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1 OBECNÝ ÚVOD 

  Tato diplomová práce vznikla v Laboratoři molekulární ekologie vektorů a patogenů 

pod vedením prof. RNDr. Libora Grubhoffera, CSc., Hon., D.Sc v Biologickém centru 

Akademie věd České republiky v Českých Budějovicích ve spolupráci s Laboratoří 

arbovirologie ze stejného institutu a Centrem polární ekologie z Přírodovědecké fakulty 

Jihočeské univerzity.  

 Výjimečností instituce Centra polární ekologie je arktická vědecká infrastruktura 

Josefa Svobody v Arktidě, která zahrnuje základnu v Longyearbyenu nazvanou Payerův 

dům a terénní stanici v zátoce Petuniabukta. Centrum polární ekologie každoročně umožňuje 

několika vybraným studentům a vědeckým pracovníkům pobyt a vypracování předem 

vybraných projektů v místech vědecké infrastruktury Josefa Svobody či jejich okolí. Díky 

této výhodě vzniká možnost každoročně navštívit oblasti Svalbardu, pohybovat se ve 

stejných místech, sledovat možné změny daného prostředí a sbírat vzorky z každé sezóny. 

Z těchto vzorků poté provádět studie a získat nové informace o zatím neprobádaném území 

co se virů týče. Já jsem byla jedním ze studentů, který mohl podniknout cestu na Svalbard, 

vypracovat svůj projekt, nasbírat další vzorky a tím rozšířit studii o virových zoonózách 

v Arktidě.  

 Tématem této diplomová práce je detekce virů v biologických vzorcích pocházejících 

z polárních oblastí. Nejprve jsme se zaměřili na výskyt arbovirů ze vzorků komárů 

nachytaných a získaných z oblastí Svalbardu a Grónska a poté se věnovali výskytu viru ptačí 

chřipky v kolonii mořských ptáků, racků tříprstých (Rissa tridactyla), v osadě Pyramiden 

(Svalbard). 

Polární oblasti (Arktida a Antarktida) jsou specifické zejména studenými teplotními 

podmínkami a přítomností ledu, sněhu a vody ve zmrzlém skupenství po celý rok. Hlavní 

rozdíl mezi těmito oblasti je, že Arktida je oblast zmrzlého oceánu obklopena ostrovy a 

pobřežím, zatímco Antarktida je zmrzlý kontinent obklopený oceány. Obě oblasti mají 

významný vliv na Světový oceán a také klimatické podmínky, jejichž změny výrazně 

ovlivňují hladinu moře. 

 Jedním z výrazných znaků polárních oblastí je proměnlivost sluneční radiace během 

roku od minimální v zimě až po 24 hodin trvajícího slunečního svitu v létě. Typickým jevem 

je také vysoké albedo sněhu a ledu a vysoké ztráty dlouhovlnného záření kvůli čisté 
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atmosféře. Další vlastností je nízká evaporace z obrovské zaledněné plochy moře a ledovce 

a s tím také související nízký počet srážek. Obrovské zaledněné plochy vytvářejí z polárních 

oblastí nehostinné prostředí pro mnoho druhů živočichů, zahrnující i lidi. Avšak existují 

druhy, které se dokáží na tyto specifické podmínky adaptovat jak v mořském, tak 

terestriálním ekosystému. Díky všem těmto podmínkám jsou oblasti Arktidy a Antarktidy 

charakterizovány jako zóny s výrazným biomem a hrají velmi důležitou roli pro mnoho 

migrujících živočichů. Oblast Arktidy disponuje velkým bohatstvím nerostných surovin, je 

nově osidlována a má vliv na ekonomickou aktivitu díky rybaření, lovu a lodní dopravě 

(Anisimov a spol., 2007). 

 Mezi velmi diskutovaná témata posledních let, která přispívají k měnícím se 

podmínkám v polárních oblastech, patří zejména změna klimatu a rozvoj migrace. Změna 

klimatu způsobuje v Arktidě mnohem rychlejší oteplování než ve zbytku světa, zmenšování, 

ztenčování a ústup mořského ledu, ale také rozmrzání permafrostu a uvolňování metanu do 

atmosféry, což vede k dalšímu urychlování oteplování. Dalším aspektem podporující 

případné šíření virů a jejich hostitelů do nových oblastí je velký nárůst migrace a rozvoj 

letecké dopravy.  

Mimo již zmíněné okolnosti je významným důvodem pro mapování výskytu arbovirů 

na Svalbardu jejich celosvětové rozšíření a fakt, že jsou známy jako velmi významné 

patogeny nejen pro živočichy, ale hlavně pro lidi. Z dosavadní literatury je známo, že 

studium arbovirů v polárních oblastech je velice zanedbané téma a existuje málo publikací 

a studií, které se touto záležitostí zabývají. Tato konkrétní část diplomové práce navazuje na 

moji bakalářskou práci ,,Výskyt arbovirů v Grónsku a na Svalbardu,“ která se týká analýzy 

89 klíšťat a 377 komárů ze stejných oblastí. Tato diplomová práce předešlou studii rozšiřuje 

a obohacuje o vzorky z dalších sezón a oblastí. 

 Navazující část práce pojednává o výskytu viru ptačí chřipky v osadě Pyramiden 

(Svalbard), kde sídlí kolonie mořských ptáků racků tříprstých. Tato kolonie se zdá být 

vhodným rezervoárem a hostitelem pro snadný přenos a cirkulaci viru ptačí chřipky. Pro tuto 

část práce se nám podařilo získat povolení (je uvedeno v přílohách) na odchyt racků, odběr 

krevních sér a stěrů a získat tak jedinečné vzorky a výsledky ze sezóny 2014. 

 Dále byla do této práce zahrnuta vytvořená metaanalýza na výskyt ptačí chřipky 

v polárních oblastech.  
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1.1 Zoonózy  

Zoonotická onemocnění neboli zoonózy jsou definována jako onemocnění přirozeně 

přenosné ze zvířat na člověka. Mezi jejich původce se řadí viry, bakterie, houby, prvoci, 

paraziti a další (Hubálek, 2011). Za oblasti s největším počtem zoonóz jsou považována 

místa, kde je vysoká druhová diverzita živočichů a zároveň velká hustota zalidnění. 

Příkladem je Střední Amerika, Mediterán či subsaharská Afrika (Han a spol., 2016). 

Nicméně, zoonotické infekce se také nacházejí v oblastech méně obydlených, osídlených 

menším počtem živočichů, s méně vhodnými klimatickými podmínkami, jako je Arktida a 

Antarktida (Revich a spol., 2012). I v těchto konkrétních oblastech s extrémními 

podmínkami a omezenou dostupností se vyskytují příležitosti pro vznik a šíření zoonóz. V 

Antarktidě jsou vyhovujícími hostiteli obrovské kolonie tučňáků, v Arktidě jsou to početné 

kolonie hnízdících mořských ptáků na izolovaných ostrovech. Díky husté agregaci zvířat na 

jednom místě je přenos infekcí mezi jednotlivci snazší a může vést k tvorbě infekčních 

zoonóz, obzvláště při zavlečení nového patogenu (Hubálek, 2003).  

Ke zvýšení počtu zoonotických infekcí přispívají aspekty, jako jsou klimatické 

podmínky, zeměpisné rozdělení a migrace. Ta usnadňuje zavlečení infekčních agens do 

nových oblastí a umožňuje celosvětové rozšíření virových infekcí (Mavroidi, 2008). Je ale 

nutné dodat, že i migrace zvířat je velmi důležitá, jmenovitě přirozená migrace ptáků. Mořští 

ptáci jsou jedním z dobře popsaných a prostudovaných rezervoárů pro virové zoonózy, které 

ohrožují lidské zdraví. Miliardy ptáků migrují každý rok přes celý svět a jsou velmi 

úspěšným hostitelem a rezervoárem například pro virus ptačí chřipky (AIV) či virus 

západonilské horečky (WNV), (Reed a spol., 2003).  

 

1.1.1 Způsob přenosu vybraných zoonóz 

Prvním způsobem přenosu virových zoonóz je přenos přes vektory. Toto téma bude 

podrobněji rozvedeno v kapitole Přenos přes vektory (1.2.3.1.). Je důležité zmínit, že infekce 

přenášené vektory se staly a stávají celosvětovým problémem. Příčinou je obrovské 

množství vektorů (např. členovců) a jejich celosvětové rozšíření, poměrně snadné 

rozmnožování a schopnost migrace (Gubler, 2002). Příkladem jsou epidemie, či dokonce 

pandemie žluté zimnice, (Gubler, 1998), horečky dengue, (Pushpa a spol., 1998), nebo 

poměrně nedávná epidemie viru Zika (ZIKV), (Teixieria a spol., 2016). 
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Druhým a poměrně snadným způsobem přenosu jsou zoonózy přenášené kapénkami 

přes vzduch. Tento způsob lze považovat za nejnebezpečnější a také touto cestou byly 

způsobeny obrovské pandemie závažné pro lidstvo. Příkladem je virus ptačí chřipky, který 

se v historii několikrát opakoval a způsobil úmrtí několika miliónů lidí (Kilbourne, 2006). 

Nebezpečné epidemie může způsobit například virus SARS (LeDuc a Barry, 2004).  

Mezi další možnosti přenosu virových zoonóz se zahrnuje přenos přes 

kontaminovanou vodu nebo potraviny (orofekální přenos). U potravin byl zaznamenán 

případ přenosu viru hepatitidy E přes nedostatečně tepelně zpracované maso (Pavio a spol., 

2010). Cesta šíření přes kontaminovanou vodu je typická pro infekci ptačí chřipky (Brown 

a spol., 2009).   

 

1.2  Arboviry  

Arboviry jsou různorodou polyfyletickou skupinou virů, sdílející podobnou 

ekologickou niku a s důležitým společným znakem - jsou přenášeny z krev sajících členovců 

na obratlovce (odvozeno od arthropode – borne viruses). Hlavními přenašeči jsou komáři 

rodu Culex a Aedes, pakomáři (Chironomidae) a roztoči (Acari), (Mellor, 2000). Většina 

arbovirů jsou RNA viry a jejich genom je tvořen jednou, nebo více molekulami RNA. 

Existuje výjimka - virus afrického moru prasete (ASFV), který je zatím jediným známým 

DNA arbovirem (Kleiboeker a Scoles 2001). Do arbovirů patří například virus dengue 

(DENV), virus žluté zimnice (YFV), chikungunya virus (CHIKV), virus klíšťové 

encefalitidy (TBEV) a v poslední době velmi studovaný virus Zika (ZIKV). Tyto viry 

způsobují závažná lidská onemocnění, jako jsou horečnatá onemocnění, hemoragické 

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

Arboviry jsou vysoce patogenní také pro živočichy (savce, hlodavce, přežvýkavce, 

masožravce i ptáky), (Forrester a spol., 2012). Virus afrického moru koní (AHSV) způsobuje 

onemocnění jak u koní, tak u psů (Mellor a Boorman, 2016). Dalším příkladem je virus 

katarální horečky ovcí (BTV), který zabil více než 179 000 jedinců při poslední epidemii 

v Evropě (Mellor, 2000).   
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1.2.1 Taxonomie a charakteristika 

Arboviry byly v historii několikrát rozdělovány a klasifikovány do čeledí a podčeledí 

podle několika kritérií, většinou podle chemických vlastností či molekulární struktury. Dnes 

se nejvíce připouští klasifikace podle evoluční příbuznosti spočítané na základě sekvenční 

podobnosti genomové nukleové kyseliny, ale existují i jiná rozdělení, která se vyskytují 

v odborné literatuře. Arboviry, které byly předmětem této diplomové práce, se rozdělují do 

následujících čeledí: Reoviridae, Flaviviridae, Togaviridae a Peribunyaviridae a 

Phenuviridae (převzato z http://ictvonline.org/virusTaxonomy.asp - poslední sborník ICTV 

- 2017). 

1.2.1.1 Bunyavirales 

Řád Bunyavirales se dělí do 9 čeledí, jednou z nich je Peribunyaviridae, kam se řadí 

rod Orthobunyavirus, a druhou pro nás důležitou čeledí je Phenuviridae, kam se zařazuje 

rod Phlebovirus. Genom tohoto řádu je tvořen RNA negativní polarity (Hughes a spol., 

2017) a skládá se ze třech cirkulárních segmentů – L segment, který kóduje gen pro 

transkriptázu (Endres a spol., 1989), M segment pro povrchové virové glykoproteidy 

(Fazakerley a spol., 1988) a S segment, který kóduje gen pro nukleokapsidový protein 

(Fuller a spol., 1983). Genom je zabalen do lipidického obalu sférického tvaru a celý virus 

má velikost 90 – 100 nm, na povrchu se nacházejí glykoproteinové peplomery.   

Příkladem virů z tohoto řádu, jež byly detekovány ve vysoké zeměpisné šířce 

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

1.2.1.2 Reoviridae 

 Čeleď Reoviridae se dělí na 2 podčeledě, Spinareovirinae a Sedoreoviridae, kam se 

řadí rod Orbivirus. Zbylé rody z těchto dvou podčeledí se nezařazují mezi arboviry. 

Onemocnění, které je způsobeno arboviry z této čeledě, jsou horečnatá onemocnění 

s vyrážkou a artritidou, meningitidy, encefalitidy a encefalomyelitidy či hemoragické 

horečky. Viriony Reovirů měří 60 – 80 nm, mají dvojitou kapsidu, nejsou obalené a genom 

tvoří dvouvláknová RNA o 10 -12 segmentech (Winton a spol., 1989). Mezi významné 

zástupce rodu Orbivirus patří Tribeč virus (TRBV), který byl poprvé nalezen v roce 1963 na 

Slovensku v horách u klíšťat rodu Ixodes ricinus z malých hlodavců (Gresikova a spol., 

1965), nebo Kemerovo virus (KEMV), který byl poprvé detekován v roce 1962 v Rusku 

z klíšťat Ixodes persulcatus (Chumakov, 1963). Právě Kemerovo virus byl objeven 

v ruských oblastech, zejména v provinciích Uralu (Sverdlovská oblast) nebo na západě a 

http://ictvonline.org/virusTaxonomy.asp
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východě Sibiře u klíšťat rodu Ixodes persulcatus, Ixodes ricinus a Ixodes pavlovskyi (Dedkov 

a spol., 2014).   

1.2.1.3 Togaviridae  

 Čeleď Togaviridae zahrnuje 2 rody – Alphavirus (který spadá do arbovirů) a 

Rubivirus (kam řadíme virus Rubeolla). Viry z rodu Alphavirus jsou malé obalené viry o 

velikosti 60 – 70nm s nesegmentovaným genomem tvořeným jednovláknovou RNA 

pozitivní polarity (Jose a spol., 2009). 

 Arboviry z rodu Alphavirus jsou přenášeny komáry až na výjimku, Southern elephant 

seal virus (SESV), který byl izolován ze vši rodu Lepidophthirus macrorhini na ostrově 

Macquarie (La Linn a spol., 2001). Arboviry přenášené komáry se podle literatury rozdělují 

do dvou skupin dle geografie – na viry Starého a Nového světa. Skupina virů Nového světa 

zahrnuje virus venezuelské koňské encefalomyelitidy (VEEV), virus koňské 

encefalomyelitidy východního typu (EEEV) a virus koňské encefalomyelitidy západního 

typu (WEEV), (Garmashova a spol., 2007). Viry z této skupiny jsou patogenní pro člověka, 

koně a některé ptáky. Druhá skupina je spojená s revmatickým onemocněním a způsobuje 

vyrážky u lidí. Zahrnuje například Sindbis virus (SINV), který byl zachycen ve Skandinávii 

a způsobuje onemocnění „Pogosta disease“ ve Finsku. Klinickými příznaky této infekce jsou 

artritida, svědění, únava, mírná horečka, bolest hlavy a svalů (Kurkela a spol., 2008).  

1.2.1.4 Flaviviridae 

 Viry z čeledi Flaviviradae jsou velikostí kapsidy a genomu podobné virům z čeledě 

Togaviidae. Jedná se o malé viry o velikosti 40 -50nm, obal tvoří lipidová dvojvrstva a 

genom je (+)ssRNA v rozmezí od 9 – 12 kb. Řadí se sem 4 rody, ale pouze viry z rodu 

Flavivirus jsou přenášeny členovci. Avšak název celé čeledě je odvozen od viru žluté 

zimnice (YFV).  Podle typu přenašečů lze rod Flavivirus rozdělit na 3 skupiny. První 

zahrnuje viry přenášené komáry, druhá viry přenášené klíšťaty a třetí viry s neznámými 

bezobratlými hostiteli (Parreira a spol, 2012). Zástupcem, který se běžně vyskytuje 

v Arktidě, je Tuleniy virus, který je izolován z klíšťat rodu Ixodes uriae a Ixodes putus. 

Hostitelem v této oblasti bývají mořští ptáci, především alkoun úzkozobý (Uria aalge), ale 

protilátky byly nalezeny i u lachtanů (Arctocephalus forsteri) a lidí (Lvov a spol., 1972). U 

člověka způsobuje horečnatá onemocnění (Kurstak, 1979). 
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1.2.2 Přenos arbovirů 

1.2.2.1 Vektoři 

 Mezi přenašeče arbovirových infekcí patří zástupci členovců (Arthropoda). Z řádu 

dvoukřídlých (Diptera) jsou to především komáři rodu Aedes a Culex, z řádu roztočů (Acari) 

jsou to klíšťata rodu Ixodes a také zástupci vší z řádu Phthirapthera. V polárních oblastech, 

zejména v místech našeho zájmu, se vyskytuje několik krev sajících členovců. Především 

tam žijí komáři rodu Aedes (Culler a spol., 2015). Komáři rodu Aedes nejsou nijak významně 

biotopově specifičtí, žijí v různých klimatických podmínkách v hojném počtu a nejsou ani 

výrazně hostitelsky zaměřeni. Podstatným zástupcem tohoto rodu je Ae. eagypti, který se 

vyskytuje zejména v tropických a subtropických oblastech a je přenašečem závažných 

onemocnění, jako je žlutá zimnice či horečka dengue (Mutebi a spol., 2004). Mezi další 

zástupce patří například Ae. vexans, Ae. caspius, Ae. punctor.  

 V polárních oblastech jsou jedinci z rodu Aedes trvalými členy arktického 

ekosystému, a tak představují potenciální rezervoár pro mnoho infekčních onemocnění nebo 

snadnou cestu přenosu nákazy na další hostitele. Tito jedinci se však museli přizpůsobit 

zdejším rozdílným podmínkám, jako je trvalý chlad, větrné počasí, proměnná přítomnost 

hostitele, velký rozdíl teplot a slunečního záření v zimních a letních měsících (Hueffer a 

spol., 2011). U komárů byly také pozorovány zvláštní adaptace na arktické podmínky 

v kanadské Arktidě. Bylo zjištěno, že jejich páření probíhá bez rojení a oba druhy jsou 

schopny dokončit vývoj vajíček bez nutnosti nasátí krve (Somme, 1995). Na území ostrovů 

za polárním kruhem se vyskytují dva druhy komárů, kteří tu dominují – Ae. impiger a Ae. 

nigripes (Schäfer a Lundström, 2001). Ae. nigripes je zatím jediným monitorovaným 

komárem žijícím v oblastech ostrovů Svalbard a Jan Mayen (Coulson, 2007). V Grónsku se 

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

1.2.2.2 Cirkulace viru ve vektorovi  

 Pro přenos arbovirových infekcí je důležitý životní cyklus vektora (v tomto případě 

komára rodu Aedes). Samičky komárů Ae. nigripes kladou vajíčka buď na vodní hladinu, na 

mech, nebo vlhkou zem (James, 1966). Po 2 až 7 dnech se z vajíček vyvinou beznohé larvy 

komárů rodu Aedes, které žijí ve vodě, kde se živí mikroorganismy a organickým 

materiálem. Zůstávají blízko vodní hladiny a dýchají atmosférický vzduch přes dýchací sifo 

(Eldridge, 1990). Dalším vývojovým stadiem jsou pohyblivé kukly, které žijí také ve vodě, 

ale nepřijímají potravu. Pokud panují dostatečně vhodné podmínky, jsou larvy schopny 

vývoje za pouhých 7 dnů, a kukly dokonce za 2 dny, ale také to může trvat až několik týdnů, 
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dle okolních podmínek (Šebesta a Hubálek, 2004). Na konci stadia se poruší povrch kukly a 

vylézá dospělý jedinec. V dospělém stadiu se samička na rozdíl od samce živí krví, ten se 

živí nektarem z květů. Sání a živení se krví má pro samičku důležitý význam při kladení a 

dozrávání vajíček. Pokud se samička živí nektarem, snese méně vajíček (tzv. autogenie), 

(Sedlák, 2000). Všechna životní stádia a životní cyklus komára rodu Aedes jsou na Obr. 1.  

 

 

 K přenosu arbovirů neodmyslitelně patří aktivní množení viru v hmyzím přenašeči.  

Arboviry jsou definovány jako viry, které mohou běžně infikovat hematofágní členovce po 

nasátí krve z viremického obratlovce. Pokud vektor saje na infikovaném jedinci, virus se 

musí dostat do lumenu střeva. Poté proběhne fúze virového obalu s buněčnou membránou, 

tím virový genom vstoupí do cytoplazmy hostitelské buňky a může proběhnout jeho 

namnožení. Následuje rozšíření, nebo rozsev virionů ze střeva do haemocoelu. Následuje 

replikace viru ve slinných žlázách a přesun do slinných kanálků. Takto namnožený virus je 

schopen při následném kousnutí infikovat hostitele (Mellor, 2000).  

1.2.2.3 Přenos arbovirů z vektora na hostitele 

Hlavním typem přenosu arbovirů je horizontální přenos. Charakterizuje se jako 

přenos mezi hostitelem (obratlovcem) a krev sajícím bezobratlým vektorem (Lequime a 

Lambrechts, 2014). Infikovaný vektor přenáší virus na hostitele, ale také jsou známy 

případy, kdy neinfikovaný přenašeč se může nakazit během sání na infikovaném jedinci 

Obrázek 1: Životní cyklus komára rodu Aedes.  
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(Kuno a Chang, 2005). Tímto druhem přenosu se přenášejí viry jako WNV, YFV nebo 

TBEV (Andayi a spol., 2014).   

Druhý typ přenosu arbovirů je vertikální přenos. Do této kategorie se řadí 

transovariální přenos, kdy se virus musí namnožit a infikovat buňky reprodukčního systému. 

Při tomto způsobu se virus přenáší během kladení z nakažené matky na vajíčko (Hardy a 

spol., 1984). Tímto způsobem byl zaznamenán přenos Dengue viru (Costa a spol., 2017).  

Další cestou nákazy larev komárů je možnost nakažení v kontaminované vodě během 

jejich krmení. Evidovaný případ tohoto způsobu přenosu byl u viru Rift Valley Fever 

(RVFV, Phenuviridae), (Turell a spol., 1990). Přenos infekce byl prokázán u komárů i při 

oplození, kdy neinfikovaná samička byla nakažena infikovaným samečkem (Mavale a spol., 

2010).  

1.2.2.4 Mezihostitelský přenos 

 Mimo výše zmíněné přenosy přes vektory existuje i přenos mezihostitelský. Jedním 

ze známých způsobů přenosu je nákaza přes mléko u koz, ovce, případně skotu. Takto se 

může infekce přenést na jejich potomky, nebo dokonce přes mléčné výrobky až na lidi 

(Pfeffer a Dobler, 2010). Další možná cesta nákazy je přes kontaminovanou potravu, 

například když se zvěř nakrmí na infikovaném uhynulém jedinci. Infekce se také může 

přenášet přes infikované tělní látky, jako je moč a výkaly (Kuno a Chang, 2005).  

  V nedávné době byl objeven přenos přes sperma u lidí a to se týká viru Zika (ZV), 

(Mansuy a spol., 2016). Všechny způsoby přenosu jsou zobrazeny na Obr. 2.  
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Obrázek 2: Grafické znázornění způsobů přenosů arbovirů popsaných v kapitole Přenos arbovirů 

(1.2.3.)  

 

1.2.3 Výskyt v polárních oblastech 

Arboviry v polárních oblastech byly zaznamenány v minulosti již několikrát. Byly 

objeveny v různých oblastech a také u mnoha druhů odlišných hostitelů. Byly detekovány 

buď asymptomaticky, nebo naopak s velmi širokou škálou klinických příznaků. Mnohé 

vědecké studie potvrdily výskyt protilátek proti již výše zmíněným arbovirům u hlodavců, 

savců či dokonce u lidí (Pierson a Graham, 2016; Descamps, 2013).  

Mezi viry, které byly nalezeny po sérologických testech na protilátky u lidí, patří 

Northway virus (NWV, Peribunyaviridae), který byl detekován v oblastech Severní 

Ameriky (Sahu a spol., 2002), Sindbis virus (SINV, Togaviridae), který byl zaznamenán jak 

u savců, tak u lidí na Aljašce, Švédsku a Finsku (Walters a spol., 1999). Také byla 

zaznamenána detekce protilátek proti virům z čeledě  Flaviviradae, jako je St. Louis 

encephalitis virus (SLEV) a West Nile virus (WNV), u různých druhů hostitelů ze skupiny 

obratlovců na Aljašce a v Kanadě (Pedersen a spol., 2016).  
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Arboviry byly zaznamenány na všech světových kontinentech vyjma kontinentální 

Antarktidy (Mc Lean, 1975; La Linn a spol., 2001). V minulosti byly ale opakovaně 

detekovány na jižní polokouli na ostrově Macquarie, ležícím v jihozápadní části Tichého 

oceánu, který se nachází přibližně v polovině vzdálenosti mezi Austrálií a Antarktidou 

(Doherty a spol., 1975; Major a spol., 2009). V této oblasti bylo zaznamenáno velké 

množství arbovirů z několika čeledí, například Catch me cave virus (CMCV, Phenuviridae), 

který byl nalezen u tučňáka skalního (Eudyptes chrysocome). Tučňáci představují jedny 

z nejhojnějších hostitelů na jižní polokouli (Major a spol., 2009).  

Na severní polokouli je výskyt arbovirů pestřejší a arboviry zde byly zaznamenány 

na arktických územích několika států, a to například - Snowshoe hare virus (SSHV) z čeledě 

Bunyaviridae, který byl objeven na Aljašce či v Kanadě (McLean, 1983; Mitchell a spol., 

1993; Carson a spol., 2017). Nejhojnější výskyt arbovirů je v oblastech Arktického Ruska, 

Kanady, Aljašky, nebo Skandinávie. Zatímco na těchto místech byly arboviry 

dokumentovány, záznam o výskytu chybí z ostrovů v Arktickém oceánu, jako jsou Grónsko, 

Island nebo Svalbard. V nedávné době bylo provedeno i první vyšetření komárů rodu Aedes 

a klíšťat rodu Ixodes z oblastí Grónska, Svalbardu a ostrova Jana Mayena na výskyt arbovirů, 

ale zatím v těchto oblastech nebyl výskyt prokázán (Elsterová a spol., 2015; Müllerová a 

spol., 2018). Pro větší přehlednost byla vytvořena Tab. 1 se zaznamenanými arboviry, které 

byly detekované na území polárních oblastí. 
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Tabulka 1: Arboviry zaznamenané v polárních oblastech. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Čeleď/

Řád 

Rod Typ viru Oblast Přenašeč Hostitel Citace 

R
eo

v
ir

id
a

e
 

O
rb

iv
ir

u
s 

Great Island virus, 

Tribec virus, 

Kemerovo virus 

S Atlantik, 

Aljaška, SV 

Rusko 

I. uriae 

I.signatus 

mořští ptáci 

(Uria aalge, 

Risa 

tridactyla) 

savci 

lidé 

Dedkov a 

spol., 

2005 

Okhotskiy virus Rusko, USA, 

Kanada 

I.uriae, 

I.signatus 

 

mořští ptáci 

(R.tridactyla 

(U.aalge, 

F.glacialis) 

 

Lvov a 

spol 1973 

Bauline virus Norsko, 

Kanada 

I. uriae F. ardita Main et 

al., 1973, 

Saikku et 

al., 1980 

 

B
u

n
y

a
v

ir
a

le
s 

B
u

n
y

a
v

ir
u

s Sakhalin virus S Amerika, 

S Rusko 

I.uriae, 

I.signatus 

 

neznámý Lvov a 

spol 

1973 

P
h

le
b

o
v

ir
u

s 

Tahyna virus  Kolský 

poloostrov 

(SZ Rusko) 

Ae. 

communis 

neznámý Lvov a 

spol., 

1985 

Uukuniemi virus S Atlantik, SZ 

Rusko  

I.uriae, 

I.signatus 

I. rucinus 

I. rothschildi 

mořští ptáci Thomas 

L.A. a 

spol, 

1973 

Catch me cave virus Macquarie  I. uriae tučňáci 

(Eudyptes 

chrysocome) 

Major a 

spol., 

2009 

Zaliv Terpeniya 

virus 

Skandinávie, 

Rusko, 

Kanada 

I. uriae mořští ptáci 

(U.aalge (U 

lomvia, R. 

tridactyla, 

Larus 

marinus) 

 

Lvov a 

spol 1973 

F
la

v
iv

ir
a

d
a

e 

F
la

v
iv

ir
u

s 

Tyuleniy virus Rusko, 

Aljaška, 

Norsko 

(Rost Island) 

I. uriae  

I. putus 

mořští ptáci 

(Uria aalge, 

Uria lomvia, 

Fratercula 

arctica,  

Lvov a 

spol., 

1972 

Thomas a 

spol., 

1973 
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 B

u
n

y
a

v
ir

u
s 

California 

encephalitis virus 

S Amerika, 

Norsko,  

Arktická 

Kanada 

Ae. 

canadensis, 

Ae. 

communis 

 

hlodavci 

(Lepus 

Amerricanus

) 

Kurstak a 

spol, 

1979 

Inkoo virus Skandinávie, 

Aljaška 

Ae. 

communis 

hlodavci 

(Apodemus 

sp., Microtus 

sp., Sorex 

sp) 

Brummer

-

Korvenk

ontio a 

spol., 

1973 

 

Chatanga virus Finsko, 

Švédsko, 

Rusko  

komáři lidé Putkuri a 

spol., 

2016 

Snowshoe hare 

virus 

Kanada,  

Aljaška 

Ae.canadien

sis, 

Ae. 

Comunis,  

Culex 

inornata 

hlodavci 

(Lepus 

americanus) 

 

McLean 

a spol, 

1975, 

Mclean a 

spol., 

1977 

Northway virus  Aljaška komáři rodu 

Aedes  

králíci, 

hraboši 

Ritter a 

Feltz., 

1974 

 

T
o

g
a

v
ir

id
a

e
 

  
 A

lp
h

a
v

ir
u

s 

Ghate virus Bajkal komáři neznámý Lvov a 

spol., 

1995 

Sindbis virus  Skandinávie Komáři rodu  

Culex 

ptáci 

lidé 

Kurkela 

a spol., 

2008 
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1.3 Virus chřipky  

Chřipka je vysoce infekční onemocnění způsobované chřipkovými viry typu A, B, 

C, které se řadí do čeledě virů Orthomyxoviridae (Rappole a Hubálek, 2006). Ptačí chřipka 

(Aviární influenza) je nakažlivé onemocnění především ptáků, ale i prasat či mořských 

savců, způsobené virem ptačí chřipky (Avian influenza virus, AIV). Způsobuje závažná 

onemocnění u volně žijícího ptactva, převážně u ptáků z řádu dlouhokřídlých 

(Charadriiformes) a vrubozobých (Anseriformes), (Curran a spol., 2014). Může také 

infikovat domestikovanou drůbež nebo savce včetně člověka (Vandegrift a spol., 2010).  

Ptačí chřipce je v dnešní době věnováno mnoho pozornosti, nejvíce zkoumané jsou 

vysoce patogenní formy ptačí chřipky označované jako HPAIV (z anglického slovního 

spojení Highly Pathogenic Avian Influenza Virus), (Toennessen a spol., 2011). Tento typ 

byl poprvé objeven u volně žijícího ptáka rybáka obecného (Sterna hirundo) v roce 1961, 

(Becker, 1966). Druhým typem formy AIV jsou nízko patogenní formy neboli LPAIV (Low 

Pathogenic Avian Influenza Virus), které cirkulují hlavně u vodního ptactva (Verhagen a 

spol., 2015). Klasifikace vysoce a nízko patogenní formy chřipky se uvádí na základě 

virulence, kterou způsobuje u kuřat. HPAIV způsobují letální infekce a 100 % úmrtnost v 

rámci 48 hodin po zahájení infekce. Zatímco LPAIV, kterých je většina, způsobují výskyt 

infekce s nižší úmrtností a zřídka zapříčiní vypuknutí závažného onemocnění u drůbeže 

(Webster a spol., 1992). Rozdílná je i replikace a přenos viru u obou forem. LPAIV se 

replikují ve střevech, nebo dýchacích orgánech a jsou vylučovány převážně trusem 

infikovaných ptáků. Tedy přenos viru je hlavně fekálně-orální cestou (Webster a spol., 

1992). V porovnání HPAIV se replikují v celém hostiteli a jsou mnohem snadněji přenášeny 

cestou přes horní cesty dýchací (Horimoto a Kawaoka, 2005).  

 Virus chřipky je kategorizován podle hostitele. Jako AIV se označují všechny 

chřipkové viry, jejichž prvním hostitelem byl pták. Podle hostitele se virus chřipky rozděluje 

na ptačí, prasečí (swine influenza), (Masic a spol., 2013) či koňský kmen (equine influenza). 

Mezi další známé hostitele patří velryby, psi, netopýři, lachtani, tygři a leopardi či fretky 

(Suarez, 2000; Riel a spol., 2007; Keawcharoen a spol., 2004). Virus chřipky se 

charakterizuje podle určení subtypů na základě dvou povrchových glykoproteinů HA - 

hemagtutininu a NA – neuroamidázy. Dosud bylo identifikováno 18 forem HA (Dusek a 

spol., 2014) a 11 typů NA (Sun a spol., 2014). Podle typu těchto proteinů se označují subtypy 

chřipky. Zjištěné subtypy AIV u různých hostitelů jsou zaznamenány na Obr. 3.  
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Obrázek 3: Souhrn subtypů Influenza viru podle proteinu HA a NA u jednotlivých hostitelů (převzato 

z http://www.glycoforum.gr.jp/science/glycomicrobiology/GM10/GM10E.html a Webster a 

Govorkova, 2014 a upraveno).  
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Z obrázku 3 je zřetelné, že infekce IAV se týká široké škály hostitelů včetně člověka. 

Chřipkové pandemie, které propukly u lidí, byly způsobeny různými subtypy IAV. První 

velká pandemie nazvaná španělská chřipka byla způsobené kmenem H1N1 a způsobila smrt 

nejméně 20 milionů lidí v letech 1918-1919 po celém světě. Druhý případ vzniku pandemie 

byl v roce 1957, kdy kmen H1N1 nahradil kmen H2N2, pandemie se rozšířila z Asie, a proto 

dostala název asijská chřipka. Třetí pandemie se vyskytla v roce 1968 v Hong Kongu 

subtypem H3N2 (Taubenberger a Morens, 2006). Další pandemie propukla v roce 1977, ta 

byla způsobena obdobným subtypem jako chřipka španělská H1N1, tentokrát se ale 

pandemie šířila z čínsko-ruského pohraničí a dostala název ruská chřipka (Reed a spol., 

2003).  

První prokázaný případ lidského onemocnění ptačí chřipkou byl zaznamenán v roce 

1977 v Hong Kongu subtypem H5N1. Dále se virus rozšířil do několika oblastí v Asii 

(Thajsko, Jižní Korea, Čína), (Rappole a Hubálek, 2006). Dalším zjištěným subtypem AIV 

v lidské populaci byl H9N2. Onemocněly jím děti opět v Hong Kongu na konci 20. století 

(Peiris a spol., 1999). Od roku 2003 se začal virus šířit do Evropy (Nizozemí, Německo) a 

Afriky (Rappole a Hubálek, 2006). V České republice byla AIV poprvé objevena v roce 

2006 v Hluboké nad Vltavou, kde byla nalezena uhynulá labuť velká (Cygnus olor), 

(převzato z World Health Organization: 

http://www.who.int/influenza/human_animal_interface/H5N1_avian_influenza_update2014031

7).  

Jedním ze způsobů nákaz člověka je přímý styk s infikovaným zvířetem. Často 

zaznamenané případy infekce byly v místech chovu drůbeže (Capua a spol., 2010). Vysoké 

riziko možné nákazy vzniká při usmrcení či přípravě infikované zvěře ke spotřebě. Člověk 

se může nakazit při pojídání infikovaného kusu masa, vajíčka nebo vnitřností (Spickler a 

spol., 2008).  

Další možnost nákazy je respirační cestou, a to inhalací infekčního aerosolu, nebo 

fekálně orální cestou. Nebezpečným zdrojem je trus z infikovaných jedinců a 

kontaminovaná voda. Příkladem je každoroční vysoká nákaza mladých kachen na 

kanadských jezerech (Webster a spol., 1992). Je to také zdroj nákazy pro ostatní zvířata nebo 

lidi (Hayden a Croisier, 2005). Jsou známy případy přenosu z člověka na člověka. K přenosu 

může dojít přes stolici. Těsný kontakt s nemocným člověkem může být dalším zdrojem 

infekce AIV. 

http://www.who.int/influenza/human_animal_interface/H5N1_avian_influenza_update20140317
http://www.who.int/influenza/human_animal_interface/H5N1_avian_influenza_update20140317
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1.3.1 Molekulární struktura a variability viru 

Virová částice viru chřipky má sférický tvar o velikosti 80 – 120 nm a lipidový obal 

je odvozen od plazmatické membrány hostitelské buňky. Jedná se o virus, jehož genom je 

tvořen osmi segmenty jednořetězcové RNA negativní polarity (-ssRNA). Genomická RNA 

slouží i jako templát pro syntézu virových mRNA. Replikační cyklus viru probíhá v jádře 

hostitelské buňky. Virion musí mít začleněnou RNA-dependentní RNA polymerázu. Tento 

protein přepisuje negativní RNA na RNA o pozitivní polaritě, ta poté může rovnou sloužit 

jako mRNA pro hladký průběh translace (Grunt a Brinton, 1986).  

Segmentovaný genom viru AIV o celkové délce přibližně 13,6 kb kóduje 11 proteinů 

(Webster a spol., 1992). Mezi těchto 11 proteinů patří nestrukturní proteiny RNA 

polymerázového komplexu PA, PB2 , PB1, PB1-F2. Ty zajišťují virovou replikaci a 

transkripci. Dalšími nestrukturními proteiny jsou NP – nukleoprotein, který kontroluje 

replikaci virové RNA a NS1/NS2 – nestrukturní proteiny 1 a 2. Mezi další kódované proteiny 

patří M1/M2 – matrixové proteiny 1 a 2. Klasifikace je založena na posledních 2 

povrchových glykoproteinech kapsidy: HA - hemaglutinin, a NA – neuraminidázy. Protein 

hemaglutinin je důležitý pro vstup viru do hostitelské buňky a interakci s hostitelským 

imunitním systémem, zatímco protein neuraminidáza katalyzuje opuštění viru hostitelské 

buňky (Vandegrift a spol., 2010). Všechny výše zmíněné proteiny jsou znázorněny na Obr. 

4.  
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Obrázek 4: Molekulární struktura virové částice Influenza A viru (Horimoto a Kawaoka, 2005 - 

upraveno). 

Virus chřipky je specifický svými mechanismy úniku imunitnímu systému hostitele 

způsobem antigenního shiftu a antigenního driftu.   

Prvním způsobem je tzv. antigenní shift (zlom). Tento proces zapříčiňuje změnu 

v antigenních vlastnostech viru a týká se přeskupení segmentů. K přeskupení dojde, infikují-

li společně dva subtypy viru jednu hostitelskou buňku. Důležitými faktory jsou 2 hlavní 

povrchové proteiny – HA a NA, mezi kterými dochází k přeskupení. Nový subtyp AIV 

disponuje buďto novým typem HA, NA, nebo novou kombinací HA i NA (Reed a spol., 

2003). Toto široké spektrum možných kombinací umožňuje tvorbu nových subtypů = nový 

virus s odlišnými antigeny, který se vyhýbá hostitelské imunitě. Následkem může být vnik 

nové pandemie (Reed a spol., 2003). 

Antigenní zlom nastává často při mísení ptačího a lidského kmenu chřipky v praseti. 

V respiračním traktu prasete jsou receptory pro hemaglutinin jak ptačího, tak lidského viru 

chřipky, na rozdíl od lidí a ptáků. Proto může u prasete během replikace docházet 

k přeskupení genetické informace a tvorbě nových kmenů (ko-infekce mezi ptačími subtypy 

a ostatními savčími kmeny chřipkového viru), (Russier a spol., 2017).  



19 
 

Druhým zdrojem variability je odborně nazývaný antigenní drift (posun). Antigenní 

posun je hromadění drobných mutací vzniklých substitucí či delecí při replikaci genomu 

v buňce. Dochází k malým antigenním změnám, ale antigenní posun nedává vzniknout 

novým subtypům. Tento proces umožňuje reinfekci jedinců, kteří již nákazu daným 

subtypem prodělali (Carrat a Flahault, 2007).  

   

1.3.2 Subtypy  

Jak již bylo popsáno výše, virus chřipky se klasifikuje podle subtypů dvou povrchových 

proteinů – NA a HA. Z Obr. 3 je zřejmé, že subtypy H1-H16 se nacházejí u volně žijících 

ptáků. Vysoce patogenním subtypem je H5N1. Od roku 2002 tento virový kmen způsobil 

vysoká úmrtí u desítek druhů ptáků z různých řádů (Vandegrift a spol., 2010). Byl detekován 

i u prasat, cibetek, domácích koček, tygrů, leopardů a lidí.  

Zatímco subtypy H3, H6  se objevují především u kachnovitých (Alcidae), husovitých 

(Anseriane) a labutí (Cygnini), subtypy H4, H9, H11 a H13 jsou rozšířené u čeledě 

Slukovitých (Scolopacidae), u rybáků a racků (Charadriiformes), (Rappole a Hubálek, 

2006). AIV cirkuluje u mnoha druhů volně žijícího vodního ptactva. Nejčastěji se objevuje 

u ptáků z řádu vrubozobých (Anseriformes), respektive u kachny divoké (Anas 

platyrhynchos). U vrubozobých byly nalezeny všechny subtypy HA 1-16 a NA 1-9 

(Vandegrift a spol., 2010).  

Ptáci z řádu dlouhokřídlých (Charadriifromes) jsou úzce spjati se subtypy AIV H13 a 

H16. Tyto kmeny se označují jako „gull-asociated“, tzv. úzce spojené s rackovitými 

(Laridae), (Toennessen a spol., 2011). Mimo tyto subtypy byly u ptáků z čeledě Laridae 

detekovány všechny subtypy H1-16 (mimo H15) a N1-9, z toho nejčastěji H4, H5, H6, H9 

a N1, N2, N3, N9 (Arnal a spol., 2015). Konkrétně u racka tříprstého se podařilo detekovat 

subtypy H4, H13, H16 a N2, N3, N6 (Hall a spol., 2013; Toennessen a spol., 2011). Subtypy 

H13 a H16 jsou ve většině případů detekovány na severní polokouli (Verhagen a spol., 

2014). Výjimkou je záchyt subtypu H13N9 z racka jižního (Larus dominicanus) v Jižní 

Americe (Pereda a spol., 2008).  

Subtyp H13 AIV byl poprvé objeven u racka delawarského (Larus delawarensis), racka 

vnitrozemského (Leucophaeus pipixcan) a racka stříbřitého (Larus argentatus) ve 

Spojených státech amerických v roce 1982 (Hinshaw a spol., 1982). Tento subtyp byl také 
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nalezen u velryby kulohlavce černého (Globicephala melaena) v roce 1986 (Hinshaw a 

spol., 1986). V roce 2009 byl subtyp AIV H13N9 izolován ze dvou racků šedivých (Larus 

hyperboreus) a z husy sněžné (Chen caerulescens) na Aljašce (Ramey a spol., 2010).  

Blízce příbuzný subtyp H16 byl poprvé popsán v roce 2015 u racka chechtavého 

(Chroicocephalus ridibundus) ve Švédsku (Fouchier a spol., 2005). Retrospektivní studie 

probíhající v Severní Americe, které se zabývají sekvenováním izolátů AIV, ukázaly, že 

subtyp H16N3 byl již v roce 1975 přítomen u testovaných racků tříprstých na Aljašce 

(Obenauer a spol., 2006). V roce 2011 byla AIV detekována u racků tříprstých v Norsku, 

kde se po následných HI testech potvrdily subtypy H13 a četněji H16 (Toennessen a spol., 

2011).  Podle studií jsou tyto subtypy objevovány především u racků a mořských ptáků.   

 

1.3.3 Výskyt a šíření viru 

 Jak je již mnohokrát uvedeno výše, AIV způsobuje onemocnění dýchacích cest u 

široké škály zvířat, i u člověka. Mezi největší rezervoár nákazy ale řadíme volně žijící ptáky 

(kachny, husy, ale i buřňáci, potápky, volavky, racci a rybáci) a drůbež (krocani, perličky, 

křepelky, kuřata), (Webster a spol., 1992).  Replikace samotného viru u ptáků probíhá 

přednostně v buňkách střevního traktu a poté je vyměšován ve vysoké koncentraci společně 

s výkaly. Virus je v hojném množství vylučován na jaře (květen až červen) a také na podzim 

(září až listopad), což je odpovídající čas pro migraci do zimovišť (Tůmová, 2008). V 

polárních oblastech (Aljaška, Kanada) ptáci hnízdní v letních měsících, a proto k vylučování 

viru dochází nejvíce právě v tomto období (Ito a spol., 1995). Virus zůstává ve vodním 

prostředí a RNA dokáže přetrvat v ledu (Zhang a spol., 2006).  

 Šíření viru mezi ptactvem se rozděluje na dva typy – horizontální (kdy se jedná o 

přenos infekce mezi chovy drůbeže) a vertikální (to je přenos z volně žijících migrujících 

ptáků do skupin ptáků suchozemských i vodních), (Brugh a Johnson, 1986). Zdokumentovat 

a přesně popsat vertikální přenos je velmi obtížné vzhledem k migraci ptactva. Existují sice 

hlavní migrační linie, ale k nim enormní škála vedlejších migračních cest. Dosud není známá 

jednoznačná migrace skrz Evropu, na studie, které to upřesní, se stále ještě čeká. Zatím je 

známo, že Evropská linie vede ze severní části Evropy a severu Ruska a pokračuje do 

Pyrenejí, Balkánu a Itálie, Sicílie a Afriky. Jsou známy 3 cesty migrace mezi polokoulemi, 

které každoročně absolvují volně žijící ptáci. První cestu představuje trasa z Aljašky do 

Východní Asie, kde ptáci z Aljašky každoročně přezimují. Druhou trasou je migrace 
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z Východní Asie do Pacifiku v Severní Americe, sem ptáci létají a přezimují na pobřeží 

Pacifiku. Třetí směr migrace vede z Evropy do Severní Ameriky, kam létají ptáci normálně 

žijící na Islandu. Ti zde přečkávají zimu na pobřeží Atlantiku (Rappole a Hubálek, 2006).  

 Miliony ptáků ročně migrují jen ze severních oblastí Kanady, Ruska či Evropy. Proto 

migrace představuje jednu ze snadných cest šíření viru a možnost zavlečení do nových 

území. Například ptáci, kteří migrují z Orientu, představují potencionální riziko pro přenos 

nových AIV kmenů do populace, které nemá vytvořené protilátky (Reed a spol., 2003). 

Výskyt AIV je tedy nejvíce pravděpodobný v místech s vysokou koncentrací ptactva na 

malém území a jejich společném soužití. Výzkumy, které se zaměřují na odchyt a testování 

volně žijících a migrujících ptáků, dokazují, že většina z nich je infikována několika subtypy 

AIV najednou a zároveň mají i různou kombinaci HA a NA subtypů (Ramey a spol., 2010; 

Toennessen a spol., 2011). To všechno odpovídá shromažďování velkého počtu ptactva, 

vzájemné infekci blízkým kontaktem či infekcí z kontaminovaného prostředí.  
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2 CÍLE PRÁCE  

Cílem této práce je rozšířit naši předešlou studii zaměřenou na výskyt virových 

infekcí v oblastech Svalbardu a Grónska.  

Cíle této práce jsou:  

1. Vyšetřit získané a sesbírané jedince komárů rodu Aedes na výskyt arbovirů pomocí 

molekulárních metod. 

2. Porovnat dostupná data o výskytu ptačí chřipky ve vybraných polárních oblastech formou 

metaanalýzy. 

3. Otestovat krevní séra na přítomnost protilátek viru chřipky získaná z jedinců v kolonii 

mořských ptáků Rissa tridactyla na Svalbardu.  
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3 MATERIÁL A METODY 

Metodická část této práce je z důvodu větší přehlednosti rozdělena do více částí. V první 

části této kapitoly jsou popisovány materiály a metody použité pro část práce zabývající se 

detekcí arbovirů. Druhá část je věnována popisu materiálu a metod pro práci týkající se 

vyšetření odebraných vzorků sér z mořských ptáků na detekci protilátek ptačí chřipky. 

Poslední kapitola se věnuje metodám použitých pro metaanalýzu výskytu ptačí chřipky 

v polárních oblastech.  

 

3.1 Polární oblasti a vymezení Arktidy  

Území Arktidy se dá vymezit různými způsoby, pro tuto diplomovou práci byl 

vybrán způsob definice oblasti Arktidy pomocí izotermy. To znamená, že jde o oblast na 

severní polokouli, v níž průměrná teplota nepřesahuje ani v nejteplejších letních měsících 

teplotu 10 ºC. V současnosti se do takto vymezeného území zahrnuje Severní ledový oceán, 

část severního pobřeží Evropy, Asie, Severní Ameriky o celkové rozloze kolem 26,5 mil 

km2, které je zobrazené na obr. 5 (Hueffer a spol., 2011).  

  

Obrázek 5: Mapa zobrazující polární kruh a vymezení Arktidy pomocí izotermy.  
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3.2 Vyšetřování arbovirů  

 

3.2.1 Přehled vzorků a popis oblasti 

Vzorky komárů byly sbírány v letních sezónách mezi lety 2012 až 2016. Celkově 

bylo nasbíráno a vyšetřeno přes 10 000 jedinců komárů rodu Aedes nigripes (přehled 

získaných vzorků je zaznamenám v Tab. 2). Tyto vzorky byly sbírány v lokalitách, které 

jsou zobrazeny na Obr. 6 a 7. Konkrétně vzorky ze Svalbardu pocházejí z oblastí okolo místa 

Petuniabukta (78°41'N 16°32'E, viz Obr. 6) a vzorky získané v Grónsku byly sbírány v okolí 

místa Kangerslussuaq (67°01′N 50°41′W, viz Obr. 7). 

Vzorky byly poskytnuty členy centra polární ekologie, a to jmenovitě Bc. Janou 

Müllerovou, doc. RNDr. Olegem Ditrichem, CSc.; RNDr. Janou Elsterovou; RNDr. Jiřím 

Černým, PhD.; a Mgr. Jakubem Žárským, PhD.  

Jednotliví komáři byli po sběru roztříděni a seskupeni do jednoho vzorku vždy po 30 

kusech dle lokality, data sběru a vývojového stadia do připravených zkumavek s 

400µl roztoku RNAlater (QIAGEN, Germany). Vzorky byly uchovávány v místě sběru na 

ledu a poté zamraženy (nikdy ne však později než dva týdny od data sběru) a uchovávány 

v mrazáku při teplotě -80 ºC.  

Tabulka 2: Přehled vyšetřovaných vzorků z let 2012- 2016. 

Lokalita Datum 

sběru 

Počet -

larvy 

Počet – 

kukly 

Počet - dospělci Celkem 

Grónsko 2014 0 0 1829 1829 

Svalbard 2012 953 718 378 2049 

 2013 0 0 522 522 

 2014 0 0 2310 2310 

 2015 0 390 1710 2100 

 2016 0 0 1871 1871 

Svalbard 

celkem 

 953 1108 6791 8852 

Celkem  953 1108 8620 10681 
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Obrázek 6: Přesná poloha místa sběru komárů na Špicberkách, GPS souřadnice [78°41′N 16°32′E].  

 

Obrázek 7: Lokalita sběru komárů v Grónsku, GPS souřadnice [67°01′N 50°41′W]. 
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3.2.2 Izolace RNA 

 Pro získání nukleové kyseliny, v našem případě RNA, byly vzorky nejdříve 

rozmraženy na 4 ºC a vyjmuty z RNAlater. Postupně byly přendány do zkumavek s 400 µl 

vychlazeným PBS roztoku, přidanou homogenizační kuličkou a homogenizovány pomocí 

přístroje Tissue Lyser II (QIAGEN, Germany) po dobu 3min/3000 otáček. RNA byla 

izolována pomocí soupravy QIAamp Viral RNA Mini kit (QIAGEN, Germany) a RNAGem 

Tissue (Zygem), u kterých se postupovalo dle přiloženého protokolu od výrobce, který je 

uvedený v elektronických přílohách.  

3.2.3 Reverzní transkripce (RT-PCR) 

 Pro detekci arbovirů v získaných vzorcích komárů byla využita jednokroková RT-

PCR za použití specifických primerů, které jsou vyjmenované v Tab. 4. Pro přípravu RT-

PCR reakce jsme využívali soupravu KAPA SYBR FAST One-step qRT-PCR Kit (Kappa 

Biosystems, USA) podle přiloženého protokolu, který naleznete v elektronických přílohách. 

Všechny složky pro RT-PCR reakci jsou uvedeny v Tab. 3.  

 

Tabulka 3: Komponenty PCR reakce. 

Komponenty Finální 

koncentrace 

Množství na 1 

reakci 

Deionizovaná voda  6,4 µl 

KAPA SYBR 

FAST qPCR Master 

Mix 

1x 10 µl 

dUTP 1x 0,4µl 

Primer forward 0,2 mM 0,4µl 

Primer reverse 200 nM 0,4µl 

KAPA RT Mix 200 nM 0,4µl 

DNA templát 10 ng/µl 2 µl 

Výsledný objem 

vzorků 

 20 µl 
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Tabulka 4: Přehled použitých primerů. 

Primer Cílený 

virový rod 

Sekvence Teplota 

nasedání 

Velikost 

[bp] 

Citace 

α -  

Alphavirus 

 

5´ - KYT CYT CIG TRT 

TIG TIC CIG G - 3´ 

61  

 

428 

Sanchez – 

Seco a 

spol., 

2001 

 

α + 5´- GAY GCI TAY YTI 

GAY ATG GTI GAI GG - 

3´ 

59,5 

BCS82 

C 

 

 

Orthobunya

virus 

 

5´-  ATG ACT GAG TTG 

GAG TTG CAT GAT 

GTC GC - 3´ 

60,1  

 

251 

Kuno a 

spol., 

1996 

BCS332

V 

5´- TGT TCC TGT TGC 

CAG GAA AAT  - 3´ 

50,5 

FlaF1A  

Flavivirus 

5´-  AGC AAA TTT AGG 

TGC TTT CCA A - 3´ 

49,2  

220 

Schwaiger 

a 

Cassinotti, 

2003 

 

FlaR1 5´-GCA ATC ATT GCC 

ATT GCA GA - 3´ 

49,7 

Orbi F1  

 

Orbivirus 

5´- TCT GAG ATG TAY 

GTY GGA GAT GAT A - 

3´ 

49,3  

 

188 

Palacios a 

spol., 

2011 

Orbi R 5´- CCY TGY TTN GCR 

TGN GTY TGY GTY 

TTY TC - 3´ 

57,1 

NPhlebo 

1 R 

 

Phlebovirus 

 

5´- AAR TTR CTI GWI 

GCY TTI ARI GTI GC - 

3´ 

56,4  

 

526 

Charrel a 

spol., 

2006 

 Nphlebo 

1 F 

5´- ATG GAR GGI TTT 

GTI WSI CII CC - 3´ 

53,5 
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Všechny RT - PCR reakce probíhaly za podmínek uvedených v protokolu od výrobce 

soupravy, které jsou popsány níže:  

Reverzní transkripce - 42ºC / 5 min 

Aktivace enzymu - 95 ºC / 3 min 

Denaturace - 95 ºC / 3 s 

Nasedání primerů – 60ºC / 20 s 

 

Jako negativní kontrola pro všechny připravené RT-PCR reakce byla použita 

namíchaná reakce bez přidaného templátu, doplněná deionizovanou vodou do finálního 

objemu. Jako pozitivní kontroly byly využívány virové suspenze, ze kterých byla izolována 

RNA stejně jako u vzorků. Pozitivní kontroly pro dané rody jsou vypsány níže:  

Alphavirus – Semliki Forest virus 

Orthobunyavirus – Ťahyna virus 

Flavivirus – virus klíšťové encefalitidy 

Phlebovirus - Uukunemi virus 

Orbivirus – Tribeč virus 

U těchto pozitivních kontrol byla provedena zkouška ředění. U vyizolovaných 

pozitivních kontrol jsme změřili získaný výsledný objem DNA v reakci a poté vzorek 

naředili tak, aby výsledná koncentrace odpovídala 1ng/µl. Následně byl vzorek ředěn 10 x 

ředící řadou (tzn. 10x, 100x, 1000x atd.) a poté byla provedena PCR reakce, gelová 

elektroforéza a následná vizualizace (všechny metody jsou popsány v této kapitole).  

3.2.4 Elektroforéza 

Vzniklá směs z PCR reakce byla smíchána s 2 µl vzorkového pufru Orange DNA 6x 

Loading Dye (Thermo Scientific, USA) s obsahem 5x SYBR Green a takto připravený 

vzorek byl elektroforeticky rozdělen na připraveném 2 % (w/v) agarózovém gelu/ 1x TAE 

pufru při napětí 140 V po dobu 45 minut. Vizualizace výsledků byla provedena pomocí UV 

transiluminátoru (Biometra TI 3, Walman, USA) a digitalizovány byly pomocí 
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fotografického aparátu Olympus C5060Z. Úprava obrázků byla prováděna v programu 

Alpha Ease® RT Software, verze 4.1.0.  

 

3.2.5 Purifikace DNA z PCR reakce 

Vzorky vhodné k osekvenování byly přečištěny přímo ze směsi z PCR reakce 

pomocí soupravy QIAqiuck PCR Purification kit (QIAGEN, Germany), postup probíhal 

podle návodu, který je uveden v elektronických přílohách. Jedinou provedenou změnou byl 

poslední krok – eluace, která místo do poskytnutého pufru byla provedena do PCR vody 

(QIAGEN, Germany). Po přečištění a změření koncentrace DNA na spektofotometru (Nano 

drop Spectotrophotometer, Thermo Scientific, USA) byly vzorky odeslány na sekvenování.  

 

3.2.6 Sekvenování 

PCR produkty z pozitivních kontrol byly připraveny podle požadavků laboratoře 

Biogen PRAHA (Czech Republic), která prováděla sekvenování pomocí BigDye Termiantor 

v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technologies, USA). Vzorky byly připraveny podle 

dodaného protokolu od firmy smícháním 5µl templátu o koncentraci 20-80 ng/µl s 5 µl 

primeru o koncentraci 10 µM.  

 

3.3 Detekce chřipky  

 

3.3.1 Metaanalýza výskytu AIV v polárních oblastech severní polokoule  

 Metaanalýza na téma AIV v polárních oblastech byla zpracována z publikací 

uložených v databázi PubMed. Kritéria pro vyhledávání publikací byla následující: zadané 

heslo - avian influenza (ptačí chřipka) a oblasti (Arktida, Kanada, Aljaška, Finsko, Švédsko, 

Norsko, Island, Grónsko). Byly vybrány články pojednávající o ptačí chřipce u volně žijících 

ptáků v Kanadských provinciích (Yukonské teritorium, Severozápadní teritoria, Nunavut, 

Québec, Newfoundland, Labrador). U oblastí Ruska, Finska, Švédska a Norska to byly 

lokality vyskytující se za polárním kruhem. Články z oblastí Aljašky, Islandu a Grónska byly 

zahrnuty všechny. Dále, aby byla publikace pro nás relevantní, musel být v publikaci určen 

přesný druh ptáka, u kterého byla provedena detekce viru chřipky a uvedena přesná lokalita 
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odchytu ptáka. Byly získány publikace z let 1993 až 2016. Ve všech článcích byly vyhledány 

i ostatní citované publikace a bylo provedeno další hledání dat v těchto publikacích. 

Výsledné analýzy byly zpracovány pomocí statistických testů a graficky vyobrazeny v 

kapitole Výsledky (5).  

 Z vybraných článků byly vyselektovány údaje o výskytu viru ptačí chřipky u různých 

druhů ptáků. Záznamy o výskytu AIV byly rozdělovány podle 2 kategorií – seroprevalence 

(detekce protilátek) a PCR prevalence (detekce viru). Údaje o výskytu AIV byly 

vyhodnoceny podle následujících kategorií, které byly vyselektovány v závislosti na 

ekologii ptáků hnízdících v polárních oblastech ornitologem RNDr. Václavem Pavlem, 

Ph.D.: 

1. vývojové stadium ptáků (věk) 

2. čeledě ptáků 

3. pohlaví ptáků 

4. způsob hnízdění 

5. migrace 

6. způsob zimování  

7. délka života 

 

3.3.2 Statistické vyhodnocení  

Statistická analýza byla provedena pomocí počítačového programu GraphPad Prism 

5.00 (GrapdPad Software, Inc., USA). Získaná data byla vyhodnocena pomocí Testu dobré 

shody, neboli Pearsonův chí-kvadrát test (Pearson´s chi - square Test), nebo pomocí 

Fisherova exaktního testu (Fisher exact test)v závislosti na objemu dat, a tudíž vhodnosti 

daného typu testu. Výsledky, jejichž hladina významnosti p byla menší než 5 % (p<0,005) 

byly považovány za statisticky signifikantní.  
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3.3.3 Získané vzorky a charakteristika místa odběru 

V letech 2013 – 2015 byl proveden sběr krevních sér a stěrů z kloaky a oropharyngu 

u mořských ptáků racků tříprstých (Rissa tridactyla) osidlujících město Pyramiden na 

Špicberkách (GPS 78°40'59.99" N 16°23'59.99" E, viz Obr. 8). Díky získanému povolení č. 

2013/00722-5 bylo v roce 2014 odebráno 100 krevních sér a stěrů. Všechny vzorky byly 

odebrány RNDr. Janou Elsterovou pod vedením ornitologa RNDr. Václava Pavla, Ph.D 

z Centra polární ekologie, České Budějovice.  

Odchyt ptáků byl prováděn do sítě buď přímo na hnízdě, nebo v jeho těsném okolí, 

pokud pták odletěl. Jedinci byli znehybněni přidržením zobáku a nohou. Poté mohl být 

proveden odběr krve (maximálně 0,5 ml) a stěry. Pták, kterému byl proveden odběr, byl 

označen znamením na hlavě, aby bylo zamezeno opakovanému odběru. Všichni jedinci byli 

po odebrání krve a provedení stěrů sledováni, žádný z jedinců nejevil pozorovatelné 

fyziologické změny. Všechny vzorky byly odebírány ve spolupráci se studentkami kurzu 

centra polární ekologie, Mgr. Zuzanou Literákovou a RNDr. Annou Mynářovou.  

Krevní séra byla odebírána sterilní jehlou s heparinem z křídelní žíly (viz Obr. 9). 

Místo vpichu bylo před i po odběru desinfikováno roztokem ethanolu. Vzorky krevních sér 

byly zpracovávány již v terénu či na terénní stanici. Nejdříve byly vzorky krve stočeny (6000 

ot./6min.), poté bylo separováno sérum, které bylo odebráno do sterilních zkumavek a poté 

uchováváno na ledu v terénním chladicím boxu při -2ºC a  následně uskladněno v mrazáku 

na -80ºC.  

Vzorky stěrů z orofaryngu a kloaky byly provedeny sterilním tamponem na plastové 

tyčince a ihned po setření převedeny do připravených sterilních zkumavek s 500 µl 

RNAlatter (viz výše) a uchovávány v chladicím boxu. Poté také uloženy do mrazicího 

zařízení na -80ºC. Z 20 jedinců byly provedeny výtěry orofaryngu, které byly následně 

převedeny do 1ml media (L15 + 5% PTS + 1% ATB + 1% GL) ve sterilní zkumavce a 

uchovávány v chladicím boxu.  

Jako vhodné místo pro odběr vzorků byla vybrána osada Pyramiden na Špicberkách. 

Na daném místě se nachází dostatek dnes již nevyužívaných budov a obydlí, která osídlila 

kolonie mořských ptáků rodu Rissa trydactila (viz Obr. 10). Celkem se v kolonii nachází 

721 hnízd, většina z nich je dostupná pro odchyt. Odběr byl prováděn v době, kdy dospělí 

jedinci seděli na hnízdě. 
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Obrázek 8: Mapa s vyznačením oblasti Pyramiden, kde byl proveden odchyt racků [78º 40´N 16º 

32´E].  
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Obrázek 9: Fotografie dokumentující odběr vzorků z mořských ptáků v Pyramiden.   

 

Obrázek 10: Fotografie racků tříprstých z osady Pyramiden.  
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3.3.4 ELISA test 

Byl proveden ELISA (z angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) test za účelem 

zjištění protilátek chřipkových virů ve vzorcích za pomocí soupravy Kit ID Screen Influenza 

A Competition Multi-species (IDVet, Francie). Testy byly provedeny přesně podle návodu 

poskytnutého od výrobce, který je přiložen v elektronických přílohách.  

U všech vzorků byla odečtena optická hustota (z angl.. Optical density) na 

spektofotometru (Infinite M 200, Tecan, Švýcarsko) při vlnové délce 450 nm. Vyhodnocení 

výsledků bylo provedeno podle návodu, tedy za použití výpočtu:  

 

Interpretace výsledků byla provedena podle Tab. 5.   

Tabulka 5: Rozhraní hodnot zadané od výrobce pro vyhodnocení pozitivních, negativních a 

hraničních vzorků.  

Kompetiční ELISA [%] Hodnocení 

≥ 50 negativní 

45 – 50 hraniční 

 ≤ 45 pozitivní 

 

3.3.5 Hemaglutinačně inhibiční test 

K analýze antigenních variant u pozitivních vzorků z ELISA testování byl proveden 

hemaglutinačně inhibiční test. Celé testování bylo zadáno Státnímu veterinárnímu ústavu 

v Praze (Česká republika) a bylo provedeno ve dvojkové ředící řadě.  

 

3.3.6 Grafické zpracování 

 Výsledky byly graficky zpracovány pomocí programu GraphPad Prism 5.00 

(GrapdPad Software, Inc., USA) a Microsoft Excel 2013 (Microsoft, USA).  
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4 VÝSLEDKY 

4.1 Arboviry 

4.1.1 Vzorky  

 Celkově bylo nasbíráno a vyšetřeno 10 681 jedinců komárů z oblastí Grónska a 

Svalbardu z letních sezón 2012-2016. Z celkového počtu je 8852 nasbíraných jedinců ze 

Svalbardu (953 larev, 1108 kukel a 6791 dospělých samic). Zbylých 1829 dospělých 

samiček se podařilo získat v letní sezóně 2014 z Grónska. Podíl larev, kukel a dospělých 

jedinců je graficky znázorněn na Obr. 11 a 12. Všichni jedinci byli identifikováni a určeni 

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

                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

11%

12%

77%

Svalbard

larvy kukly dospělé samičky

9%

10%

81%

Svalbard a Grónsko

larvy kukly dospělé samičky

Obrázek 11: Grafické a procentuální 

znázornění počtu nasbíraných jedinců 

komárů rodu Ae. nigripes na Svalbardu. 

 

Obrázek 12: Celkové rozdělení všech 

nasbíraných vzorků komárů z letních 

sezón 2012-2016 ze Svalbardu a 

Grónska.  
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4.1.2 Optimalizace metodiky pro detekci arbovirových sekvencí u vzorků 

komárů Ae.nigripes  
 

4.1.2.1 Charakteristika pozitivních kontrol  

Pozitivní kontroly, které byly používány pro experimenty, byly získané ze sbírky 

arbovirů Prazitologického ústavu z Biologického centra Akademie věd ČR (dostupné na: 

http://www.arboviruscollection.cz). Byly dodány ve formě virové suspenze, z které byla 

vyizolovaná RNA, která byla následně využívána pro další postupy. Přehled pozitivních 

kontrol je uveden níže:  

Alphavirus – Semliki Forest virus 

Orthobunyavirus – Ťahyna virus 

Flavivirus – virus klíšťové encefalitidy 

Phlebovirus - Uukunemi virus 

Orbivirus – Tribeč virus 

Všechny pozitivní kontroly byly za pomoci metod molekulární biologie popsaných 

v kapitole Materiál a metody (3) zpracovány a byly získány jejich sekvence. Pomocí 

programu BLAST a databáze GenBank byly sekvence porovnány, aby mohlo být potvrzeno, 

že se jedná o požadovaný virus použitý jako pozitivní kontrola pro daný rod. Získané 

sekvence jsou zaznamenány v Tab. 6.  
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Tabulka 6: Získané sekvence z virových suspenzí. 

Rod Virus GenBank (citace) 

Alphavirus Semliki Forest virus Semliki Forest virus nsp4 gene 

Y14761.1 

Orthobunyavirus Ťahyna virus Tahyna virus strain 29 segment S, 

complete sequence 

 

GU390669.1 

Flavivirus Virus klíšťové 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 Tribeč virus Tribec virus segment 1, complete 

sequences  

HQ266581.1 

 

U pozitivních kontrol byla provedena izolace RNA, RT-PCR reakce a pomocí gelové 

elektroforézy a UV iluminátoru následně vizualizované DNA produkty v očekávaných 

velikostech amplikonů. Pro zjištění detekčního limitu naší metody byla u všech pozitivních 

kontrol připravena desítková ředící řada s ředěními 1:10 – 1:10-9. Nejprve byla zjištěna 

koncentrace DNA získaného a přečištěného amplikonu u každé pozitivní kontroly. Vzorek 

byl naředěn tak, aby počáteční koncentrace byla 1 ng/µl. Poté bylo provedeno desítkové 

ředění a vzorky byly pomocí elektroforézy separaticky rozděleny a následně vizualizovány 

na agarózovém gelu. Následně byl odečten detekční limit (nejnižší hodnota signálu, kterou 

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
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jsme schopni detekovat) každé pozitivní kontroly a výsledy jsou uvedeny v Tab. 7 a na Obr. 

13. Pozitivní kontroly byly testovány za pomocí stejných souprav, pomocí stejných metod a 

v identických podmínkách jako ostatní testované vzorky. Výsledky jsou uvedeny na obrázku 

13.  

Flavivirus: 

 

Alphavirus: 

 

Phlebovirus: 
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Orthobunyavirus: 

 

Orbivirus: 

 

Obrázek 13: Fotografie gelů pro všechny arbovirové rody s vizualizovanou koncentrační řadou.  

 

 

  

 

 

Výsledky ředících řad pozitivních kontrol pro dané rody jsou shrnuty v Tab. 7.  

Nejmenší detekční limit byl zaznamenán pro rod Phlebovirus, naopak u rodu Flavivirus byla 

detekce pozorovatelná až do koncentrace 1x10-9 ng/µl DNA.  

 

Legenda:  

bp – počet párů bazí 

 -     negativní kontrola  

10x  - ředění 

→ velikost DNA molekuly 
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Tabulka 7:  Detekční limity pro všechny arbovirové rody.  

Rod Koncentrace DNA 

[ng/µl] 

Alphavirus 1x10-7  

Orthobunyavirus 1x10-5  

Phlebovirus 1x10-3  

Flavivirus 1x10-9  

Orbivirus 1x10-7  

 

4.1.2.2 Kontrola kvality RNA 

Ze získaných vzorků komárů byla vyizolována RNA. U několika vybraných vzorků 

byl proveden test přítomnosti RNA po izolaci. Vyizolovaná RNA byla separaticky rozdělena 

na agarózovém gelu a následně vizualizována (viz metody). Ukázka gelu s vyizolovanou 

RNA je na Obr. 14. 

 

Obrázek 14: Gel s ukázkou vyizolované RNA z komářích jedinců.   

4.1.2.3 Detekce arbovirů z komárů 

 Všechny vzorky komárů byly vyšetřeni pomocí jednokrokové RT-PCR s použitím 

specifických primerů pro daný rod na výskyt arbovirů z 5 zmiňovaných rodů: Alphavirus, 

Flavivirus, Phlebovirus, Orthobunyavirus, Orbivirus. Po provedeném testování všech 

vzorků se nepodařilo naamplifikovat produkt odpovídající délce očekávaného amplikonu u 

rodu Alphavirus – 446 bp, Flavivirus – 220 bp, Orthobunyavirus – 251 bp, Orbivirus – 188 
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bp, Phlebovirus – 526 bp. I přesto, že proběhla amplifikace pozitivní kontroly v očekávané 

velikosti amplikonů. Fotografie gelů s ukázkou pozitivní kontroly a negativními vzorky jsou 

na Obr. 15.  

Flavivirus:  

 

Orbivirus: 
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Alphavirus: 

 

 

Orthobunyavirus: 

 

Phlebovirus: 

 

Obrázek 15: Fotografie gelů pro všechny rody arbovirů se vzorky z komárů.  
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 U třech vzorků (č. 14, 43, 47) testovaných na přítomnost virů z rodu Orbivirus se u 

meziproduktu PCR objevily molekuly v přibližně shodné velikosti, jako byla očekávaná 

velikost amplifikace pozitivní kontroly. U těchto tří vzorků byla izolována DNA z PCR 

produktu a odeslána na sekvenování. Sekvence byly porovnány v databázi GenBank a 

výsledky ukázaly, že se jedná o nespecifické směsi molekul. Popisované falešně pozitivní 

výsledky jsou na Obr. 16. 

 

 

Obrázek 16: Gely se vzorky z komárů ze Svalbardu testované na přítomnost virů z rodu Orbivirus.   

 

 

 

 

 

Legenda:  

bp – počet párů bazí 

 -     negativní kontrola  

+ pozitivní kontrola 

→ očekávaná velikost DNA 

molekuly 

14,15,16.. – čísla vzorků 
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4.2 Porovnání výskytu ptačí chřipky ve vymezené lokalitě polárních 

oblastí 

 Byla vytvořena metaanalýza na výskyt ptačí chřipky v polárních oblastech severní 

polokoule RNDr. Jiřím Černým, Ph.D., Bc. Janou Müllerovou, RNDr. Janou Elsterovou, 

Mgr. Václavem Hönigem, Ph.D., RNDr. Václavem Pavlem, Ph.D., (in prep.) Z databáze 

PubMed byly podle zadaných klíčových slov: „avian influenza, 

Arctic/Canada/Alasca/Finland/Sweden/Norway/Iceland/Greenland“ získány publikace.  

Z nalezených publikací byly vybrány publikace podle našich kritérií, které jsou uvedeny 

v podkapitole Metaanalýza výskytu AIV v polárních oblastech severní polokoule (3.3.5). 

Z těchto publikací byly vyselektovány údaje o testování různých druhů ptáků na výskyt ptačí 

chřipky. Výsledné publikace byly z let 1993 až do roku 2016. Početnější objem publikací je 

až od roku 2005. Data byla zpracována podle vymezených kategorií – čeledě ptáků, pohlaví, 

odhadnutý věk, krátkodobě x dlouhodobě žijící ptáci, způsob migrace a způsob hnízdění.  

Data byla rozdělena do dvou kritérií – detekce viru AIV u ptáků (PCR prevalence) a 

detekce protilátek proti AIV (seroprevalence).  

4.2.1 Taxonomické rozdělení ptačích hostitelů AIV v polárních oblastech 

Z publikací byly vybrány všechny druhy ptáků, u kterých bylo prováděno testování 

na detekci viru, či protilátek viru ptačí chřipky ve stanovených oblastech. Všichni ptáci byli 

rozděleni do taxonomických kategorií (řád, čeleď, podčeleď) a zapsány do Tab. 8 a jsou 

uvedeny na Obr. 17. 
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Tabulka 8: Souhrn všech testovaných ptáků na výskyt AIV v polárních oblastech rozdělených so 

taxonomických skupin. Zeleně jsou zvýrazněni ptáci, u kterých bylo testováno velké množství 

jedinců a detekce AIV byla vysoká. Oranžová barva označuje ptáky, u kterých bylo otestováno 

dostatek jedinců, ale AIV se u nich neobjevila, nebo jen velice málo. Bíle zůstali ptáci, u kterých 

bylo testováno malé množství jedinců. 
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Alcidae 4822 182 0,037744 156 60 0,384615 

Passeriformes 2511 0 0 0 0 0 

Phalacrocoracidae 41 1 0,02439 0 0 0 

Gruidae 192 2 0,010417 0 0 0 

Gaviidae 10 1 0,1 0 0 0 

Anatinae 45801 2885 0,06299 1967 645 0,327911 

Sulidae 78 0 0 0 0 0 

Anserinae 44447 484 0,010889 3520 1689 0,47983 

Podicipedidae 1 0 0 0 0 0 

Tetraoninae 58 1 0,017241 0 0 0 

Laridae 5620 110 0,019573 419 144 0,343675 

Strigiformes 2 0 0 0 0 0 

Procellariidae 394 0 0 0 0 0 

Picidae 1 0 0 0 0 0 

Charadrii 6783 15 0,002211 513 130 0,253411 

 

Z Tab. 8 a Obr. 17 je zřejmé, že podle podílu testovaných jedinců a pozitivních 

výsledků z vymezených publikací byli jako vhodní hostitelé pro chřipku stanoveni jedinci 

z čeledě rackovití (Laridae) a alek (Alcidae), z podčeledí kachen (Anatinae) a hus 

(Anserinae). Zatímco pěvci (Paseriformes), buřňákovití (Procellaridae) a bahňáci 

(Charadrii) vhodnými hostiteli nejsou. Pro malý počet testovaných jedinců nelze vyhodnotit 

jedince z čeledí kormoránovití (Phalacrocoracidae), jeřábovití (Gruidae), potáplicovití 

(Gavidae), terejovití (Sulidae), potápkovití (Podicipedia) a datlovití (Picidae), z podčeledě 
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tetřevi (Tetraoninae) a z řádu sovy (Strigiformes). Nevyšší PCR prevalenci měli vzorkovaní 

jedinci z podčeledě hus a kachen.  

Protilátky byly nalezeny u všech ptáků, které byly na přítomnost protilátek proti AIV 

testovány a to jsou jedinci z podřádu bahňáci (Charadrii), z čeledě rackovití (Laridae) a alky 

(Alcidae), z podčeledí husy (Anserinae) a kachny (Anatinae). Nejvyšší seroprevalce byla 

prokázána u hus, alek a racků.  

 Výsledky PCR prevalence a seroprevalence jsou graficky zpracovány na Obr. 17.   

   

Obrázek 17: Grafické zhodnocení vybraných testovaných druhů ptáků na výskyt AIV v polárních 

oblastech. Do grafů jsou zahrnuti ptáci, u kterých byl testován dostatečný počet jedinců. Statisticky 

průkazné výsledky byly vyhodnoceny, pokud byla hodnota p<0,05. 

 Seroprevalence respektive PCR prevalence AIV se signifikantně liší mezi 

jednotlivými kategoriemi zařazení za použití chí-kvadrát testu (seroprevalence - χ2 = 185,94; 

p<0,0001 a PCR prevalence χ2 = 1976,4; p<0,0001). Nejvyšší seroprevalenci mají jedinci 

z podčeledě hus (Anserinae), zatímco nejvyšší PCR prevalence je u jedinců z podčeledě 

kachny (Anatinae).  
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4.2.2 Rozdělení ptačích hostitelů AIV v polárních oblastech do kategorií 

Všechna vybraná data z publikací byla rodělena do dle námi vybraných kategorií. 

Testované počty jedinců pro každou kategorii jsou uvedeny v Tab 9. Pro každou kategorii 

byl zvlášť vytvořen graf ukazující podíl ptáků, u nichž byla detekována RNA viru chřipky 

pomocí RT-(q)PCR ze stěrů a graf ukazující procentuální zastoupení ptáků, v jejichž krvi 

byly detekovány protilátky AIV. Všechny grafy se statistickým vyhodnocením jsou na Obr. 

18. 

 

Tabulka 9: Vyselektovaná data z publikací, která byla rozdělena do kategorií. U každé kategorie je 

uveden počet testovaných jedinců, počet pozitivních jedinců a podíl mezi pozitivními jedinci ku 

všem jedincům. 
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Věk Dospělci 10229 224 0,0219 750 247 0,3324 

Mláďata 5921 74 0,0124 633 63 0,1054 

Pohlaví Samci 1299 78 0,0601 2471 929 0,3760 

Samice 999 47 0,0571 2396 1052 0,4391 

Migrace Jednotlivci 352 4 0,012 0 0 0 

V hejnech 109132 3663 0,0336 6575 2668 0,4058 

Hnízdění Samostatně 98606 3374 0,0342 6000 2464 0,4107 

Kolonie 10876 293 0,0269 575 204 0,3547 

Délka 

života 

Krátkodobě. 98784 3376 0,0342 6000 2464 0,4107 

Dlouhodobě. 10700 291 0,0272 575 204 0,3548 
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Obrázek 18: A, B - PCR prevalence a seroprevalence u dospělých ptáků a mláďat,C, D – PCR a seroprevalence 

rozlišená podle pohlaví (samice x samec). E, F - PCR prevalence a seroprevalence u krátkodobě a dlouhodobě 

žijících ptáků. G, H – PCR prevalence a seroprevalence rozdělená podle typu hnízdění – solitéři, hnízdění v 

kolonii. I, J – PCR prevalence a seroprevalence u jedinců migrujících samostatně, nebo v hejnu. Statistické 

zpracování bylo z původních dat. Statisticky průkazné výsledky byly vyhodnoceny, pokud byla hodnota 

p<0,05.  
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Ze získaných údajů vyplývá, že prevalence AIV se signifikantně liší mezi mláďaty a 

dospělci (graf A - PCR prevalence χ2 = 17,78 p<0,0001; graf B - p<0,0001). Z hlediska 

pohlaví byl pozorovatelný rozdíl mezi samci a samicemi pouze v seroprevalenci (graf D – 

χ2 = 19,81 a p<0,0001). Detekce AIV se mezi samci a samicemi neliší (graf C - χ2 =0,04520;   

p=0,8316). Životní strategie má vliv na seroprevalenci a cirkulaci viru AIV, kde je rozdíl 

signifikantnější v porovnání s detekcí protilátek. U krátkodobě žijících ptáků je vyšší jak 

seropravelence, tak PCR prevalence (graf E - χ2 = 14,31; p<0,0002 a graf F - χ2 = 6,566; 

p=0,0104). Vliv hnízdění na prevalenci AIV je signifikantní jak z hlediska detekce 

protilátek, tak z hlediska detekce viru. Jedinci hnízdící samostatně mají vyšší PCR i 

seroprevalenci (graf G - χ2 = 16,02, p<0,0001; graf H- χ2 = 17,57, p<0,0001). Statistické 

vyhodnocení vlivu migrace bylo provedeno jen u PCR prevalence AIV, vzhledem k tomu, 

že detekce protilátek u samostatně migrujících ptáků nebyla provedena (graf I - χ2 = 4,679, 

p=0,305; J). 

 

4.3 Detekce protilátek proti AIV v séru racků tříprstých ze Svalbardu 

4.3.1 Původ vzorků k analýze výskytu AIV v dané kolonii 

Na základě výsledků z předešlé analýzy byla vybrána kolonie mořských ptáků – 

racků tříprstých (Rissa tridactyla) na Svalbardu, sídlící v osadě Pyramiden, jako vhodná 

kandidátní populace ptáků pro studium prevalence viru ptačí chřipky na Svalbardu. Jedinci 

v této kolonii jsou snadno přístupní, protože ptáci hnízdí na římsách oken starý budov. 

Odebírání vzorků tedy probíhá bez jakékoliv nutnosti lézt po skalách a v nepřízni počasí 

existuje i možnost úkrytu. Zatímco ostatní druhy žijící v dané oblasti hnízdí většinou na 

skalních útvarech na otevřených prostorech. Jejich hnízda jsou nedosažitelná a navíc kvůli 

ochraně hnízdišť pod podhledem státní správy (Sysselmannen) je potřeba získat povolení. 

Díky námi získanému povolení byla odebrána krev dospělcům racků tříprstých (Rissa 

tridactyla) v letní sezóně roku 2014 v oblasti města Pyramiden na Svalbardu.  

 

4.3.2 Detekce specifických protilátek proti viru ptačí chřipky typu A pomocí 

metody ELISA 

  U celkového počtu 100 odebraných krevních sér byl proveden kompetitivní ELISA 

test na přítomnost protilátek viru chřipky. Ze 100 testovaných vzorků bylo 13 vzorků 

pozitivních, 5 vzorků hraničních a 82 vzorků negativních. Výsledky jsou graficky 
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znázorněny na Obr. 19. Celková prevalence pozitivních vzorků z ELISA testu byla 13 % 

(13/100).  

 

Obrázek 19: Výsledky ELISA testu na detekci protilátek AIV v krevním séru (n = 100) z racků 

tříprstých odebraných v letní sezóně 2014. Jako pozitivní výsledky byly vyhodnoceny vzorky, pokud 

kompetiční hodnota byla ≤ 45%, hraniční 45 – 50 % a negativní ≥ 50%.  

 

4.3.3 Subtypizace AIV  

 Na analýzu pomocí metody hematoglutinačně inhibičního testu (HIT) bylo odesláno 

13 vzorků (pozitivních při ELISA testech) a 4 vzorky s hraničním výsledkem a 1 vzorek 

negativní, jako kontrola. Celkově tedy bylo odesláno 18 vzorků na otestování výskytu 

protilátek proti viru ptačí chřipky subtypu H16. HIT byly prováděny dvojkovou ředící řadou 

s minimálním ředěním 1:16 (dále 1:32, 1:64, 1:128, atd.).  

 Z celkového počtu 17 krevních sér racků tříprstých (které vyšly pozitivně a hraničně 

při ELISA testech) byly v 17 vzorcích zjištěny protilátky proti AIV subtypu H16 pomocí 

HIT. Tedy u 100 % (17/17) vzorků byly prokázány protilátky. Titr jednotlivých vzorků je 

uveden na Obr. 20. U vzorku, který byl vyhodnocen jako negativní za použití ELISA 

metody, vyšel HI test též negativně za použití H16 antigenu.   
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Obrázek 20: Graf distribuce HI titrů proti AIV subptypu H16 v séru (n = 17).  
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5 DISKUZE 

5.1 Arboviry  

5.1.1 Vzorky komárů  

 Cílem první části této práce bylo vyšetřit více než 10 000 kusů komárů rodu Aedes 

na výskyt arbovirů z námi vybraných čeledí. Všichni komáři byli identifikováni jako druh 

komára Aedes nigripes. Určení bylo v souladu s geografickým rozdělením druhů komárů na 

Svalbardu a v Grónsku a morfologické určení bylo provedeno podle identifikačního klíče od 

autorů Becker a spol., 2011. Na Svalbardu žije pouze druh komára Ae. nigripes (Coulson a 

Refseth, 2007). V Grónsku sice žije i Ae. impiger, ale tento druh se neobjevuje v okolí místa 

Kangerlussuaq (Jenkins, 1956). Ve všech vyšetřených vzorcích jsme nedetekovali žádný 

pozitivní výskyt arbovirů. A to i přesto, že jsme byli schopni detekovat všechny pozitivní 

kontroly, u kterých jsme detekci prováděli za využití stejných metod, a které byly 

zpracovávány za stejných podmínek jako námi vyšetřované vzorky.  

 U tří vzorků komárů testovaných na přítomnost arbovirů z rodu Orbivirus byly 

objeveny DNA molekuly v přibližně shodné velikosti, jako je amplifikovaná velikost 

pozitivní kontroly. Po následném zjištění sekvence a jejím porovnáním se sekvencemi 

uloženými v databázi GenBank se ukázalo, že se jedná o nespecifické směsi molekul. Může 

to být způsobeno selháním PCR metody nebo provedenou amplifikací bez templátu.  

Vzorky komárů byly sbírány v letních sezónách 2012-2016. Ihned po sběru byly 

uloženy do pufru RNAlater a dle dostupných podmínek uchovávány v chladícím zařízení. 

Náročnost uchování, přeprava vzorků z polárních oblastí (Svalbard, Grónsko) a stáří vzorků 

by mohli mít vliv na degradaci RNA a následné výsledky. Proto byl proveden test 

přítomnosti a kvality RNA po izolaci vzorků. RNA byla separaticky rozdělena na 

agarózovém gelu pomocí elektroforézy a výsledné amplifikované produkty jsou na Obr. 14 

v podkapitole Kontrola kvality RNA (4.1.3.). U RNA, která není izolována z hmyzu, je 

možné po separaci na gelu vidět 2 produkty ve velikostech 2 podjednotek rRNA 

(ribozomální RNA - velkou ribozomální podjednotku 28S ve velikosti přibližně 3800 bp a 

malou ribozomální podjednotku 18S ve velikosti přibližně 1900 bp), (Gillespie a spol., 

2006). U hmyzí izolované RNA je 28S rRNA rozdělena na 2 molekuly přibližně stejné 

velikosti – α a β. Tyto dvě části velké ribozomální podjednotky jsou spojeny pomocí vazby 

vodíkových můstků.  Když dojde k zahřívání hmyzí RNA (při izolaci, denaturaci, během 

elektroforézy) tak vazba mezi vodíkovými můstky se přeruší a vznikne komplex 
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podjednotky 28 S a spojí se s malou ribozomální podjednotkou 18S. Tento fragment spojený 

z obou podjednotek pak společně migruje agarózovým gelem a zobrazí se jako produkt ve 

velikosti přibližně 1900 bp (což je shodná velikost s malou ribozomální podjednotkou 18S), 

(Winnebeck a spol., 2010). 

5.1.2 Arboviry a polární oblasti  

Výskyt arbovirů ve vyšších zeměpisných šířkách v Arktidě je obecně limitovaný. 

Nejsevernější zeměpisná šířka, kde byly arboviry objeveny je 70º N (McLean 1975; Traavik 

a spol., 1978). A to i přesto, že se přenašeči postupem času přesouvají do vyšších 

zeměpisných šířek (Vora, 2008). Důvodem je změna klimatu v Arktidě, což zapříčiňuje 

mírnější zimy a zvětšující se počet vodních ploch díky tání ledovců (Johannessen a spol., 

2004). Nové podmínky jsou vhodné pro rozmnožování komárů a zvyšování počtu jedinců 

v polárních oblastech. Navíc se díky oteplování, na námi sbírané lokalitě, zvyšuje i počet 

klíšťat, kteří jsou dalšími potencionálními přenašeči arbovirů v Arktidě (Descampes a spol., 

2013).  

Podle veškeré dostupné literatury a našich dosavadních výsledků zatím arboviry 

nebyly detekovány v oblastech Svalbardu a Grónska. Ani v naší předchozí analýze jsme 

nenalezli žádné arboviry ve vzorcích klíšťat z Grónska a Svalbardu (Elsterová a spol., 2015). 

Jedním z důvodů proč se arboviry nenacházejí na námi vyšetřovaných místech (Svalbard, 

Grónsko) může být, že arboviry nejsou schopni se na izolovaných ostrovech usadit kvůli 

nedostatku zdrojů arbovirových infekcí (infekčních hostitelů). Ačkoliv v Grónsku se 

vyskytuje zajíc polární (Lepus arcticulus), který je vhodným hostitel pro Northway virus 

(Bennike a spol., 1989). Tento druh ale nemusí patřit do hostitelského spektra komára druhu 

Ae. nigripes (Corbet a Downe, 1966).  

Druhým důvodem může být extrémní klima, ve kterém arboviry nejsou schopny 

cirkulovat. Replikace viru v přenašeči (komárovi) je velmi citlivá na teplotu, i když u 

Northway viru bylo dokázáno, že se dokáže replikovat v arktickém vektorovi rodu Aedes ve 

4 ºC (McLean a spol., 1979).  

Třetím důvodem může být, že arboviry jsou v severních lokalitách obvykle 

detekovány v boreálních lesích v severním Norsku, nebo v Yukonském teritoriu (McLean 

1975 a Traavik a spol., 1978). Zatímco ve studovaných lokalitách se nachází tundra, ale ne 

les.   
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Dalším příčinou je obecně velmi nízká prevalence arbovirů u komárů v Arktidě. 

Například prevalence dvou virů - Batai virus (BATV, Orthobunyavirus) a Getah virus 

(GETV, Alphavirus) na Sibiři se uvádí nižší než 1:24,000 (L´vov a spol., 1995). Z toho 

vyplývá, že pro nízký počet námi získaných a vyšetřených jedinců, nemusel být virus 

zachycen.  

5.1.3 Následná práce a analýzy 

Pro rozšíření znalosti o výskytu arbovirů v polárních oblastech je potřeba získat více 

informací o výběru hostitelů pro sání u dospělých jedinců komárů druhu Ae. nigripes 

v Grónsku a na Svalbardu. Informací, která by rozšířila znalosti o výskytu arbovirů u 

v polárních oblastech je zjištění hostitele, na kterém sají komáří samičky. Znamená to 

nachytat co nejvíce komárů, najít nasáté jedince a pomocí sekvenování cytochrom oxydázy 

zjistit z jakého hostitele pochází nasátá krev.  

Problémem jsou i chybějící data o cirkulaci viru u komára druhu Ae. nigripes. Způsob 

jak lépe porozumět cirkulaci viru u tohoto druhu komára je přivézt larvy a kukly komára do 

naší laboratoře. Nechat tato vývojová stádia vyvinout do dospělců a pokusit se je nakazit 

virem. Následné pozorování nám může dát odpovědi na otázky, jestli je virus schopný šířit 

se v komárovi, jestli existuje transovariální přenos a jestli komár dokáže infikovat nové 

hostitele. 

Vysoko nad polárním kruhem ve Švédsku se u komárů objevují ve vysokých 

prevalencích dva druhy virů – Sindbis virus (Alphavirus) a Inkoo virus (Orthobunyavirus). 

U těchto virů byl dokonce detekován transovariální přenos (Tingström a spol., 2016). Je 

pravděpodobné, že i námi získaní komáři z oblastí Svalbardu a Grónsky by mohli tyto viry 

přenášet. Do budoucna je předpokládáno, že se vzorky otestují právě na přítomnost těchto 

dvou virů. Vhodnou metodou by byla PCR zacílené jen na jeden druh viru, která je znatelně 

citlivější, než PCR se specifickými primery pro celý rod arbovirů. Další možnost, jak 

v těchto vzorcích zjistit případný výskyt arbovirů je pomocí sekvenování nové generace 

(např. Ilumina sekvenování).  
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5.2 Metaanalýza 

Jak samotný výskyt viru ptačí chřipky, tak i přítomnost protilátek proti němu se u 

ptáků v polárních oblastech druhově různí. Nejvyšší výskyt protilátek je u podčeledě hus 

(Anserinae), zatímco nejvyšší frekvence výskytu samotného virus je u podčeledě kachen 

(Anatinae). To koresponduje s konstatováním, že kachny jsou hlavními přenašeči AIV ve 

světě (Stallknecht, 2003). Mezi taxonomickými skupinami se seroprevalence statisticky 

významně liší, ačkoliv přítomnost protilátek je poměrně vysoká u všech známých hostitelů 

tohoto viru. Zajímavý je poměrně vysoký výskyt protilátek u podřádu bahňáků (Charadrii), 

u kterých byla RNA viru ptačí chřipky nalezena jen s poměrně malou četností. To 

pravděpodobně ukazuje na to, že tito ptáci se AIV sice nakazit mohou, ale vzniklá 

protilátková odpověď je pak u nich dlouhodobá a zabraňuje tak další opětovné infekci. 

Z tohoto důvodu pak pravděpodobně nehrají v ekologii AIV významnou roli. 

 Prevalence AIV se významně liší u dospělých ptáků a mladých jedinců (všichni 

jedinci před druhým pelicháním). U dospělých ptáků byla častěji zaznamenána akutní 

infekce AIV i přítomnost protilátek. Jedním z důvodů může být, že se dospělí jedinci nakazí 

virem na vzdálených zimovištích (vhodnější podmínky pro cirkulaci AIV), kam mláďata 

(jedinci před prvním pelicháním) ještě nemigrovala a mladí jedinci (mezi prvním a druhým 

rokem života) je navštívila jen jednou, (Altizer a spol., 2011). Další potenciální důvod je, že 

dospělci se častěji shlukují do hejn. Dospělí jedinec se také může nakazit od jiného jedince 

při shánění potravy v těžce dostupných podmínkách v arktických oblastech. 

Signifikantní rozdíl mezi samci a samicemi je pouze v seroprevalenci, kdy častější 

výskyt protilátek mají samice. Důvodem toho může být například delší výskyt samic 

některých druhů na zimovištích. Pohlaví ale nemá vliv na frekvenci detekce výskytu 

samotného viru u ptáků.  

 Životní strategie je pro výskyt viru velmi důležitá. Krátkou dobu žijící ptáci jsou 

vhodnými rezervoáry pro výskyt AIV (dožívají se 10-15 let). To je dané zejména tím, že 

krátce žijící ptáci každý rok vyvedou větší množství potomků, kteří jsou z imunologického 

hlediska naivní a jsou tedy vhodnými hostiteli pro AIV. Naopak u dlouho žijících jedinců 

(dožívají se desítky let) dojde k infekci AIV jen jednou v průběhu života a další opakovaná 

infekce je zablokována přítomností protilátek. Vzhledem k tomu, že replikační cyklus těchto 

ptáků je obecně pomalejší, mají i méně potomků, kteří pak mohou být AIV infikovány. 

Pokud tyto výsledky porovnáme s taxonomickým rozdělením ptáků, jak jsme je popsali 
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dříve, tak jsou výsledky snadno vysvětlitelné. Jelikož ptáci z podčeledě kachny (Anatinae) 

a husy (Anserinae) mají krátkodobou životní strategii a u nich byl největší záchyt AIV. 

Naopak bahňáci (Charadrii) jsou většinou dlouho žijící ptáci a nízký výskyt AIV ale vysoká 

seroprevalence je u nich očekávatelná. 

 Jedinci hnízdící samostatně jsou významnějšími hostiteli AIV oproti jedincům 

žijících v kolonii. Tento výsledek podporuje hypotézu, že k infekcím AIV dochází nejvíce 

na zimovištích, nebo při migraci v hejnech, jakožto infekční choroba, by AIV měla 

preferovat ptáky sdružující se do skupin, ať už při hnízdění nebo při migraci (Altizer a spol., 

2011). 

 U způsobu migrace máme možnost porovnat pouze PCR prevalenci, u které vychází, 

že jedinci migrující v hejnech jsou častěji nakaženi AIV. To dokazuje, že shlukování během 

migrace, nebo na zimovištích kde jsou lepší podmínky pro přenos AIV a infikování nových 

jedinců je pro ekologii AIV důležitější než cirkulace tohoto viru v polárních oblastech (Reed 

a spol., 2003).  

 Výše zmíněné výsledky metaanalýzy naznačují, že Arktida nehraje významnou roli 

v přenosu AIV. Výsledky poukazují na fakt, že k rozsáhlým infekcím dochází 

pravděpodobně především na zimovištích, či během migrace.  

5.3 Ptačí chřipka   

5.3.1 Získané vzorky 

 Podle výsledků z metaanalýzy na výskyt ptačí chřipky v polárních oblastech bylo 

potvrzeno, že u racků tříprstých (Rissa tridactyla) byl zaznamenán záchyt protilátek proti 

viru chřipky v arktických oblastech (Toennessen a spol., 2011). Díky možnosti pobytu na 

terénní stanici v Petuniabuktě na Svalbardu bylo možné pozorovat a vybrat si dostupnou 

kolonii racků tříprstých sídlících v Pyramiden, což je osada nacházející se v blízkosti terénní 

stanice Centra Polární Ekologie na Svalbardu. Tato osada je bývalé sovětské město 

Pyramiden, které sloužilo pro těžbu nerostných surovin. Z toho důvodu se zde nachází 

mnoho budov, které poskytovaly ubytování zdejším pracovníkům. Také se zde nacházejí 

dřevěné tunely a jiné stavby, které sloužily pro přepravu uhlí. Vzhledem k tomu, že byla 

těžba v této osadě ukončena je Pyramiden opuštěným místem s hojným počtem prázdným 

budov a tudíž vhodnou lokalitou pro hnízdění kolonie racků tříprstých.  
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  Díky získanému povolení pro sezónu 2014 jsme v této kolonii odebrali 100 krevních 

sér a stěrů z racků tříprstých. Krevní séra byla otestována na přítomnost protilátek proti viru 

ptačí chřipky. Z celkového počtu bylo po provedení ELISA testů 14 vzorků pozitivních a 5 

vzorků hraničních, zbylé vzorky byly negativní. Po provedeném vyšetření vzorků se 

ukázalo, že 17 vzorků bylo pozitivních na výskyt ptačí chřipky subtypu H16. Tedy celková 

prevalence u námi testovaných vzorků byla 17 % (17/100). Bohužel oproti jiným studiím je 

počet vzorků nízký (Toennessen a spol., 2011), ale množství odebraných vzorků bylo 

limitováno získaným povolením a velikostí kolonie. Na druhou stranu se jedná o jedinečné 

a první testované vzorky na výskyt ptačí chřipky z oblasti Svalbardu. Nízké procento 

prevalence je v souladu s výsledky metaanalýzy, která ukázala, že Arktida není vhodným 

rezervoárem pro výskyt ptačí chřipky.  

 Subtyp AIV, na který jsme nechali vzorky otestovat, byl vybrán podle dostupné 

literatury. Subtyp typu H16 je nejčastěji detekovaným subtypem u racků tříprstých 

(Obenauer a spol., 2006). Dalším subtypem, který je s racky spojován a je u nich často 

detekován je  H13 (Fouchier a spol., 2005). Pro tyto dva subtypy jsou racci hlavními 

rezervoáry (Verhagen a spol., 2014). Naším záměrem bylo i nechat otestovat vzorky na 

subtyp viru ptačí chřipky H13, bohužel tento subtyp nebyl v České republice dostupný. 

Podařilo se nám ho získat až velmi nedávno a z toho důvodu nejsou tyto výsledky v 

diplomové práci zahrnuty.  

5.3.2 Vliv klimatických změn na virus ptačí chřipky  

 Během poslední dekády let má na rozšiřování infekcí vliv hned několik věcí – lidská 

aktivita, změny v přírodě, klimatické změny atd. Tyto změny dávají příležitost k šíření 

infekcí a patogenů do nových oblastí, nebo možnost infikovat nové hostitele (Arnal a spol., 

2014). Příkladem je epidemie SARS z počátku 21. století (Heymann a Rodier., 2004). 

Dalším vhodným příkladem je virus chřipky, který pochází z volně žijících živočichů a 

představuje hrozbu pro lidi a ostatní živočichy (Li a spol., 2004). V roce 2005 propukla 

panzootická vlna viru ptačí chřipky v jihovýchodní Asii a také v tomto roce se začala šířit 

vysoce patogenní forma chřipky H5N1 západně přes Eurasii (Gilbert a spol., 2008). Od roku 

2005 se tak začalo virem chřipky zabývat mnoho laboratoří po celém světě.  

 Klimatické podmínky mají v několika ohledech významný vliv na virus ptačí 

chřipky. Změna klimatu může mít za následek větší druhovou rozmanitost ptáků v severních 

zeměpisných šířkách. Očekává se, že ptáci ze severních oblastí nebudou podnikat daleké 
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migrační cesty (Lemoine a Böhning-Gaese, 2003). Studie dále ukazují, že změna klimatu 

má vliv na jarní migraci, která probíhá dříve (Both a spol., 2005). Předpovědi klimatických 

změn ukazují, že se budou zvyšovat teploty v oblastech blízko Arktidy a to výrazněji než 

v místech jižní zeměpisné šířky (Gilbert a spol., 2008). To může výrazně ovlivnit migraci 

ptáků hnízdících v arktických oblastech. Zvýšení podílu a počtu zimujících ptáků 

v arktických oblastech může mít za následek shlukování ptáků, kteří budou soupeřit o 

dostupnou potravu. To by mohlo potencionálně zvýšit přenos viru mezi jednotlivci, nebo 

jednotlivými druhy. Navíc i tání ledovců a zvyšování hladiny moře v arktických oblastech 

může přispívat ke změnám v ekologii a jeho přežití ve vodě. Klimatické změny můžu mít i 

významný vliv na migraci zcela nových druhů do Arktidy, které mohou chřipku přenášet 

efektivněji.  

 

5.3.3 Pokračující analýzy 

 V praktické části této práce bylo dokončeno testování krevních sér racků tříprstých 

na přítomnost protilátek proti viru ptačí chřipky. Zatím byla u krevních sér provedena 

specifikace pro subtyp viru ptačí chřipky na H16. Vzhledem k hojnému výskytu subtypu 

H13 u racků, budou pozitivní krevní séra otestována i na přítomnost subtypu H13.  

 Studie, které se zabývají detekcí viru ptačí chřipky u volně žijících ptáků, se zaměřují 

jak na výskyt protilátek, tak na přímý výskyt viru chřipky. Přímý výskyt viru se provádí ze 

stěrů, které jsou odebrány ptákům buď z kloaky, nebo z orofaryngu. Proto i během našeho 

odchytu ptáků na Svalbardu jsme všem jedincům provedli stěr kloaky a orofaryngu a vzorky 

jsou uchovány a připraveny k testování. Výskyt viru se provádí pomocí izolace RNA a 

následně kvantitativní jednokrokovou RT-qPCR se specifickými primery a sondou. Tato 

metoda na našich vzorcích bude provedena v následujících měsících.  

Virus lze také izolovat z čerstvých exkrementů (Brown a spol., 2012) a proto jsme pro 

rozšíření studie u racků tříprstých v roce 2016 nasbírali okolo 100 vzorků exkrementů ze 

stejné oblasti. V letních sezónách 2015 a 2016 jsme se při pobytu na Svalbardu zaměřili na 

sběr exkrementů od husy krátkozobé (Anser brachyrhynchus) a bernešky bělolící (Branta 

leucopsis). V roce 2015 jsme nasbírali 26 vzorků exkrementů a v roce 2016 139 vzorků 

exkrementů. Tyto vzorky budou v následujících letech otestovány na přítomnost viru. Naším 

dalším cílem je odebrat vzorky z vodních ploch v této oblasti a pokusit se izolovat virus 

z těchto vzorků.   
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6 ZÁVĚR 

 Byla provedena detekce arbovirů z 5 různých čeledí ve více než 10 000 vzorcích 

komárů získaných ze Svalbardu a Grónska. Tím byla rozšířena předešlá studie na výskyt 

arbovirů v polárních oblastech. Pomocí metod molekulární biologie (RT-PCR) nebyl 

prokázán žádný výskyt arbovirů ve vzorcích. Pro úplné vyloučení arbovirů v námi 

studovaných oblastech je nutné otestovat větší počet komárů z nadcházejících sezón.  

 Dále byla vytvořena metaanalýza na výskyt ptačí chřipky v polárních oblastech ve 

spolupráci s RNDr. Jiřím Černým, Ph.D., Bc. Janou Müllerovou, RNDr. Janou Elsterovou, 

Mgr. Václavem Hönigem, Ph.D., RNDr. Václavem Pavlem, Ph.D. Výsledky této 

metaanalýzy poukázaly na fakt, že Arktida nehraje tak důležitou roli pro ekologii ptačí 

chřipky, protože u arktických ptáků se větší množství infekcí objevuje na zimovištích.   

 Bylo provedeno první testování přítomnosti protilátek proti viru ptačí chřipky z 

krevních sér získaných v kolonii racků tříprstých (Rissa tridactyla) na Svalbardu. Pomocí 

imunologické metody ELISA byla zjištěna přítomnost protilátek proti AIV u ptáků z této 

kolonie. Byla provedena základní subtypizace viru, pomocí HI testů. Celkem jsme prokázali 

přítomnost AIV subtypu H16 u 17 z testovaných jedinců. 

 Všechny výsledky z této práce rozšiřují znalosti o celkovém výskytu virů v polárních 

oblastech.  
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7 SEZNAM ZKRATEK 

Ae. – Aedes 

AHSV – Afican Horse Sickness Virus - virus afrického moru koní 

AIV – Avian influenza virus - virus ptačí chřipky 

ASFV – African swine fever virus - virus afrického moru prasat 

ATB – antibiotika 

BTV – Bluetongue virus - virus katarální horečky ovcí 

CMCV – Catch me cave virus 

DENV – Dengue virus  

DNA – deoxyribonucleic acid – deoxyribonukleová kyselina 

EEEV – Eastern equine encephalitis virus - virus koňské encefalomyelitidy východního typu 

GL – glutamin 

HA – hemaglutinin  

HPAIV – Highly Pathogenic Avian Influenza Virus – vysoce patogenní forma ptačí chřipky 

CHIKV – Chikungunya virus   

I. – Ixodes 

kb – kilobase - kilobáze 

KEMV – Kemerovo virus 

L15 – Leibowitz´s L15 medium 

LPAIV – Low Pathogenic Avian Influenza Virus – nízko patogenní forma ptačí chřipky  

M1/2 – matrix protein 1/2 – matrixový protein 1/2 

mRNA – messenger RNA - mediatorová ribonukleová kyselina 

NA – neuraminidase - neuroamidáza 
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NP – nucleoprotein - nukleoprotein 

NS1/2- nonstructural protein 1/2 – nestrukturní protein 1/2 

NWV - Northway virus 

One-step qRT-PCR - One-step Quantitative Reverse Transcription polymerase chain 

reaction – jednokroková kvantitativní polymerázová řetězcová reakce spojená s reverzní 

transkripcí 

PA – Polymerase acidic protein  

PB1- Protein PB1 

PB1-F2 – Protein PB1-F2 

PB2 -  Protein PB2 

PCR – polymerase chain reaction – polymerázová řetězcová reakce  

PTS – prekolostrální telecí sérum  

RNA – ribonucleic acid - ribonukleová kyselina 

RT-PCR – Reverse Transcription polymerase chain reaction – polymerázová řetězcová 

reakce spojená s reverzní transkripcí  

RVFV  Rift Valley Fever virus – virus horečky údolí Rift 

SAKV – Sakhalin virus 

SESV – Southern elephant seal virus 

SINV – Sindbis virus 

SLEV – St. Louis encephalitis virus 

SSHV – Snowshoe hare virus 

ssRNA – single strand RNA – jednovláknová RNA 

TAE – Tris – acetate – ethylendiamintetraoctovou 

TBEV – Tick-borne encephalitis virus - virus klíšťové encefalitidy 
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TRBV – Tribec virus - Tribeč virus 

VEEV – Venezuelan equine encephalitis virus - virus venezuelské koňské encefalomyelitidy 

WEEV – Western equine encephalitis virus virus koňské encefalomyelitidy západního typu 

WNV – West Nile virus - virus západonilské horečky 

YFV – Yellow fever virus - virus žluté zimnice 

ZIKV – Zika virus  

ZTV - Zaliv Terpenia virus 
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9 PŘÍLOHY 

Příloha 1: Získané povolení na odběr krevních sér z Racků tříprstých (Rissa tridactyla) na 

Svalbardu v letní sezóně 2014. 
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Příloha 2:  Protokol o vyšetření vzorků pomocí HI testu.  

 

  

 
 

 

 

 


