalence u kratkodob¢ a dlouhodobé
zijicich ptakd. G, H — PCR prevalence a seroprevalence rozdélena podle typu hnizdéni — solitéfi, hnizdéni v
kolonii. I, J — PCR prevalence a seroprevalence u jedinct migrujicich samostatné, nebo v hejnu. Statistické

zpracovani bylo z ptivodnich dat. Statisticky prikazné vysledky byly vyhodnoceny, pokud byla hodnota
p<0,05.
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Ze ziskanych udaji vyplyva, ze prevalence ALV se signifikantné 1i§i mezi mlad’aty a
dospélci (graf A - PCR prevalence ¥? = 17,78 p<0,0001; graf B - p<0,0001). Z hlediska
pohlavi byl pozorovatelny rozdil mezi samci a samicemi pouze v seroprevalenci (graf D —
¥>=19,81 a p<0,0001). Detekce AIV se mezi samci a samicemi nelisi (graf C - ¥>=0,04520;
p=0,8316). Zivotni strategie ma vliv na seroprevalenci a cirkulaci viru AlV, kde je rozdil
signifikantnéjsi v porovnani s detekci protilatek. U kratkodobé zijicich ptaki je vyssi jak
seropravelence, tak PCR prevalence (graf E - x* = 14,31; p<0,0002 a graf F - x> = 6,566;
p=0,0104). Vliv hnizdéni na prevalenci AIV je signifikantni jak z hlediska detekce
protilatek, tak z hlediska detekce viru. Jedinci hnizdici samostatné maji vyssi PCR i
seroprevalenci (graf G - ¥2 = 16,02, p<0,0001; graf H- ¥? = 17,57, p<0,0001). Statistické
vyhodnoceni vlivu migrace bylo provedeno jen u PCR prevalence AlV, vzhledem k tomu,
7e detekce protilatek u samostatné migrujicich ptak® nebyla provedena (graf | - y? = 4,679,
p=0,305; J).

4.3 Detekce protilatek proti AIV v séru racki triprstych ze Svalbardu

4.3.1 Piivod vzorki k analyze vyskytu AIV v dané kolonii

Na zaklad¢ vysledkt z predeslé analyzy byla vybrana kolonie motskych ptakt —
racku tfiprstych (Rissa tridactyla) na Svalbardu, sidlici v osadé Pyramiden, jako vhodna
kandidatni populace ptaki pro studium prevalence viru ptaci chiipky na Svalbardu. Jedinci
v této kolonii jsou snadno pfistupni, protoze ptaci hnizdi na fimsach oken stary budov.
Odebirani vzorka tedy probihd bez jakékoliv nutnosti 1€zt po skalach a v nepfizni pocasi
existuje 1 moznost ukrytu. Zatimco ostatni druhy zijici v dané oblasti hnizdi vétSinou na
skalnich utvarech na otevienych prostorech. Jejich hnizda jsou nedosaZitelna a navic kvili
ochrané hnizdist’ pod podhledem statni spravy (Sysselmannen) je potieba ziskat povoleni.

Diky nami ziskanému povoleni byla odebrana krev dospélcim rackt tiiprstych (Rissa

tridactyla) v letni sezoné roku 2014 v oblasti mésta Pyramiden na Svalbardu.

4.3.2 Detekce specifickych protilatek proti viru pta¢i chripky typu A pomoci
metody ELISA
U celkového poctu 100 odebranych krevnich sér byl proveden kompetitivni ELISA

test na ptitomnost protilatek viru chiipky. Ze 100 testovanych vzorka bylo 13 vzorkl

pozitivnich, 5 vzorkd hrani¢nich a 82 vzorkii negativnich. Vysledky jsou graficky
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znazornény na Obr. 19. Celkova prevalence pozitivnich vzorki z ELISA testu byla 13 %
(13/100).
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Obrazek 19: Vysledky ELISA testu na detekci protilatek AIV v krevnim séru (n = 100) z rackd
téiprstych odebranych v letni sezéné 2014. Jako pozitivni vysledky byly vyhodnoceny vzorky, pokud
kompeti¢ni hodnota byla < 45%, hrani¢ni 45 — 50 % a negativni > 50%.

4.3.3 Subtypizace AIV
Na analyzu pomoci metody hematoglutina¢n¢ inhibi¢niho testu (HIT) bylo odeslano

13 vzorki (pozitivnich pii ELISA testech) a 4 vzorky s hrani¢nim vysledkem a 1 vzorek
negativni, jako kontrola. Celkové tedy bylo odeslano 18 vzorkid na otestovani vyskytu
protilatek proti viru ptaci chiipky subtypu H16. HIT byly provadény dvojkovou fedici fadou
S minimalnim fedénim 1:16 (dale 1:32, 1:64, 1:128, atd.).

Z celkového poctu 17 krevnich sér racktl tiiprstych (které vysly pozitivné a hrani¢né
pii ELISA testech) byly v 17 vzorcich zjistény protilatky proti AlV subtypu H16 pomoci
HIT. Tedy u 100 % (17/17) vzorkd byly prokazany protilatky. Titr jednotlivych vzorku je
uveden na Obr. 20. U vzorku, ktery byl vyhodnocen jako negativni za pouziti ELISA

metody, vysel HI test téZ negativné za pouZziti H16 antigenu.
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Obrazek 20: Graf distribuce HI titrti proti AIV subptypu H16 v séru (n = 17).
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5 DISKUZE

5.1 Arboviry
5.1.1 Vzorky komari

Cilem prvni ¢asti této prace bylo vysetiit vice nez 10 000 kus komart rodu Aedes
na vyskyt arboviri z ndmi vybranych celedi. VSichni komati byli identifikovani jako druh
komara Aedes nigripes. Uréeni bylo v souladu s geografickym rozdélenim druhd komart na
Svalbardu a v Gronsku a morfologické urc¢eni bylo provedeno podle identifika¢niho kli¢e od
autorti Becker a spol., 2011. Na Svalbardu zije pouze druh komara Ae. nigripes (Coulson a
Refseth, 2007). V Gronsku sice Zije i Ae. impiger, ale tento druh se neobjevuje v okoli mista
Kangerlussuaq (Jenkins, 1956). Ve vSech vysetfenych vzorcich jsme nedetekovali zadny
pozitivni vyskyt arbovirii. A to 1 pfesto, Ze jsme byli schopni detekovat vSechny pozitivni
kontroly, u kterych jsme detekci provadéli za vyuziti stejnych metod, a které byly

zpracovavany za stejnych podminek jako nami vySetfované vzorky.

U tii vzorkl komari testovanych na pfitomnost arboviri z rodu Orbivirus byly
objeveny DNA molekuly v pfiblizné shodné velikosti, jako je amplifikovana velikost
pozitivni kontroly. Po nasledném zjisténi sekvence a jejim porovnanim se sekvencemi
ulozenymi v databazi GenBank se ukazalo, ze se jedna o nespecifické smesi molekul. Mize

to byt zptisobeno selhanim PCR metody nebo provedenou amplifikaci bez templatu.

Vzorky komari byly sbirdny v letnich sezonach 2012-2016. Thned po sbéru byly
uloZeny do pufru RNAlater a dle dostupnych podminek uchovavany v chladicim zatizeni.
Naro¢nost uchovani, preprava vzorkil z polarnich oblasti (Svalbard, Gronsko) a staii vzorkt
by mohli mit vliv na degradaci RNA a nésledné vysledky. Proto byl proveden test
pfitomnosti a kvality RNA po izolaci vzorkl. RNA byla separaticky rozdélena na
agardézovém gelu pomoci elektroforézy a vysledné amplifikované produkty jsou na Obr. 14
v podkapitole Kontrola kvality RNA (4.1.3.). U RNA, ktera neni izolovana z hmyzu, je
mozné po separaci na gelu vidét 2 produkty ve velikostech 2 podjednotek rRNA
(ribozomalni RNA - velkou ribozomalni podjednotku 28S ve velikosti ptiblizné 3800 bp a
malou ribozomalni podjednotku 18S ve velikosti ptiblizné 1900 bp), (Gillespie a spol.,
2006). U hmyzi izolované RNA je 28S rRNA rozdé¢lena na 2 molekuly pfiblizn¢ stejné
velikosti — a a B. Tyto dvé casti velké ribozomalni podjednotky jsou spojeny pomoci vazby
vodikovych mustk. KdyZ dojde k zahfivani hmyzi RNA (pfi izolaci, denaturaci, béhem
elektroforézy) tak vazba mezi vodikovymi mustky se pierusi a vznikne komplex
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podjednotky 28 S a spoji se s malou ribozomalni podjednotkou 18S. Tento fragment spojeny
z obou podjednotek pak spole¢né migruje agar6zovym gelem a zobrazi se jako produkt ve
velikosti piiblizné 1900 bp (coz je shodna velikost s malou ribozomalni podjednotkou 18S),
(Winnebeck a spol., 2010).

5.1.2 Arboviry a polarni oblasti
Vyskyt arbovirti ve vysSich zemépisnych Sitkach v Arktidé je obecné limitovany.

Nejsevernéjsi zemepisna Sitka, kde byly arboviry objeveny je 70° N (McLean 1975; Traavik
a spol., 1978). A to i piesto, Ze se pienaSeCi postupem Casu piesouvaji do vysSich
zemépisnych Sifek (Vora, 2008). Diivodem je zména klimatu v Arktidé, coz zapfiCinuje
mirn&j$i zimy a zvétsujici se pocet vodnich ploch diky tani ledovca (Johannessen a spol.,
2004). Nové podminky jsou vhodné pro rozmnozovéani komara a zvySovani poctu jedinct
Vv polarnich oblastech. Navic se diky oteplovani, na nami sbirané lokalité, zvySuje i pocet
klistat, ktefi jsou dal§imi potencionalnimi ptenaseci arbovirti v Arktidé (Descampes a spol.,

2013).

Podle veskeré dostupné literatury a naSich dosavadnich vysledk zatim arboviry
nebyly detekovany v oblastech Svalbardu a Gronska. Ani v nasi pfedchozi analyze jsme
nenalezli Zddné arboviry ve vzorcich klist'at z Gronska a Svalbardu (Elsterova a spol., 2015).
Jednim z diivodi pro¢ se arboviry nenachazeji na nami vySetfovanych mistech (Svalbard,
Gronsko) miize byt, ze arboviry nejsou schopni se na izolovanych ostrovech usadit kvili
nedostatku zdroji arbovirovych infekci (infekénich hostitelit). Ackoliv v Gronsku se
vyskytuje zajic polarni (Lepus arcticulus), ktery je vhodnym hostitel pro Northway virus
(Bennike a spol., 1989). Tento druh ale nemusi patfit do hostitelského spektra komara druhu

Ae. nigripes (Corbet a Downe, 1966).

Druhym divodem muze byt extrémni klima, ve kterém arboviry nejsou schopny
cirkulovat. Replikace viru v ptenase¢i (komarovi) je velmi citliva na teplotu, i kdyz u
Northway viru bylo dokazano, Ze se dokaze replikovat v arktickém vektorovi rodu Aedes ve

4 °C (McLean a spol., 1979).

Tretim divodem mize byt, ze arboviry jsou v severnich lokalitich obvykle
detekovany v boredlnich lesich v severnim Norsku, nebo v Yukonském teritoriu (McLean
1975 a Traavik a spol., 1978). Zatimco ve studovanych lokalitach se nachazi tundra, ale ne

les.
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DalSim pficinou je obecné velmi nizka prevalence arboviri u komard v Arktidé.
Naptiklad prevalence dvou virtt - Batai virus (BATV, Orthobunyavirus) a Getah virus
(GETV, Alphavirus) na Sibifi se uvadi nizsi nez 1:24,000 (L"vov a spol., 1995). Z toho
vyplyva, ze pro nizky pocet nami ziskanych a vySetienych jedincii, nemusel byt virus

zachycen.

5.1.3 Nasledna prace a analyzy
Pro rozsiteni znalosti o vyskytu arbovirt v polarnich oblastech je potieba ziskat vice

informaci o vybéru hostiteld pro sani u dospélych jedincti komarta druhu Ae. nigripes
v Gronsku a na Svalbardu. Informaci, ktera by rozsifila znalosti o vyskytu arbovird u
Vv polarnich oblastech je zjiSténi hostitele, na kterém saji komafi samicky. Znamena to
nachytat co nejvice komart, najit nasaté jedince a pomoci sekvenovani cytochrom oxydazy

zjistit z jakého hostitele pochazi nasata krev.

Problémem jsou i chybé&jici data o cirkulaci viru u komara druhu Ae. nigripes. Zptisob
jak lIépe porozumét cirkulaci viru u tohoto druhu komara je ptivézt larvy a kukly komara do
nasi laboratofe. Nechat tato vyvojova stadia vyvinout do dospélct a pokusit se je nakazit
virem. Ndasledné pozorovani ndm mutize dat odpovédi na otazky, jestli je virus schopny §ifit
se V komarovi, jestli existuje transovaridlni pfenos a jestli komar dokéze infikovat nové

hostitele.

Vysoko nad polarnim kruhem ve Svédsku se u komarii objevuji ve vysokych
prevalencich dva druhy virti — Sindbis virus (Alphavirus) a Inkoo virus (Orthobunyavirus).
U téchto virh byl dokonce detekovan transovarialni prenos (Tingstrom a spol., 2016). Je
pravdépodobné, Ze 1 ndmi ziskani komafi z oblasti Svalbardu a Gronsky by mohli tyto viry
prenaset. Do budoucna je ptedpokladano, ze se vzorky otestuji pravé na pfitomnost téchto
dvou virl. Vhodnou metodou by byla PCR zacilené jen na jeden druh viru, ktera je znatelné
citlivéjsi, nez PCR se specifickymi primery pro cely rod arbovirG. Dal§i moznost, jak
Vv téchto vzorcich zjistit piipadny vyskyt arbovirt je pomoci sekvenovani nové generace

(napf. [lumina sekvenovani).
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5.2 Metaanalyza

Jak samotny vyskyt viru ptaci chiipky, tak I pfitomnost protilatek proti nému se u
ptakl v polarnich oblastech druhové rtizni. Nejvyssi vyskyt protilatek je u podceledé hus
(Anserinae), zatimco nejvyssi frekvence vyskytu samotného virus je u podceledé kachen
(Anatinae). To koresponduje s konstatovanim, ze kachny jsou hlavnimi pfenasec¢i AIV ve
svéte (Stallknecht, 2003). Mezi taxonomickymi skupinami se seroprevalence statisticky
vyznamné lisi, ackoliv pfitomnost protilatek je pomérné vysoka u vSech znamych hostitelt
tohoto viru. Zajimavy je pomérné vysoky vyskyt protilatek u podiadu bahnaka (Charadrii),
u kterych byla RNA viru ptaci chiipky nalezena jen s pomérné malou cetnosti. To
pravdépodobné ukazuje na to, ze tito ptaci se AIV sice nakazit mohou, ale vznikla
protilatkova odpovéd’ je pak u nich dlouhodoba a zabranuje tak dal$i opétovné infekei.

Z tohoto diivodu pak pravdépodobné nehraji v ekologii AIV vyznamnou roli.

Prevalence AIV se vyznamné 1i$i u dospélych ptaki a mladych jedinct (vSichni
jedinci pfed druhym pelichanim). U dospélych ptakii byla Castéji zaznamenana akutni
infekce AIV i pfitomnost protilatek. Jednim z diivodi mize byt, Ze se dospéli jedinci nakazi
virem na vzdalenych zimovistich (vhodnéjsi podminky pro cirkulaci AIV), kam mlad’ata
(jedinci pied prvnim pelichdnim) jest¢ nemigrovala a mladi jedinci (mezi prvnim a druhym
rokem Zzivota) je navstivila jen jednou, (Altizer a spol., 2011). Dalsi potencialni divod je, Ze
dospélci se Castéji shlukuji do hejn. Dospéli jedinec se také miize nakazit od jiného jedince

pii shanéni potravy v téZzce dostupnych podminkach v arktickych oblastech.

Signifikantni rozdil mezi samci a samicemi je pouze v seroprevalenci, kdy castéjsi
vyskyt protilatek maji samice. Dlivodem toho muze byt naptiklad delSi vyskyt samic
nékterych druhli na zimovistich. Pohlavi ale nema vliv na frekvenci detekce vyskytu

samotného viru u ptakda.

ey

Zivotni strategie je pro vyskyt viru velmi dilezita. Kratkou dobu Zijici ptaci jsou
vhodnymi rezervoary pro vyskyt AIV (dozivaji se 10-15 let). To je dané zejména tim, Ze

ey

kratce Zijici ptaci kazdy rok vyvedou vétsi mnoZstvi potomka, kteti jsou z imunologického
hlediska naivni a jsou tedy vhodnymi hostiteli pro AIV. Naopak u dlouho Zijicich jedinct
(dozivaji se desitky let) dojde k infekci AlV jen jednou v prubéhu zivota a dalsi opakovana
infekce je zablokovana ptitomnosti protilatek. Vzhledem k tomu, Ze replikacni cyklus téchto
ptakil je obecné pomalejsi, maji i méné potomka, kteti pak mohou byt AIV infikovany.

Pokud tyto vysledky porovname s taxonomickym rozdélenim ptakd, jak jsme je popsali
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drive, tak jsou vysledky snadno vysvétlitelné. Jelikoz ptaci z pod¢eledé kachny (Anatinae)
a husy (Anserinae) maji kratkodobou zivotni strategii a u nich byl nejvétsi zachyt AIV.

Naopak bahnaci (Charadrii) jsou vétsinou dlouho zijici ptaci a nizky vyskyt AIV ale vysoka

seroprevalence je u nich ocekavatelna.

Jedinci hnizdici samostatné jsou vyznamné&j$imi hostiteli AIV oproti jedincim
zijicich v kolonii. Tento vysledek podporuje hypotézu, ze k infekcim AIV dochazi nejvice
na zimoviStich, nebo pfi migraci v hejnech, jakozto infekéni choroba, by AIV méla
preferovat ptaky sdruzujici se do skupin, at’ uz pii hnizdéni nebo pii migraci (Altizer a spol.,

2011).

U zplisobu migrace mame moznost porovnat pouze PCR prevalenci, u které vychazi,
ze jedinci migrujici v hejnech jsou Castéji nakazeni AIV. To dokazuje, Ze shlukovani béhem

migrace, nebo na zimovistich kde jsou lepsi podminky pro pienos AIV a infikovani novych

WV

a spol., 2003).

Vyse zminéné vysledky metaanalyzy naznacuji, Ze Arktida nehraje vyznamnou roli
v pfenosu AIV. Vysledky poukazuji na fakt, Ze krozsdhlym infekcim dochazi

pravdépodobné predevsim na zimovistich, ¢i béhem migrace.

5.3 Ptaci chripka

5.3.1 Ziskané vzorky

Podle vysledkii z metaanalyzy na vyskyt ptaci chiipky v polarnich oblastech bylo
potvrzeno, ze u racku tfiprstych (Rissa tridactyla) byl zaznamenan zachyt protilatek proti
viru chiipky v arktickych oblastech (Toennessen a spol., 2011). Diky moZnosti pobytu na
terénni stanici v Petuniabukté na Svalbardu bylo mozné pozorovat a vybrat si dostupnou
kolonii racki téiprstych sidlicich v Pyramiden, coz je osada nachazejici se v blizkosti terénni
stanice Centra Polarni Ekologie na Svalbardu. Tato osada je byvalé sovétské mésto
Pyramiden, které slouzilo pro tézbu nerostnych surovin. Z toho divodu se zde nachdzi
mnoho budov, které poskytovaly ubytovani zdejSim pracovnikiim. Také se zde nachézeji
dfevéné tunely a jiné stavby, které slouzily pro pfepravu uhli. Vzhledem k tomu, ze byla
tézba v této osadé ukoncena je Pyramiden opusténym mistem s hojnym poctem prazdnym

budov a tudiZ vhodnou lokalitou pro hnizdéni kolonie rackt tfiprstych.
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Diky ziskanému povoleni pro sezéonu 2014 jsme v této kolonii odebrali 100 krevnich
sér a stért z rackd tiiprstych. Krevni séra byla otestovana na pfitomnost protilatek proti viru
ptaci chiipky. Z celkového poctu bylo po provedeni ELISA testi 14 vzorki pozitivnich a 5
vzorkll hrani¢nich, zbylé vzorky byly negativni. Po provedeném vysetieni vzorka se
ukézalo, ze 17 vzorki bylo pozitivnich na vyskyt ptaci chiipky subtypu H16. Tedy celkova
prevalence u nami testovanych vzorki byla 17 % (17/100). Bohuzel oproti jinym studiim je
pocet vzorkl nizky (Toennessen a spol., 2011), ale mnozstvi odebranych vzorkil bylo
limitovano ziskanym povolenim a velikosti kolonie. Na druhou stranu se jedna o jedine¢né
a prvni testované vzorky na vyskyt ptaci chiipky z oblasti Svalbardu. Nizké procento
prevalence je v souladu s vysledky metaanalyzy, ktera ukazala, Ze Arktida neni vhodnym

rezervoarem pro vyskyt ptaci chiipky.

Subtyp AV, na ktery jsme nechali vzorky otestovat, byl vybran podle dostupné
literatury. Subtyp typu HI16 je nejCastéji detekovanym subtypem u rackl tfiprstych
(Obenauer a spol., 2006). Dalsim subtypem, ktery je s racky spojovan a je u nich ¢asto
detekovan je H13 (Fouchier a spol., 2005). Pro tyto dva subtypy jsou racci hlavnimi
rezervoary (Verhagen a spol., 2014). Nasim zamérem bylo i nechat otestovat vzorky na
subtyp viru ptadi chiipky H13, bohuZel tento subtyp nebyl v Ceské republice dostupny.
Podatilo se ndm ho ziskat az velmi neddvno a z toho diivodu nejsou tyto vysledky v

diplomové praci zahrnuty.

5.3.2 Vliv klimatickych zmén na virus ptaci chripky

Béhem posledni dekady let ma na rozsifovani infekci vliv hned nékolik véci — lidské
aktivita, zmény v piirod€, klimatické zmény atd. Tyto zmény davaji piileZitost k Sifeni
infekci a patogeni do novych oblasti, nebo mozZnost infikovat nové hostitele (Arnal a spol.,
2014). Piikladem je epidemie SARS z pocatku 21. stoleti (Heymann a Rodier., 2004).
Dal8im vhodnym piikladem je virus chiipky, ktery pochéazi z volné zijicich Zivo€ichi a
predstavuje hrozbu pro lidi a ostatni zivocichy (Li a spol., 2004). V roce 2005 propukla
panzooticka vlna viru ptaci chfipky v jihovychodni Asii a také v tomto roce se zacala §ifit
vysoce patogenni forma chiipky H5SN1 zapadné pies Eurasii (Gilbert a spol., 2008). Od roku

2005 se tak zacalo virem chiipky zabyvat mnoho laboratoii po celém svété.

Klimatické podminky maji v nékolika ohledech vyznamny vliv na virus ptaci
chiipky. Zména klimatu mliZe mit za nasledek vétsi druhovou rozmanitost ptakd v severnich

zemé&pisnych Sitkach. Ocekava se, ze ptaci ze severnich oblasti nebudou podnikat daleké
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migracni cesty (Lemoine a Bohning-Gaese, 2003). Studie dale ukazuji, Ze zména klimatu
ma vliv na jarni migraci, ktera probiha dtive (Both a spol., 2005). Piedpovédi klimatickych
zmén ukazuji, ze se budou zvySovat teploty v oblastech blizko Arktidy a to vyraznéji nez
V mistech jizni zemépisné Siiky (Gilbert a spol., 2008). To mize vyrazné ovlivnit migraci
ptaktt hnizdicich v arktickych oblastech. ZvySeni podilu a poctu zimujicich ptaki
v arktickych oblastech miize mit za nésledek shlukovani ptaka, kteti budou soupefit o
dostupnou potravu. To by mohlo potencionalné zvysit pfenos viru mezi jednotlivci, nebo
jednotlivymi druhy. Navic 1 tani ledovct a zvySovani hladiny mote v arktickych oblastech
muze prispivat ke zménam V ekologii a jeho pieziti ve vodé. Klimatické zmény miizu mit i
vyznamny vliv na migraci zcela novych druhit do Arktidy, které mohou chiipku pfenaset

efektivnéji.

5.3.3 Pokracujici analyzy

V praktické ¢asti této prace bylo dokonceno testovani krevnich sér racki tfiprstych
na pfitomnost protilatek proti viru ptaci chiipky. Zatim byla u krevnich sér provedena
specifikace pro subtyp viru ptaci chiipky na H16. Vzhledem k hojnému vyskytu subtypu

H13 u rackt, budou pozitivni krevni séra otestovdna i na pfitomnost subtypu H13.

Studie, které se zabyvaji detekci viru ptaci chiipky u volné zijicich ptakd, se zaméiuji
jak na vyskyt protilatek, tak na pfimy vyskyt viru chiipky. Pfimy vyskyt viru se provadi ze
stért, které jsou odebrany ptakiim bud’ z kloaky, nebo z orofaryngu. Proto i béhem naseho
odchytu ptakti na Svalbardu jsme vSem jedinctim provedli stér kloaky a orofaryngu a vzorky
jsou uchovany a pfipraveny k testovani. Vyskyt viru se provadi pomoci izolace RNA a
nasledné kvantitativni jednokrokovou RT-gqPCR se specifickymi primery a sondou. Tato

metoda na nasich vzorcich bude provedena v nasledujicich mésicich.

Virus lIze také izolovat z Cerstvych exkrementu (Brown a spol., 2012) a proto jsme pro
rozsifeni studie u racku tfiprstych v roce 2016 nasbirali okolo 100 vzorkl exkrementii ze
stejné oblasti. V letnich sezonach 2015 a 2016 jsme se pii pobytu na Svalbardu zaméfili na
sbér exkrementi od husy kratkozobé (Anser brachyrhynchus) a bernesky bélolici (Branta
leucopsis). V roce 2015 jsme nasbirali 26 vzorkt exkrementl a v roce 2016 139 vzorkt
exkrementt. Tyto vzorky budou v nasledujicich letech otestovany na pfitomnost viru. Nasim
dal$im cilem je odebrat vzorky z vodnich ploch v této oblasti a pokusit se izolovat virus

Z téchto vzorka.
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6 ZAVER

Byla provedena detekce arbovirt z 5 riiznych ¢eledi ve vice nez 10 000 vzorcich
komara ziskanych ze Svalbardu a Gronska. Tim byla rozsitfena predesla studie na vyskyt
arboviri v polarnich oblastech. Pomoci metod molekularni biologie (RT-PCR) nebyl
prokazan zadny vyskyt arbovirG ve vzorcich. Pro uplné vylouCeni arboviri v nami

studovanych oblastech je nutné otestovat vétsi pocet komari z nadchazejicich sezon.

Déle byla vytvofena metaanalyza na vyskyt ptaci chiipky v polarnich oblastech ve
spolupraci s RNDr. Jitim Cernym, Ph.D., Bc. Janou Miillerovou, RNDr. Janou Elsterovou,
Mgr. Véclavem Honigem, Ph.D., RNDr. Véclavem Pavlem, Ph.D. Vysledky této
metaanalyzy poukdzaly na fakt, ze Arktida nehraje tak dillezitou roli pro ekologii ptaci

chiipky, protoze u arktickych ptaka se vétsi mnozstvi infekci objevuje na zimovistich.

Bylo provedeno prvni testovdni pfitomnosti protilatek proti viru ptaci chiipky z
krevnich sér ziskanych v kolonii racku tfiprstych (Rissa tridactyla) na Svalbardu. Pomoci
imunologické metody ELISA byla zjiSténa piitomnost protilatek proti AIV u ptakl z této
kolonie. Byla provedena zakladni subtypizace viru, pomoci HI testii. Celkem jsme prokazali

ptfitomnost AIV subtypu H16 u 17 z testovanych jedinct.

w7

oblastech.
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7 SEZNAM ZKRATEK

Ae. — Aedes

AHSV — Afican Horse Sickness Virus - virus afrického moru koni

AlV — Avian influenza virus - virus ptaci chiipky

ASFV — African swine fever virus - virus afrického moru prasat

ATB — antibiotika

BTV — Bluetongue virus - virus kataralni horec¢ky ovci

CMCV - Catch me cave virus

DENV — Dengue virus

DNA — deoxyribonucleic acid — deoxyribonukleova kyselina

EEEV — Eastern equine encephalitis virus - virus koniské encefalomyelitidy vychodniho typu
GL — glutamin

HA — hemaglutinin

HPAIV — Highly Pathogenic Avian Influenza Virus — vysoce patogenni forma ptaci chiipky
CHIKYV — Chikungunya virus

I. — Ixodes

kb — kilobase - kilobaze

KEMYV — Kemerovo virus

L15 — Leibowitz’s L15 medium

LPAIV — Low Pathogenic Avian Influenza Virus — nizko patogenni forma ptaci chiipky
M1/2 — matrix protein 1/2 — matrixovy protein 1/2

MRNA — messenger RNA - mediatorova ribonukleova kyselina

NA — neuraminidase - neuroamidaza
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NP — nucleoprotein - nukleoprotein
NS1/2- nonstructural protein 1/2 — nestrukturni protein 1/2
NWYV - Northway virus

One-step qRT-PCR - One-step Quantitative Reverse Transcription polymerase chain
reaction — jednokrokova kvantitativni polymerazova tetézcova reakce spojena s reverzni

transkripci

PA — Polymerase acidic protein

PB1- Protein PB1

PB1-F2 — Protein PB1-F2

PB2 - Protein PB2

PCR — polymerase chain reaction — polymerazova fetézcova reakce
PTS — prekolostralni teleci sérum

RNA — ribonucleic acid - ribonukleova kyselina

RT-PCR — Reverse Transcription polymerase chain reaction — polymerazova fetézcova

reakce spojena s reverzni transkripci

RVFV Rift Valley Fever virus — virus horecky tdoli Rift

SAKYV - Sakhalin virus

SESV - Southern elephant seal virus

SINV - Sindbis virus

SLEV - St. Louis encephalitis virus

SSHYV — Snowshoe hare virus

sSRNA — single strand RNA — jednovlaknova RNA

TAE — Tris — acetate — ethylendiamintetraoctovou

TBEV — Tick-borne encephalitis virus - virus klistové encefalitidy
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TRBV — Tribec virus - Tribe¢ virus

VEEYV - Venezuelan equine encephalitis virus - virus venezuelské konské encefalomyelitidy
WEEV — Western equine encephalitis virus virus konské encefalomyelitidy zdpadniho typu
WNV — West Nile virus - virus zapadonilské horecky

YFV — Yellow fever virus - virus zluté zimnice

ZIKV — Zika virus

ZTV - Zaliv Terpenia virus
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9 PRILOHY

Piiloha 1: Ziskané povoleni na odbér krevnich sér z Racku tiiprstych (Rissa tridactyla) na

Svalbardu v letni sezoné 2014.

Centre for Polar Ecology, University of South

Bohemma
tomastyml; ail.com SYSSELMANNEN
tomas hajekigiprf jow.cz PA SVALBARD

GOVERNOR OF SVALBARD

TYEEPHATOP CEAMIBEARIA
Executive afficer: Our date: O Pl (oo b uanied i furthir dorrcipondinis)
Hennk Fotneberg 2462014 2013/00722-5

a.512
FYour duate: Tour ref

3.6.2014

Reply — fieldwork in Billefjorden — RIS ID 5069 CzechPolar and 6024 Polar
Ecology - 2014

Reference iz made to your letter dated 1* of June 2014 and to subsequent cormrespondence.

Application backeround:
In the letter you ask for permission to do various sampling from: saltwater fish marine invertebrates

and microscepic soil and freshwater animals to parasitological examination. You also ask for
pemmissicn to take bloed samples from birds and observation of nesting behavior.

Further two small pollen traps (20 cm high and 20 cm in diameter) will be placed in Petuniabukta.

Finally you ask for a prolongation of the permission to have semi-permanent meteorological
stations In Petuniabukta. These stations have been working in Petuniabukta during the last seasons.

The Govemors considerations:

According to the Svalbard Environmental Protection Act of 13 June 2001 § 30, no person may hunt,
capture, injure or kill fauna or damage eggs, nests or lairs unless so authorized by the provisions of
chapter IV of the law. In § 37, the Govemeor is given authority to grant exemptions for scientific
purposes of when other special reasons so indicate.

Capturing animals to instrument them and/or take other samples is regarded as a disturbance for the
birds etc. Performed in a comect way, with short handling time, it is assumed that this will not have
a significant negative effect on the animals or the populations. All activifies concerning handling,
measurements and expenmentation is approved by the Norwegian Animal Research Authonity. The
Govemor considers that the disturbance can be accepted since the information from the data
collection may be useful for nature management and relevant for other invelved scientists. The
Govemor has placed emphasis on the fact that the purpose of the field work is strictly scientific and
that the applicant has expenience in such field work from several previous studies in the same area.

Portal addresx: Phona: Fax E-eail and nbarmat:
Postholes §33 AT TR 0243 00 HTTR02 11 &6 ErmapostiEsyiselmarmen oo
H-0171 LONGYEARBYEN AL ETlATDGn oo
NOEWAY
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Side 2av3

The pollen traps (size: 20 cm X 20 cm) is consider not to require a special permission from the
Govemor, but please be aware of your responsibility to obtain these installations and clean the area
when the project/the permission period have expired.

Regarding the semi-permanent meteorological stations in Petuniabukta the govemor herby prolong
the actual permission on the same conditions as our decision with reference 2013/00722-2.

The Governor has considered vour application and made the following decision:
The Governor grants Faculty of Science, Czech Republic att. Tomas Tyml and Tomas Hajek as
described in the application, the permission to:

e Conduct sampling from saltwater fish, marine invertebrates and mocroscopic soil and
freshwater animals to parasitological examination and to take blood samples from birds
and observation of nesting behavior

e Hold semi-permanent meteorological stations in Penuniabuita for one more year, cf.
previous permission with reference 2013/00722-2.

The permission regarding the sampling from birds and other animals are given for the period
4.07.2014 until 31.08.2014 under the provisions of the Svalbard Environmental Protection Act of
15 June 2001, § 37.

The permission to hold semi-permanent meteorological stations for one more year in Penmiabuita
are given for the period 15.08.2014 until 15.08.20135 under the provisions of the Svalbard
Environmental Protection Act § 57.

The decision does not interfere with possible permissions needed from property owners in the area.

The Govemor’s permission is granted on the following conditions.

e All activities shall be of sort that the birds etc. are not inflicted unnecessary stress and strain.

¢ Procedures for preventing fransmission of any disease shall be followed.

e The semi-permanent meteorological stations shall be marked with the owner's name. date of
deployment and retrieval. They shall be removed and sufficient cleaning shall be made by
the end of the permit. at the latest 15. August 2015.

e The project leader shall provide for the immediate reporting of possible accidents/
rregulanties to the Govemor.

e The project shall submit a report from the field work by 1 November 2015. The template for
this report can be found on the Governors web pages.

e All equipment you bring with you during the field trip, and all waste items are to be
removed and brought back with you when the field expedition is finished.

e When carrying out the projects. the researchers shall show consideration towards other users
of the areas in such a way that the research does not seem provoking or destroy people’s
wildemess experience.

* These exemptions are only valid for the people included in the projects.

e This permission must be brought along during the fieldwork.
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Side 3av3

According to Norwegian law you are entitled to complain about the present decision. Complaints
must be submitted within three weeks of receiving this letter. Complaints are to be sent to the
Govemor who will forward the complaint to the Norwegian Environment Agency or the Ministry of
the Environment (depending on the contents of the appeal).

Best regards

Guri Tveito

Head of Department for Environment

Protection Henrik Rotmeberg
Juridical Adviser

Approved and expedited electronically without signanire

Copy: Norwegian Environment Agency
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Ptiloha 2: Protokol o vySetfeni vzorkii pomoci HI testu.

Py STATNI VETERINARNI USTAV PRAHA

g s Sidlistni 136/24, 165 03 Praha 6, tel. 251 031 111

L e-mail: sekretariati@svupraha.cz, www._svupraha.cz
Oddéleni sérologie a virologie

A tel, 251 031 704, email: virologie@ svupraha.cz

Zkuzebni laboratof & 1176 akreditovana CIA, podle C5N EN ISOTEC 17025:2005

Protokol o zkousce ¢ SVP 31509/17

Pocet stran © 1

Cislo vzorku : 3150817 Datumn doruceni: 16.11.2017
Odesilate : Mar. Jana Elsterova Diatum vyfizeni : 22.11.2017
Zakazka : Fakturace . Duved - neuveden
Maijitel - F:'Iinlngické centrum AV CR v.vi. Farma :

Ceské Budéjovice Okres : Ceské Budgjovice

WyTizuje: MVDr. Jitka Homickova

Identifikace vzorku : racek tfiprsty vzorky €. 4, 11, 12, 20, 28, 30, 47, 48, 57, 59, 63, 66, 4, 83, 92, 94,
95,101; vzorek &. 26 chybi

Vysledek vydetieni
Vysetfeni potet vysetfeni  pozit.  dubio. negat.  zavér wyhzuje
Aviami influenza - protilatky 18 17 0 1 Homitkova

PouZité metody
Aviarni influenza - protilatky HIT aviami influenza SOP 30.305

Interpretace ,
W krevnich sérech racku ffiprstych byly zjiigtény hemaalutinaéné inhibiénim testem (HIT) protilatky proti
viru aviami influenzy - subtypu H16 v fitrech:

vzorek &. 4 - titr 128 vzorek &. 59 - titr 64
vzorek €. 11 - titr 64 vzorek €. 63 - fitr 32
vzorek ¢. 12 - titr 32 vzorek &. 66 - titr 256
vzorek ¢. 20 - titr 32 vzorek ¢ 74 - titr 32
vzorek ¢. 28 - titr 32 vzorek &. 83 - fitr 16
vzorek ¢. 30 - titr 128 vzorek &. 92 - titr 256
vzorek &. 47 - titr 128 vzorek &. 94 - fitr 64
vzorek &. 48 - titr 32 vzorek &. 95 - fitr 32
vzorek ¢. 57 - titr 64 vzorek €. 101 - negativni

MVDr. Kamil Sedlak, Ph.D. MVDr. Jitka Homnickova
reditel VU Praha a vedouci ZL vedouci oddéleni serclogie a virclogie

MVYDr. Jitka Homickowva
vedouci cddéleni sérclogie a virologie

ObdrZi:
1x Biologické centrum AV CR v.v.i., Branifovska 116031, 370 05 Ceskeé Budé&jovice
2% archiv
Prohdaseni -
Wysledky zhousek se tykaji pouze zhoudenych pledmétl. Bez pisemného souhlasu laboratofe se nesmi protokol
reprodukovat jinak neZ cely. Zmény a doplfiky mohou byt provedeny pouze Laboratofi, ktera dokument wystavila.
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