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1. Úvod 

1.1. Vymezení a specifikace oblasti Arktidy 

Vymezení oblasti Arktidy se dá pojmout několika způsoby. Jedním z nich je definice 

Arktidy jako oblasti planety na sever od polárního kruhu (zeměpisná šířka 66 ° 33 '39 "). 

Dalším způsobem je specifikace podle severní stromové linie. Nejvíce užívaným vymezením 

této oblasti je podle izotermy, tak zvané „10°C July“ izotermy. Název se odvíjí od skutečnosti, 

že teplota v jí vymezené oblasti ani v nejteplejším měsíci v roce (červenec) nepřesahuje 10°C. 

Arktida se rozkládá na území Severního ledového oceánu, severní části Tichého oceánu a 

Atlantského oceánu s velkými pobřežními oblastmi části severního pobřeží Evropy, Asie a 

Severní Ameriky. Celková rozloha této oblasti činí kolem 26,5 mil km2 (Obr. 1) (Hueffer a 

spol., 2011). 

 

Obr. 1: Vymezení oblasti Arktidy (D’Odorico a spol., 2013). 

Vegetace arktické oblasti je charakterizována boreálním lesem v jižní Arktidě a 

tundrou v severní a pobřežní oblasti. Části mořské plochy jsou pokryty ledem buď celoročně 

nebo jen v období zimy. Podnebí se vyznačuje nízkými průměrnými ročními teplotami 
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vzduchu, které se v Arktidě značně liší, přičemž zimní teploty v pobřežních oblastech jsou 

obecně vyšší než v oblastech s kontinentálním (vnitřním) podnebím. Během léta je tomu 

naopak. Extrémní sezónní kolísání teploty je způsobeno výraznou změnou fotoperiody během 

ročních období, 24 hodin denního světla nebo naopak 24 hodin tmy (Hueffer a spol., 2011). 

1.2. Zoonózy 

Zoonotické infekce jsou definovány jako nemoci přirozeně přenosné ze zvířat na 

člověka (Acha a Szyfres, 2003). Původci těchto onemocnění se řadí do pěti velkých skupin - 

bakterie, viry, parazité, prvoci a houby. Počet známých zoonóz neustále roste, v současné době 

se jich odhaduje na 250 s tím, že zhruba 80 z nich se považuje za běžně se vyskytující 

(například vzteklina, malárie, lymská nemoc, klíšťová encefalitida atd.) (Hubálek a Rudolf, 

2011). Mezi způsoby přenosu patří přímý kontakt s infikovaným jedincem, pozření infikované 

potravy, prostřednictvím přenašečů jako jsou komáři a klíšťata nebo přenos kapénkami 

aerogenní cestou (Hubálek, 2003; Christou, 2011).  

Jedním ze způsobů jak lze zoonózy dělit je podle lokality nebo ekosystému, kde jejich 

původci cirkulují. Jedná se o synantropický ekosystém, s městským (antroponotickým) 

cyklem, kde zdrojem lidské infekce jsou nejčastěji domácí zvířata nebo synantropní obratlovci 

vázaní na lidské obydlí (např. městská vzteklina či brucelóza). Druhý typ je exoantropický, se 

sylvatickým cyklem, jehož rezervoár bývá na venkově mimo lidská obydlí a je označován jako 

tzv. přírodní ohnisko nákazy (např. klíšťová encefalitida nebo tuláremie). Nicméně toto dělení 

není jasně vymezené a řada zoonóz vykazuje oba vzorce oběhu (např. žlutá zimnice či mor) 

(Hubálek a Rudolf, 2011). 

Obecně lze říci, že se zoonózy vyskytují v oblastech s vysokou živočišnou 

rozmanitostí a velkou hustotou zalidnění, kde se objevuje také vysoký počet možných 

zoonotických vektorů a hostitelů. Mezi tyto oblasti řadíme Střední a Jižní Ameriku 

(jihovýchodně od And), Střední a subsaharskou Afriku, Evropu (východní Evropu, část 

západní Evropy) a jihovýchodní Asii (Han a spol., 2016). Nicméně zoonózy se nachází i 

v méně osídlených lokalitách s nižší variabilitou fauny jako je například Arktida či Antarktida. 

V Arktidě ale i jiných polárních oblastech existuje velice úzká vazba mezi domorodými 

komunitami a volně žijícími zvířaty, zejména soby, karibu a mořskými savci. Jako hlavní zdroj 

potravy, ale i součást tamních kultur představují tato zvířata významný zdroj nákazy 

(Arneberg, 2009). 
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Hlavním problémem polárních oblastí je neustále se zvyšující teplota. Do roku 2040 

se předpokládá zvýšení o 2°C a do roku 2100 až o 4-7°C. Tyto teplotní změny poté vedou 

k změně sněhové pokrývky, mořského ledu, permafrostu či oteplování oceánu. 

Bezprecedentní rychlost oteplování má vliv na infekční choroby v těchto oblastech, zejména 

na ty zoonotické. Vyšší teploty mohou přímo urychlit tempo růstu patogenů, včetně hmyzích 

vektorů, což spolu s rostoucí migrací člověka může vést k zavedení infekčních chorob do dříve 

izolovaných oblastí a vystavení citlivé populace novým patogenům (Waits a spol., 2018). Mezi 

viry se zoonotickým potenciálem řadíme například Salmonid virus (SAV), který ovlivňuje 

chov lososa atlantického (Salmo salar). Tento virus byl detekován v severním Atlantiku od 

Skotska a Irska až po Norsko a dál za polární kruh (Jansen a spol., 2017). Dalším zoonotickým 

virem endemickým ve většině částí Arktidy je virus vztekliny. Hlavním zdrojem tohoto viru 

jsou polární lišky, nicméně byly hlášeny také infekce ledních medvědů, tuleňů, sobů nebo 

psích spřežení (Černý at al., in prep.). Zoonotická infekce bakteriálního původu je například 

tularémie způsobená Francisellou tularensis, která byla nalezena u více než 20 savců žijících 

v ruské Arktidě. Primárně se tato bakterie drží u hryzce vodního (Arvicola terresfris) (Revich 

a spol., 2012). 

1.3. Arboviry 

Arboviry jsou definovány jako skupina evolučně nepříbuzných virů sdílejících 

společnou ekologickou niku (Weaver a Reisen, 2010). Název této skupiny je odvozen 

z anglického spojení „arthropod-borne viruses“.Významným společným znakem této 

skupiny virů je, že jsou přenášeny z krev sajících (hematofágních) členovců na obratlovce. 

Jsou rozšířeny téměř po celém světě s největším výskytem v tropickém podnebném pásu 

(Artsob a spol., 2017). 

Existuje přibližně 500 známých arbovirů, z nichž asi 100 je schopno vyvolat 

onemocnění u lidí a 40 u domácích zvířat (Artsob a spol., 2017). Mezi nejznámější lidské 

patogeny přenášené komáry patří virus Zika (ZIKV), virus dengue (DENV), virus žluté 

zimnice (YFV) či virus chikungunya (CHIKV). Nejznámějším arbovirem přenášeným klíšťaty 

je virus klíšťové encefalitidy (VKE). Arboviry způsobená onemocnění nejčastěji zahrnují 

encefalitidy, horečnatá onemocnění a hemoragické horečky. Protilátky proti těmto virům byly 

prokázány také u řady živočichů (savci - přežvýkavci, hlodavci, masožravci, zajícovití nebo 

ptáci) (Descamps, 2013; Hubálek a spol., 2014). 

Výzkum arbovirů je důležitý zejména pro jejich potenciál se neustále vyvíjet a 

rozšiřovat tak svůj rozsah působení. Děje se tak hlavně v důsledku změn klimatu (teplota a 
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vlhkost) a okolní krajiny, demografických a sociálních změn nebo také kvůli růstu migrace, 

což zvyšuje počet možných vektorů i hostitelů. V neposlední řadě se jedná o důležité zvířecí, 

ale především lidské patogeny (Ciota a Kramer, 2010; Tingström a spol., 2016). 

 

1.3.1. Charakteristika arbovirů 

Molekulární struktura většiny arbovirů je charakterizována genomem tvořeným jednou 

nebo více molekulami RNA. Jedinou známou výjimkou je virus afrického moru prasat 

(ASFV) patřícího do čeledi Asfaviridae, jehož genom je tvořený dvouvláknovou molekulou 

DNA (Hernandez a spol., 2014; Vasilakis a spol., 2016). Skutečnost, že se jedná téměř 

výhradně o RNA viry se dá vysvětlit jako požadavek na výraznou plasticitu v rámci potřeby 

arbovirů uspět v dynamickém hostitelském prostředí (Ciota a Kramer, 2010). 

Morfologicky jsou arboviry velice různorodou skupinou. Najdeme u nich téměř 

všechny typy tvarů – tyčinkovité, sférické nebo oválné. Z pohledu symetrie je většina z nich 

ikosaedrální, ale například rabdoviry vykazují strukturu helikální (Hernandez a spol., 2014). 

Virová částice (virion) se skládá z nukleové kyseliny (většinou RNA viz výše), která je 

obalená kapsidou. Některé viry navíc obsahují také obal (= obalené viry), který získaly během 

pučení přes membránu hostitelské buňky. Složení tohoto obalu odráží složení lipidové 

dvojvrstvy hostitelské membrány. Na povrchu této lipidové dvojvrstvy se nachází 

glykosylované povrchové proteiny zajišťující jejich interakci s hostitelskou buňkou určující 

antigenní složení virionu (Gelderblom, 1996).  

1.3.2. Přenos arbovirů 

Arboviry, stejně jako ostatní viry, potřebují pro svůj životní cyklus replikační aparát 

buněk svého hostitele, případně přenašeče, ve kterém se také množí. Proto, aby byl virus 

úspěšně přenesen a amplifikován jsou nutné tři základní předpoklady. Jako první je důležitá 

přítomnost vnímavého obratlovčího hostitele (savec, pták, plaz či obojživelník). Následně, 

během infekce hostitele, musí nastat viremická fáze, což je doba, kdy je virus přítomen v 

krevním řečišti v dostatečném titru (množství) a po dostatečně dlouhou dobu, aby mohlo dojít 

k infekci krev sajícího vektora. Nakonec je nutné, aby byl určitý virus schopný se replikovat 

v daném členovci sajícím krev (Artsob a spol., 2017). 
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1.3.2.1. Přenašeči 

Mezi nejdůležitější hematofágní vektory arbovirů patří komáři (Insecta; Diptera; 

Culicidae) přenášející asi 50% známých arbovirů a klíšťata (Acari; Ixodida; Ixodidea), u 

kterých je tento počet přibližně poloviční (Nuttall a spol., 1994). Nicméně jako přenašeči 

mohou fungovat také některé druhy vší řádu Phthirapthera, koutule (Phlebotomus) a 

pakomárcovití (Ceratopogonidae) (Vasilakis a spol., 2016). U čeledi klíšťat jsou významnými 

vektory především rody Hyalomma a Ixodes (Nuttall a spol., 1994). Klinicky nejvýznamnější 

rody komářích vektorů jsou rody Culex a Aedes. Některé arboviry jsou přenášeny také komáry 

rodu Anopheles, avšak ve srovnání s rody Culex a Aedes jich je podstatně méně. Komáři rodu 

Culex jsou převážně ornitofilní, ale při absenci ptáků sají také na koních nebo i jiných savcích 

včetně člověka. (Conway a spol., 2014). Druhý rod Aedes se živí hlavně sáním na savcích. 

Důležité druhy tohoto rodu jsou Aedes (Ae.) aegypti, jehož hlavním hostitelem je člověk a Ae. 

albopictus, který je spíše exofagický a na lidech či zvířatech saje jen výjimečně. Oba tyto 

druhy komárů přenáší například DENV či CHIKV (Marchi a spol., 2018).  

1.3.2.1.1. Přenašeči vybraných polárních oblastí Grónska a Svalbardu 

Také v polárních oblastech, konkrétně v Grónsku, Svalbardu a přilehlých ostrovech, 

se vyskytuje několik druhů krev sajících členovců. Jedná se zejména o komáry a klíšťata, kteří 

sají na zdejších obratlovcích (Hubálek a spol., 2014). Jediným druhem klíštěte žijícím na 

těchto ostrovech je Ixodes (I.) uriae, jehož hostiteli jsou mořští ptáci (Coulson a spol., 2014). 

U komárů se jedná o rod Aedes, s dominancí podrodu Ochlerotatus (Lynch-Arribalzaga, 

1891). (Lundström a spol., 2013). Bylo ovšem nutné, aby se přenašeči i jejich hostitelé 

přizpůsobili zdejším extrémním podmínkám – zimní teploty -50°C i méně, dominance 

sněhové pokrývky, výrazná změna fotoperiody v zimních a letních měsících, povětrnostní 

podmínky a další (Hueffer a spol., 2011). Ačkoli samotná druhová diverzita arktických 

komárů je malá, z kvantitativního hlediska hrají nezanedbatelnou roli škůdců a významných 

vektorů patogenů a zároveň působí jako důležitá součást potravního řetězce (Culler a spol., 

2018). Dominantními druhy komárů v oblasti za polárním kruhem jsou Oc. nigripes 

(Zetterstedt, 1838) a Oc. impiger (Walker, 1848). Tyto dva druhy představují holoarktické 

přenašeče jejichž oblast výskytu se v důsledku klimatických změn neustále rozšiřuje. Jako 

hostitelé jim slouží různé druhy trvale žijících menších savců (Robert a spol., 2011). 

V Grónsku najdeme oba tyto druhy, s vyšší prevalencí Oc. nigripes, zatímco na souostroví 

Svalbard a Jan Mayen se nachází pouze Oc. nigripes (Becker a spol., 2010; Prestrud, 2004). 
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Mimo výše zmíněné ostrovní lokality se vyskytují i další, již subpolární druhy komárů, jako 

jsou například Oc. pionips, Oc. hexodontus, Oc. communis či Oc. punctor (Böcher a spol., 

2015). 

Oc. nigripes, jakožto jediný druh komára vyskytující se na Svalbardu, je také druh 

s cirkumpolárním rozložením a nejsevernějším výskytem ze všech druhů komárů (až do 80° 

severní šířky) (Becker a spol., 2010). Vzhledem k extrémním klimatickým podmínkám, ve 

kterých tento druh komára žije, je odlišný i jeho vývoj. Z vajíčka v dospělého jedince se 

vyvine za pouhé 3 až 4 týdny. Také teplotní snášenlivost tohoto druhu má mnohem širší 

rozsah, avšak nejvyšší sledovaná zeměpisná šířka pro vývoj byla 59°, kde byl teplotní práh 

změřen na 1°C (Corbet a Danks, 1973). Vektorová kompetence Oc. nigripes pro arboviry je 

zatím do značné míry neznámá. Existují ale důkazy o přirozené infekci viry Anadyr (ANADV) 

a Chatanga (CHATV) z čeledi Bunyaviridae (Müllerová a spol., 2018). Samotný přenos 

arbovirů těmito komáry může být horizontální a pravděpodobně i vertikální (popsáno 

v kapitole 1.3.2.2. Přenos arbovirů z vektora na hostitele). I když mechanismus ani jednoho 

z typů přenosu nebyl konkrétně u Oc. nigripes studován, byl popsán u dalších druhově 

příbuzných jedinců. Na základě toho lze předpokládat stejný nebo velice podobný proces 

interakce mezi přenašečem a arbovirem (Müllerová, 2014).  

1.3.2.1.2. Životní cyklus arboviru ve vektoru 

Životní cyklus přenašeče (Obr. 2) ( v našem případě komára Oc. nigripes) je nezbytnou 

součástí pro tak zvaný biologický přenos arbovirové infekce. Samičky Oc. nigripes kladou 

vajíčka pouze za přímého slunečního světla v nejteplejší část dne (Becker a spol., 2010). 

Vajíčka jsou většinou kladena 5-10 cm nad vodní hladinu, na mech, do bahna nebo vlhké půdy 

nebo na stonky rostlin poblíž vodní plochy, vždy tak, aby byla chráněna před větrem (Corbet 

a Danks, 1975). Díky tomu, že vajíčka jsou vystavena slunci, jejich vývoj v nepohyblivé larvy 

je velice rychlý, v ideálních podmínkách trvá 2-7 dní. Z larvy se dále vyvíjí již pohyblivá 

kukla, přičemž obě tato stádia žijí ve vodě (Becker a spol., 2010; Corbet a Danks, 1973). 

Následně dojde k porušení kukly, ze které vylézá nový dospělý jedinec. Dospělý sameček se 

živí pouze nektarem z květů, zatímco samička saje převážně krev. Pokud je ovšem nedostatek 

hostitelů nebo je hematofagie z nějakého jiného důvodu nemožná, přechází také na nektar. 

Typ její potravy pak ovlivňuje především kladení a dozrávání vajíček. Při tak zvané autogenii 

(potravou je nektar) klade vajíček méně (Corbet, 1967; Müllerová, 2018). 
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Obr. 2: Jednotlivá stádia vývoje komářího jedince (převzato a upraveno z Mosquito 

Control—Kentucky Pesticide Safety Education, b.r.). 

Pro samotný přenos arboviru je nutné jeho pomnožení v těle vektora. Přenašeč se 

nakazí při sání krve na infikovaném obratlovčím hostiteli. Virus pak putuje spolu s krví do 

lumen střeva, kde musí překonat různé fyziologické a imunologické bariéry (Conway a spol., 

2014; Artsob a spol., 2017). Hladina viru ve střevě kulminuje v důsledku destrukce či 

vyloučení části virových částic. Po fázi snížení dochází k replikaci viru, zvýšení titru a 

dosažení fáze plató, která přetrvává v těle vektora po zbytek jeho života. Nárůst počtu 

virových částic je umožněn jejich fúzí a průnikem přes membránu do buněk střevní stěny, kde 

dochází k jejich amplifikaci. Po uvolnění z těchto buněk následuje rozsev virionů do 

hemocoelu. Dalším krokem může být, ale také nemusí, sekundární amplifikace viru 

v orgánech obklopených hemolymfou. Důležitým krokem ovšem je, aby se virové částice 

dostaly do slinných žláz, kde dojde k jejich dalšímu pomnožení. Při dalším sání vektora na 

hostiteli pak takto namnožený virus může infikovat dalšího jedince (Mellor, 2000). 

Obratlovčí hostitelé významně přispívající k úspěšnému cyklu arbovirů se nazývají 

amplifikující hostitelé. Ti, u nichž se infekce nevyvinula se označují jako rezervoár. Naopak 

ti, u nichž titr viru nedosahuje dostatečné hladiny pro infekci dalších členovců, se nazývají 

náhodnými hostiteli. Člověk funguje jako náhodný hostitel u většiny arbovirů, ale například 

pro CHIKV nebo DENV představuje naopak hlavního amplifikujícího hostitele (Artsob a 

spol., 2017). 
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1.3.2.2. Přenos arbovirů z vektora na hostitele 

V zásadě existují dva způsoby přenosu – horizontální a vertikální. Tyto dva typy se 

vzájemně nevylučují a u řady virů, ale i jiných patogenů, dochází ke kombinaci obou způsobů. 

Tím se zefektivňuje přenos, například za nepříznivých podmínek (Lequime a spol., 2016).  

Horizontální nebo také mechanický typ přenosu je běžně se vyskytujícím transferem 

definovaným, jako přenos viru mezi krev sajícím členovcem (v našem případě komárem) a 

(obratlovčím) hostitelem, tedy jiným živočišným druhem (DeFoliart a spol., 1987). Obecně se 

jedná o jakýkoliv „ne-rodičovský“ přenos. Klasickým příkladem je sání infikovaného komára 

na hostiteli, který se tak nakazí (Lequime a spol., 2016). Tímto způsobem jsou přenášeny 

arboviry jako WNV nebo YFV (Huang a spol., 2019). Může také nastat situace, kdy během 

sání na neinfikovaném hostiteli dojde k nakažení neinfikovaného přenašeče, pokud saje v 

blízkosti jiného již infikovaného komára, aniž by muselo dojít k nakažení hostitele. Jedná se 

o tak zvané sousání, které bylo dobře prostudováno u klíšťat rodů Hyalomna a Ixodes (Kuno 

a Chang, 2005; Randolph a spol., 1996). Dalším způsobem horizontálního přenosu je nákaza 

komářích larev během jejich krmení v kontaminované vodě. Příkladem takto přeneseného viru 

je virus horečky Rift Valley (RVFV) nebo virus bovinní leukémie (BVL) (Kuno a Chang, 

2005; Lequime a spol., 2016). 

Vertikální neboli dědičný přenos, je přenos viru (patogena) z matky (samice) na 

potomky v rámci vektora. Tento přenos se považuje za možný mechanismus perzistence virů 

za nepříznivých podmínek pro horizontální přenos. Vertikální přenos může nastat 

prostřednictvím dvou hlavních mechanismů. První je transovariální přenos, kdy virus infikuje 

zárodečné tkáně komára (Lequime a spol., 2016). Takto se přenáší například LACV nebo 

DENV (Artsob a spol., 2017; da Costa a spol., 2017).  Druhým mechanismem je „trans-egg“, 

který probíhá během ovipozice v plně vyvinutém vajíčku, nicméně je méně efektivní než 

přenos transovariální (Lequime a Lambrechts, 2014). Byla také prokázána nákaza komárů 

během kopulace, kdy byla vertikálně infikovaným samečkem nakažená neinfikovaná samička 

(Marchi a spol., 2018). 

1.3.2.3. Přenos mezi hostiteli 

Jedná se o přenos, který nezahrnuje členovce jako vektora arboviru. K těmto přenosům 

dochází spíše zřídka a náhodně. Jedním z příkladů je kanibalismus nebo pozření nakaženého 
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jedince, který fungoval jako reservoár viru. Takto byl přenesen například WNV (Smith, 2008). 

Infekce může být přenesena i přes tělní tekutiny, jako jsou moč, výkaly a krev. U viru DENV, 

YFV a WNV byl potvrzen přenos krví z člověka na člověka (Chen a Wilson, 2004; Chen a 

Wilson, 2005; Kuno a Chang, 2005). V nedávné době byl u lidí zjištěn také přenos pomocí 

spermatu a transplacentární přenos z matky na dítě u ZIKV (Mansuy a spol., 2016; Quicke a 

spol., 2016). Dalším dokumentovaným případem je přenos nákazy přes mléko z matky na 

potomky. Děje se tak u ovcí, koz či skotu. Přes mléčné výrobky se potom může nakazit i 

člověk (Arragain a spol., 2016). 

Jednotlivé cesty přenosu jsou znázorněny níže (Obr. 3). 

 

Obr. 3: Možné způsoby přenosu arbovirů (převzato a upraveno z Müllerová, 2018). 

1.3.3. Komáry přenášené arboviry v polárních oblastech 

Běžný výskyt arbovirů se uvádí především v tropickém až mírném pásu. Toto tvrzení 

je však postupně vyvracováno. Vlivem klimatických změn (teplota a vlhkost), zavlečením 

invazivních hostitelských druhů či nárůstem cestovního ruchu se významně mění výskyt a 

rozsah arbovirových přenašečů, což má za následek vliv na celý ekosystém (Waits a spol., 

2018). Dnes jsou arboviry hlášeny z oblastí téměř celého světa s výjimkou Antarktidy, do 70° 

severní šířky a do 54° jižní šířky. Téma výskytu a potenciální cirkulace arbovirů v polárních 
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oblastech je ale stále poměrně zanedbané a nevěnuje se mu dostatek pozornosti, ačkoli i v této 

oblasti se nachází řada klinicky významných zvířecích i lidských patogenů (Kurstak, 2012). 

Existuje několik biologických faktorů umožňujících introdukci a perzistenci arbovirů 

v těchto extrémních podmínkách. První je přítomnost vhodných permisivních hostitelů. 

Zejména v období arktické zimy, kdy plno živočichů migruje do nižších zeměpisných šířek či 

hibernuje, jsou patogenní přenašeči odkázáni na omezené množství suchozemských 

organismů, jako jsou savci a ptáci a mořští živočichové, kteří zůstávají aktivní, a proto je i v 

zimním období možná cirkulace virů infikujících tato zvířata. Za druhé, virus musí být 

schopný přenosu z jednoho hostitele na druhého. To je dáno několika faktory. Hostitelská 

populace musí být dostatečně hustá a virus musí být dostatečně stabilní, aby přežil ve vnějším 

prostředí během přenosu z jednoho hostitele na druhého. Třetí podmínkou pro přežití virů 

v polárních oblastech je jejich závislost na vektorech během přenosu, u arbovirů se jedná o 

členovce a roztoče (Černý a spol., in prep.).  

Jak je již zmíněno výše, v polárních oblastech jsou hlavními přenášeči klíšťata (Ixodes 

uriae) a komáři rodu Culex a Aedes. Nejvíce komáry přenášených arbovirů bylo detekováno 

na území Aljašky, Kanady, Skandinávie a Arktické části Ruska. Doposud žádný nález nebyl 

zaznamenán v Grónsku, Svalbardu, Islandu a Antarktidě. U lokalit Islandu a Antarktidy je 

hlavním problémem absence komářích přenašečů, avšak byly zde nalezeny arboviry přenášené 

například klíšťaty nebo islandskými muchničkami (Simulium vittatum) (Müllerová a spol., 

2018; Černý a spol., in prep.). 

V polárních oblastech byly arboviry či protilátky proti komáry přenášeným arbovirům 

detekovány v mnoha hostitelích, přičemž infekce proběhla asymptomaticky nebo s příznaky 

o široké škále závažnosti a klinicky odlišnými symptomy (Descamps, 2013; Zarnke a spol., 

1983). Mezi viry, proti kterým byly detekovány protilátky u lidí patří například virus 

kalifornské encefalitidy (CEV), který byl detekován u indiánské populace na východě 

centrální Aljašky (Ritter a Feltz, 1974). Jako další lze jmenovat viry Sindbis (SINV) či Inkoo 

(INKV), zjištěné kromě Skandinávie také u lidí na Aljašce (Tirrell a spol., 1999). WNV je 

jedním z nejvíce rozšířených arbovirů vůbec. Kromě tropických a subtropických oblastí byl 

detekován také v několika oblastech Aljašky a Kanady (Kurstak, 2012; Marchi a spol., 2018). 

Arboviry detekované v oblasti Arktického Ruska a Aljašky jsou například Snowshoe hare 

virus (SSHV) a Jamestown Canyon virus (JCV), oba patřící do sérokomplexu kalifornské 

encefalitidy, rodu Orthobunyavirus, řádu Bunyaviridae (McLean, 1983; McLean a spol., 
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1977). Souhrn všech detekovaných arbovirů polárních oblastí přenášených komáry je uveden 

v tabulce níže (Tab. I). 

Tab. I: Přehled komáry přenášených arbovirů v polárních oblastech. 

Řád/čeleď Rod Název viru 
Oblast 

výskytu 
Přenašeč Hostitel Citace 

B
u

n
ya

v
ir

a
le

s 

O
rt

h
o

b
u

n
ya

vi
ra

le
s 

Virus 

kalifornské 

encefalitidy 

Severní 

Amerika, 

Norsko, 

Arktická 

Kanada 

Oc. 

canadensis, 

Oc. communis 

Hlodavci 

(Lepus 

Americanus) 

(Kurstak, 

2012) 

Virus Inkoo  
Skandinávie 

a Aljaška 
Oc. communis 

Hlodavci 

(Apodemus 

sp., Microtus 

sp., Sorex 

sp.) 

(Brummer

-

Korvenko

ntio a 

spol., 

1973) 

Virus 

Chatanga 

Finsko, 

Švédsko, 

Rusko 

Komáři Lidé 

(Putkuri a 

spol., 

2016) 

Virus 

Snowshoe 

hare  

Kanada a 

Aljaška 

Oc. 

canadensis, 

Oc. communis, 

Culex inornata 

Hlodavci 

(Lepus 

Americanus) 

(Mclean, 

1975; 

McLean a 

spol., 

1977) 

Virus 

Northway 
Aljaška 

Komáři rodu 

Aedes 

Králíci, 

hraboši 

(Ritter a 

Feltz, 

1974) 

Virus 

Jamestown 

Canyon 

Kanada, 

Aljaška, 

Arktické 

Rusko 

Oc. 

canadensis, 

Oc. communis, 

Oc. 

excrucians, 

Oc. punctor 

Jeleni, 

bizoni, losi 

(Goff a 

spol., 

2012; 

Vosoughi 

a spol., 

2018) 

Virus 

Tahyna  

Kolský 

poloostrov 
Oc. communis 

Hlodavci, 

králíci, ježci 

(Bennett a 

spol., 

2011) 

Virus Batai Bajkal 
Komáři rodu 

Aedes  
Neznámý 

(Francy a 

spol., 

1989) 

T
o

g
a
v
ir

id
a
e 

A
lp

h
a
vi

ru
s Virus Getah Bajkal 

Komáři rodu 

Culex 
Neznámý 

(L'vov a 

spol., 

2015) 

Virus 

Sindbis 
Skandinávie 

Komáři rodu 

Culex 

Ptáci 

(Passerifor

mes), lidé 

(Kurkela 

a spol., 

2008) 
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1.3.4. Vybrané arboviry 

Část této práce je zaměřena na detekci SINV (Togaviridae). SINV, společně s INKV, 

se vyskytují v oblastech Skandinávie a Ruska do 70° zeměpisné šířky a tudíž je 

pravděpodobný přenos do dalších lokalit skrze migrující hostitele. V roce 2013 byl 

zaznamenán náhlý „outbreak“ nemoci způsobený SINV a INKV v původně neendemické 

oblasti Švédska (Tingström a spol., 2016). 

1.3.4.1. Čeleď Togaviridae  

Čeleď Togaviridae jsou obalené jednovláknové RNA viry s genomem pozitivní 

polarity o velikosti 70 nm. Zahrnuje celkem dva rody – Alphavirus (Obr. 4), spadající do 

arbovirů a dále rod Rubivirus, kam patří virus zarděnek (Wachtman a Mansfield, 2012). 

Arboviry rodu Alphavirus jsou přenášeny komáry a jsou schopné replikace jak ve svém 

přenašeči, tak v obratlovčím hostiteli. Jedinou výjimku na požadavek přenosu komárem tvoří 

SAV a Southern elephant seal virus (SESV), které byly izolovány ze dvou druhů vší, 

Lepidophthirus macrorhini (SESV) a Lepeophtheirus salmonnus (SAV) (MacLachlan a 

Dubovi, 2017). Migrace ptáků hraje důležitou roli při šíření alphavirů do různých oblastí, 

hlavně po severní polokouli (Artsob a spol., 2017). Na základě geografické distribuce se 

arboviry tohoto rodu dělí na viry Starého a Nového světa. Alphaviry Starého světa (např. 

SINV, CHIKV, virus O'nyong-nyong (ONNV), virus Mayaro (MAYV), virus Ross River 

(RRV), virus Barmah Forest (BFV) a virus Semliki Forest (SFV)) se vyskytují především v 

Evropě, Asii, Austrálii a částech Afriky a u lidí způsobují horečku, vyrážku a artritidu. 

CHIKV, SINV a RRV také způsobují lidskou encefalitidu. Mezi alphaviry Nového světa patří 

virus koňské encefalomyelitidy východního typu (EEEV), virus koňské encefalomyelitidy 

západního typu (WEEV) a virus venezuelské koňské encefalomyelitidy (VEEV), které jsou 

rozšířeny po celém americkém kontinentu a způsobují encefalitidy u koní a lidí (MacLachlan 

a Dubovi, 2017). 
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Obr. 4: (A): Ilustrační obrázek molekulární struktury virové částice rodu Alphavirus;  

(B): Genom virové částice rodu Alphavirus. NSP1-4 = nestrukturní proteiny 1-4; CP = 

kapsidový protein; E1-3 = obalové („enveloped“) proteiny (převzato a upraveno z Mandary a 

spol., 2019). 

1.3.4.1.1. Virus Sindbis 

SINV, člen komplexu WEEV, je převážně ornitofilní alphavirus přenášený komáry 

rodu Culex. Poprvé byl izolován v roce 1952 v deltě řeky Nilu v Egyptě ze směsného vzorku 

komárů Culex (Cx.) pipiens a Cx. univittatus (Lundström a Pfeffer, 2010). Kromě komárů a 

ptáků pochází izoláty některých kmenů SINV také ze vzorků klíšťat, netopýrů, skokana 

skřehotavého (Pelophylax ridibundus) a křečka polního (Cricetus cricetus) (Adouchief a spol., 

2016; Kurkela a spol., 2008). Protilátky proti SINV byly prokázány jak u několika druhů 

ptáků, tak u králíků, koní nebo divokých koček v Austrálii (Hesson a spol., 2016; Johansen a 

spol., 2005). Genomová RNA SINV se skládá ze dvou subgenomových podjednotek velkých 

49 S (= Svedberg) a 26 S. Transkripce  větší podjednotky (49 S) produkuje čtyři nestrukturální 

proteiny NSP1-4. Tato část také slouží jako mRNA v infikované buňce. Přepisem a následným 

překladem menší podjednotky (26 S) vzniká polypeptid, ze kterého jsou vytvořeny strukturní 

proteiny E1, E2 a C (viz Obr. 5) (Kurkela a spol., 2004).  

Výskyt SINV je vyhrazen v podstatě jen na Starý svět (Eurasie, Afrika) spolu 

s Austrálií a Oceánií, v Americe nikdy zaznamenán nebyl. Dle fylogenetických analýz jsou 

kmeny SINV rozděleny do 6 genotypů ležících v osách sever – jih. Evropské a africké kmeny 

tvoří genotyp 1. Australské, východo- a středoasijské kmeny se označují jako genotypy 2-4 a 

kmeny blízce příbuzné viru Whataroa jako genotyp 5. Kmeny z jihozápadní Austrálie pak 

tvoří šestý genotyp (Obr. 3). I přes jeho širokou distribuci byly klinické příznaky u lidí 
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zaznamenány jen v určitých oblastech, zejména v severní Evropě a jižní Africe (Adouchief a 

spol., 2016; Kurkela a spol., 2008). V severní Evropě je výskyt SINV označen za kauzativní 

agens u „Pogosta disease“ ve Finsku, „Ockelbo disease“ ve Švédsku a „Karelian fever“ 

v Rusku (Nielsen a spol., 2001). Lidské infekce tímto virem se projevují polyartritidou, 

horečkou a vyrážkou, případně myalgií (Adouchief a spol., 2016). Ve Švédsku i Finsku se 

podle několika studií nemoci způsobené SINV objevují v přibližně sedmiletých intervalech. 

Ve Finsku je SINV nejčastěji diagnostikovaný arbovirus se seroprevalencí 5,2 %. Švédsko má 

nejvyšší výskyt SINV v centrální části s klesající seroprevalencí směrem na jih a sever země 

(Ahlm a spol., 2014; Gylfe a spol., 2018). 

 

Obr. 5: Mapa znázorňující výskyt SINV (převzato a upraveno z (Adouchief a spol., 2016). 

Jak je již zmíněno výše, komáři rodu Culex představují hlavní přenašeče SINV. Podle 

několika studií však některé druhy rodu Ochlerotatus a Aedes představují důležité můstkové 

vektory s největším potenciálem pro přenos SINV na člověka (Adouchief a spol., 2016). 

Vertikální přenos (transovariální) SINV byl popsán v severní části Švédska, kde byl tento 

virus detekován z larev komára Oc. communis, Oc. punctor a Oc. diantaeus (Tingström a 

spol., 2016). Hlavními hostiteli SINV jsou ptáci, zejména pěvci (Passeriformes). Ve 

Skandinávii byla vysoká virémie zaznamenána také u tetřevovitých (Tetraonidae), hrabavých 

(Galliformes) a kachnovitých (Anatidae). Velice důležitým rezervoárem jsou stěhovaví ptáci, 

kteří mohou šířit SINV do neendemických oblastí (Adouchief a spol., 2016; Kurkela a spol., 

2004). Přenos z člověka na člověka nebyl dosud popsán (Tingström a spol., 2016). 
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1.4. Virus chřipky 

Chřipka je poměrně běžné nicméně také vysoce infekční onemocnění zapříčiněné 

virem chřipky. Virus chřipky patří do čeledě Orthomyxoviridae a rozlišujeme u něho 4 typy, 

A, B, C a D. U lidí byly doposud popsány jen 3 typy, chřipka A, B a C, zatímco pouze virus 

chřipky A (IAV, z anglického spojení „Influenza A virus“) je přenášen ze zvířat na člověka a 

naopak (Obr. 6) (Meseko a spol., 2018).  

 

Obr. 6: Mezihostitelský přenos IAV (převzato a upraveno z Swayne, 2009). 

IAV se dále dělí na subtypy podle povrchových glykoproteinů hemaglutininu (HA) a 

neuraminidázy (NA) (Saxena, 2018). Celkem rozeznáváme 18 typů HA a 11 typů NA (Obr. 

7). U volně žijících ptáků bylo detekováno 16 HA a 9 NA antigenních subtypů tvořících 

množství kombinací, zatímco u člověka byly zjištěny pouze tři HA (H1, H2 a H3) a dva NA 

(N1 a N2) subtypy (Bouvier a Palese, 2008; Olsen a spol., 2006).  
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Obr. 7: Souhrn HA a NA subtypů (převzato a upraveno z Müllerová, 2018). 

Podle svého hostitele může být virus chřipky kategorizován. Rozlišujeme tak ptačí, 

prasečí a koňský kmen. Jako další hostitele lze uvést tuleně, velryby, norky, kočkovité šelmy, 

psy nebo netopýry (viz Obr. 7) (Ito a spol., 1995). Virus ptačí chřipky (AIV, z anglického 

spojení „Avian influenza virus“) je souhrnné označení pro všechny chřipkové viry jejichž 

prvním hostitelem byl pták. Ptačí chřipka, způsobená AIV, je infekční onemocnění postihující 

zejména ptáky, ale i prasata či mořské savce (Rappole a Hubalek, 2006). AIV infikuje více 

než 90 druhů ptáků z 13 řádů, nejvíce však vodní ptáky z řádů dlouhokřídlých 

(Charadriiformes) a vrubozobých (Anseriformes) (Breban a spol., 2009). První zaznamenaná 

izolace viru od volně žijících ptáků byla z rybáka obecného (Sterna hirundo) v roce 1961 

(Fouchier a Munster, 2009). Časté infekce se objevují i u domácích chovů drůbeže, ale může 

infikovat také řadů savců včetně člověka (Rappole a Hubalek, 2006). Jak je již zmíněno výše,  

primárním biotickým rezervoárem AIV v přírodě jsou vodní ptáci. Za potencionální abiotický 

rezervoár lze kromě vody v tekutém skupenství krátkodobě i dlouhodobě považovat také led. 

Je tomu tak zejména v sibiřských oblastech, které jsou součástí několika migračních cest 

různých vodních ptáků (Zhang a spol., 2006). 

Na základě virulence způsobené u kuřat je AIV rozdělen na nízce a vysoce patogenní 

formu chřipky. Hojně diskutovanou a v posledních letech nejvíce zkoumanou je vysoce 

patogenní ptačí chřipka (HPAI, z anglického spojení „Highly Pathogenic Avian Influenza“). 

Dříve byla tato forma označována jako drůbeží mor v důsledku 100% úmrtnosti v rámci 
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několika málo hodin až týdne po zahájení infekce. Tento typ je také omezen pouze na dva 

subtypy, H5 a H7, i když ne všechny viry s tímto subtypem hemaglutininu způsobují HPAI 

(Alexander, 2000). Druhou formou je nízce patogenní ptačí chřipka (LPAI, z anglického 

spojení „Low Patogenic Avian Influenza“). Viry této formy obvykle nezpůsobují vysokou 

úmrtnost v zasažených hejnech drůbeže. LPAI u nich mohou být asymptomatické, ale 

mnohem častěji způsobují mírné až těžší respirační a/nebo enterální onemocnění. Naproti 

tomu HPAI se u drůbeže projevují těžkými systémovými infekcemi. V případě člověka 

způsobují HPAI i LPAI vážná onemocnění (Swayne, 2009). Tyto dvě formy se liší také ve 

virovém přenosu a replikaci. HPAI viry se množí v celém hostiteli a horní cesty dýchací pro 

ně představují nejjednodušší cestu transferu. LPAI viry, kterých je většina, se naopak 

amplifikují v respiračních orgánech, popřípadě ve střevě. AIV se šíří trusem nakažených 

ptáků, přenos je tedy označován jako fekálně-orální (Webster a spol., 1992). 

K prvnímu přenosu ptačí chřipky na člověka došlo v roce 1997 v Hongkongu. Jednalo 

se o subtyp H5N1 (Webster, 1998). Infekce H5N1 se u pacientů projevuje horečkou, kašlem, 

dušností a známkami pneumonie (Saxena, 2018). Dalšími subtypy ptačí chřipky, kterými byl 

infikován člověk jsou H9N2, H7N7 nebo H7N9 (Matrosovich a spol., 2004; Saxena, 2018). 

V České republice se ptačí chřipka poprvé objevila v roce 2006, kdy bylo v populaci labutí 

(Cygnus olor) zaznamenáno 12 jedinců nakažených kmenem H5N1 (Nagy a spol., 2007). 

1.4.1. LPAI subtypy 

LPAI viry se vyskytují po celém světě a jejich hlavním rezervoárem jsou volně žijící 

ptáci, především z řádu Anseriformes a Charadriiformes. Ptáci z těchto dvou řádů se nachází 

po celém světě s výjimkou nejsušších regionů. Mnoho jedinců migruje na velké vzdálenosti a 

má tak vysoký potenciál distribuovat LPAI viry mezi zeměmi nebo kontinenty. LPAI viry 

mohou být přenášeny buď přímo nebo nepřímo na další hostitele, jako je drůbež, prasata, koně, 

norci, mořští savci a lidé (viz výše) (Fouchier a Munster, 2009). Byly izolovány z nejméně 

105 druhů volně žijících ptáků z 26 různých čeledí. U ptáků viry infikují přednostně buňky 

sliznice střevního traktu a jsou vylučovány ve vysokých koncentracích do stolice. Ukázalo se, 

že chřipkové viry zůstávají infekční v jezerní vodě až 4 dny při 22°C a více než 30 dní při  

0°C (Olsen a spol., 2006). 

Zdá se, že většina ptáků je více nebo méně citlivá na více než 1 kmen AIV, avšak míra 

infekce a úrovně citlivosti na různé virové subtypy se mezi taxony liší. Například subtypy H3 

a H6 jsou běžné u kachen, hus a labutí (Anseriformes), zatímco kmeny H4, H9, H11 a H13 
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jsou více rozšířeny u slukovitých (Scolopacidae), rybáků a racků (Charadriiformes) (Rappole 

a Hubalek, 2006). Všechny subtypy HA a NA, s výjimkou H13 až H16, cirkulují v populaci 

divokých kachen (Anas platyrhynchos) v Severní Americe a severní Evropě. Na základě 

několikaleté studie z Kanady byly u těchto ptáků nejčastěji izolovány subtypy H3, H4 a H6, 

méně často pak subtypy H1, H2, H7, H10 a H11 a pouze sporadicky subtypy H5, H8, H9 a 

H12 (Olsen a spol., 2006). 

Nejčastěji detekované subtypy LPAI u řádu dlouhokřídlých (Charadriiformes) jsou 

H13 a H16, které jsou jen velmi zřídka nalezeny u jiných druhů (Fouchier a Munster, 2009). 

Proto jsou tyto kmeny označovány jako „gull-associated“, nebo-li s racky spojené kmeny. 

Kromě výjimky AIV kmene H13N9 izolovaného z racka jižního (Larus dominicanus) v Jižní 

Americe, byly všechny H13 a H16 detekovány pouze na severní polokouli, s vyšší prevalencí 

H13. Poprvé byl kmen H13 detekován v roce 1982 v USA z racka delawarského (Larus 

delawarensis), racka vnitrozemského (Leucophaeus pipixcan), racka mořského (Larus 

marinus) a racka stříbřitého (Larus argentatus) (Toennessen a spol., 2011). O něco později 

byl detekován kmen H16, a to z racka chechtavého (Larus ridibundus) v roce 2015 ve Švédsku 

(Olsen a spol., 2006). Kromě subtypů H13 a H16 byly u rackovitých (Laridae) zjištěny i další 

u ptáků se vyskytující kmeny HA a NA s výjimkou H15. Nejčastěji se však jednalo o H4, H5, 

H6, H9 a N1, N2, N3, N9. U racka tříprstého (Rissa trydactila) se na přítomnost AIV doposud 

podařilo detekovat subtypy H4, H13, H16 a N2, N3, N6 (Arnal a spol., 2015; Hall a spol., 

2013; Toennessen a spol., 2011). 

1.4.2. Molekulární charakteristika 

Genom chřipkového viru se skládá z osmi segmentů jednořetězcové RNA negativní 

polarity, který kóduje 11 proteinů (Olsen a spol., 2006). Přítomnost všech osmi segmentů je 

nutná pro infekčnost virové částice. Viriony mají sférický tvar o velikosti 80 – 120 nm. 

Sestávají se z nukleokapsidy obalující genom a lipidového obalu odvozeného z hostitelské 

buňky, ve kterém jsou zanořeny povrchové glykoproteiny HA, NA a malé množství 

transmembránových iontových kanálů M2 (Bouvier a Palese, 2008; Webster a spol., 1992). 

Kromě těchto tří proteinů je součástí virionu také 8 interních proteinů. Patří mezi ně proteiny 

polymerázového komplexu PB2, PB1, PB1-F2 a PA, nukleoprotein NP, matrixový protein 

M1, a nestrukturní proteiny NS1, a NS2 (Obr. 8). Protein PB1-F2 je kódován pouze u 

některých kmenů chřipky typu A a vyznačuje se proapoptickou aktivitou. (Chen a spol., 2006; 

Swayne, 2009).  
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Obr. 8: Virová částice IAV (převzato a upraveno z Medical Ecology >> Infectious Diseases 

>> Influenza, b.r.). 

HA je hlavní povrchový antigen virové částice chřipky. Je zodpovědný za vazbu 

virionů na receptory hostitelských buněk a za fúzi mezi obalem virionu a hostitelskou buňkou. 

HA je nejprve syntetizován jako polypeptidový prekurzor HA0, který je štěpen hostitelskými 

proteázami na HA1 a HA2 podjednotky. Tento krok je nutný zejména pro fúzi virionového 

obalu s hostitelskou buňkou právě pomocí volného aminového konce HA podjednotky. 

Přechod z LPAI, běžného u volně žijících ptáků a drůbeže, na fenotyp viru HPAI je dosažen 

zavedením základních aminokyselinových zbytků do místa štěpení HA0, což usnadňuje 

systémovou replikaci viru. (Olsen a spol., 2006; Webster a spol., 1992). Druhým významným 

povrchovým antigenem virionu je NA. Její důležitou funkcí je terminální štěpení kyseliny 

sialové, čímž umožní uvolnění virových částic z receptorů hostitelských buněk. Díky tomu se 

nově vzniklé viriony dostanou z buňky ven a usnadňuje se tak šíření viru v organismu 

(Webster a spol., 1992). 

Virus chřipky zahajuje infekci navázáním na „sialylovaný“ receptor hostitelské buňky 

pomocí HA molekuly na svém povrchu. Konkrétně jde o vazbu receptoru s HA vazebným 

místem s virovými povrchovými glykokonjugáty obsahujícími terminální zbyty kyseliny 

sialové. Samotná identita hostitelského receptoru je zatím neznámá, ale obecně se 

předpokládá, že HA z AIV má vyšší specifitu pro receptory s α-2,3 kyselinou sialovou, 

zatímco HA z lidského IAV preferuje α-2,6 vazbu (Dou a spol., 2018). 
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1.4.2.1. Antigenní shift a drift 

Vlivem virové RNA polymerázové aktivity náchylné k chybám je chřipkový virus  

vystaven velmi vysoké míře mutace. Ta je odhadována na přibližně 2 x 10-3 substitucí bází na 

pozici na generaci viru nebo na přibližně jednu substituci báze v genu HA na virovou generaci. 

Volba substitucí aminokyselin je částečně řízena imunitním tlakem, protože HA je hlavním 

cílem imunitní odpovědi hostitele (Webster a spol., 1992). Charakteristickým rysem 

chřipkového viru je tedy jeho vysoká variabilita. Jde o schopnost viru změnit svou antigenní 

identitu tak výrazně, že specifická imunita stanovená v reakci na infekci konkrétním kmenem 

může poskytnout malou nebo i žádnou ochranu před viry (subtypy), které se následně objeví. 

Tyto antigenní variace jsou výsledkem molekulárních změn v povrchových proteinech 

chřipkových virů, HA a NA. Existují dva typy změn, které mohou u HA a NA nastat – 

antigenní shift (zlom) a antigenní drift (posun). Antigenní drift se vyskytuje v rámci subtypu 

a zahrnuje řadu drobných změn na úrovni genu, obvykle bodové mutace, takže se vytvářejí 

varianty, z nichž se každá mírně liší od té předchozí. Antigenní drift je zodpovědný za roční 

chřipkové epidemie (Webster a spol., 1983). Naproti tomu antigenní shift je způsoben 

radikálnější změnou v HA a/nebo NA. Tento typ procesu vede k změně virových antigenních 

vlastností, přičemž dochází k přeskupení celých segmentů. Přeskupení nastane, pokud je jedna 

hostitelská buňka infikována dvěma virovými subtypy. Následně se tak vytvoří nový subtyp 

chřipkového viru s novým typem HA, NA nebo novou kombinací obou těchto povrchových 

proteinů. Vzhledem k tomuto faktu je antigenní shift zodpovědný za vznik světových 

pandemií (Reed a spol., 2003). 

1.4.3. Přirozený cyklus AIV  

V současné době není způsob udržování AIV v přírodě zcela znám. Existují ovšem 

záznamy z populací kachen (Anatinae), které podporují tvrzení, že se jedná o cyklus založený 

na kombinovaném účinku neustálého přenosu z jednoho ptáka na druhého spolu 

s environmentální persistencí (například ve vodě). Tento předpokládaný cyklus je založen na 

přenosu AIV jak v rámci hnízdišť, tak zimovišť. Virus je udržován a amplifikován v rámci 

různých ptačích druhů a populací v místech jejich hnízdění. Následuje „přesun“ AIV 

migrujícími ptáky na místo jejich zimoviště. V zimovištích jsou virem infikováni ptáci, kteří 

migrují časně nebo nemigrují vůbec. Během jara se potom stěhovaví ptáci vrací zpět na svá 

hnízdiště, kam přenesou i AIV a cyklus se opakuje. Toto migrační chování tak poskytuje 

náchylnou populaci pro nákazu a udržení cyklu v oblasti zimovišť (Swayne, 2009).  
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K vylučování viru dochází během jarních a podzimních měsíců, což je období 

korespondující s migrační aktivitou ptáků do zimovišť. Naopak v polárních oblastech Kanady 

a Aljašky je virus nejvíce vylučován během letních měsíců, tedy v době, kdy ptáci v těchto 

regionech hnízdí (Ito a spol., 1995; Tůmová, 2008). Málo pochopenou oblastí je také příspěvek 

jednotlivých druhů ptáků v udržení tohoto AIV cyklu, což může souviset právě s migračním 

chováním ptáků. Kromě kachen se na tomto udržovacím mechanismu podílí i racci (Lari) či 

bahňáci (Charadrii). Persistence viru v životním prostředí (ve vodě) hraje roli především ve 

zvýšení jeho sezónního přenosu poskytnutím zbytkového zdroje viru po odletu infikovaných 

ptáků z místa hnízdišť (do zimovišť). Tato potenciální role životního prostředí v údržbě AIV 

cyklu však vyžaduje ještě další studie (Swayne, 2009; Webster a spol., 1992).  

1.4.4. Způsoby nákazy 

Vstupní portál pro infekci člověka může být prostřednictvím spojivky (např. tření očí), 

nosních či slizničních membrán, kdy dojde k inhalaci prachu nebo kapének. Člověk se vodou 

nebo kontaminovaným prostředím nakazí jen zřídka. Hlavním způsobem infekce u lidí je 

přímý kontakt s postiženým nebo uhynulým zvířetem. Děje se tak především na trzích nebo 

farmách, kde se drůbež také zpracovává, přičemž při kontaktu člověka s krví, vnitřnostmi, 

peřím či výkaly může také dojít k nákaze. Pozření infikovaného masa nebo i vajíčka (hlavně 

skořápka, ale i žloutek či bílek), je dalším způsobem onemocnění zejména zvířat, u člověka 

tento způsob přenosu nebyl dokumentován díky dostatečné tepelné úpravě (Mostafa a spol., 

2018; Tůmová, 2008). Velice ojedinělým případem je nákaza AIV z člověka na člověka, ke 

kterému může dojít po těsném kontaktu osob (Yang a spol., 2007). U volně žijících, zejména 

vodních ptáků se AIV šíří fekálně-orálním způsobem prostřednictvím vody. Fekální 

kontaminace vody poté může vést k přenosu chřipky na prasata, koně, drůbež nebo člověka. 

Například trus volně žijících kachen může zavést LPAI virus do domácích chovů drůbeže 

chovaných poblíž vody nebo v otevřených ohradách (Webster, 1998). Také plavání 

v kontaminované vodě může vést k nákaze dalších ptáků nebo savců (Yang a spol., 2007). 

1.4.5. Výskyt a šíření AIV 

Kromě vodních ptáků řadících se do řádů Anseriformes (stěhovavé kachny, husy a 

labutě), Charadriiformes (bahňáci) patří mezi časté rezervoáry také ptáci z řádů Lariformes 

(racci, rybáci, buřňáci), Ciconiiformes (volavky, čápi) a Pelecarniformes (kormoráni) 

(Tůmová, 2008). Dalším důležitým rezervoárem je drůbež (kuřata, krocani, perličky) (Webster 

a spol., 1992). Infekce u těchto hostitelských druhů ptáků nejsou jen nízko patogenní 
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projevující se respiračním onemocněním, ale mohou být také asymptomatické. Bylo 

prokázáno, že HPAI i LPAI mohou být přenášeny na velké vzdálenosti, aniž by došlo ke 

klinickým projevům hostitele. Fylogeografické analýzy pomohly odhalit například roli 

stěhovavých volně žijících ptáků v rámci interkontinentální cirkulace LPAI v Severní 

Americe. U šíření LPAI kmene H9N2 v Asii bylo naopak zjištěno, že na jeho distribuci se 

významně podílela drůbež a domácí obchod s ptáky (Lycett a spol., 2019). 

Je zřejmé, že migrační cesty volně žijících ptáků mají významný vliv na šíření a 

globální oběh AIV. Jednotlivé dráhy se různě prolínají a překrývají, proto je jejich 

dokumentace velmi obtížná. Lze ale pozorovat dvě velmi odlišné hlavní ptačí linie 

odpovídající buď Americe nebo Asii spolu s Evropou, Afrikou a Australásií (Lycett a spol., 

2019). Existují ale i důkazy přenosu z amerického kontinentu do Eurasie (Cheon a spol., 

2018). Přeskupením genů mezi těmito dvěma liniemi může dojít k vzniku kmene s novými 

vlastnostmi nebo k vytvoření zcela nové sublinie. Izolace mnoha subtypů byla provedena 

z odchycených ale i uhynulých ptáků (drůbež i volně žijící) na západě USA, kanadských 

jezerech, přes střední a západní Evropu, Skandinávii, Kaspické oblasti, Kamčatku, Indii, Čínu 

a Japonsko až po Velký Bradlový útes u Austrálie. Výskyt AIV se tak dá z hlediska druhové 

a geografické distribuce označit za ubikvitní (Kerlinger, 2008; Tůmová, 2008). 

Šíření AIV se děje dvěma způsoby. K primárnímu (vertikálnímu) přenosu dochází 

z volně žijících migrujících vodních ptáků na hejna suchozemských ale i vodních ptáků. 

Přenos infekce mezi chovy drůbeže se označuje jako sekundární (horizontální). U primárního 

přenosu se za zdroj infekce pokládají vodní migrující ptáci. Problémem je ovšem nedostatečná 

znalost jejich druhů a obtížnost izolace přenášených kmenů. Hlavní migrační trasy doplněné 

řadou vedlejších linií tvoří komplikovanou síť, díky které se AIV šíří do dalších oblastí. 

Severní Amerika má 4 základní linie pokrývající celé území. Publikace popisující způsob a 

přesnější migraci v rámci Evropy stále chybí. Z dostupných dat vedou evropské linie ze severu 

a severovýchodu Evropy a severního Ruska směrem k Pyrenejím a Africe nebo na Balkán a 

k malé Asii nebo pak k Sicílii a Itálii. Asijská linie se větví z arktických oblastí na řadu linií 

vedoucích do centrální Asie a dál na jih (Austrálie, Nový Zéland) a na západ (Rusko, Evropa, 

Arabský poloostrov, Afrika) (Tůmová, 2008). V rámci migrace mezi západní a východní 

hemisférou jsou známé tři linie. První trasa vede z Aljašky do Východní Asie, ve které ptáci 

hnízdící na Aljašce přezimují. Druhá migrační linie směřuje z Východní Asie do Pacifiku v 

Severní Americe. Ptáci hnízdící na severovýchodě Asie létají přezimovat podél pacifického 

pobřeží Severní Ameriky. Poslední je trasa mezi Evropou a pobřežím Atlantického oceánu 
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v Severní Americe, kam migrují ptáci z Islandu a severozápadu Evropy (Obr. 9) (Rappole a 

Hubalek, 2006). 

 

Obr. 9: Mapa známých tras pohybu ptáků v rámci hemisfér. 

Tyto migrační cykly se u odlišných ptačích druhů různě překrývají, což má významný 

dopad na ekologii AIV a udržení perzistujícího genofondu viru. Také křížení jednotlivých 

migračních linií v místech s vysokou hustotou různých ptačích druhů z odlišných oblastí má 

značný vliv na rozšíření AIV. Tyto faktory spolu s vysokou promořeností volně žijících 

vodních migrantů, převládající bezpříznakovou formou nákazy, amplifikací viru ve střevních 

buňkách a následným vyloučením kloakou vedou k vysoké kontaminaci vody a prostředí. 

V něm se poté mohou nakazit ostatní ptáci velice často i více subtypy současně. Například 

z infikovaných kachen byly v rámci jednoho kloakálního stěru izolovány dva až tři virové 

subtypy (Tůmová, 2008). 

1.4.5.1. Chřipka v oblastech Arktidy a Antarktidy 

Výše uvedený celosvětový výskyt chřipkového viru zahrnuje také oblasti Arktidy a 

Antarktidy. Pro polární oblasti obecně jsou typické LPAI viry, jejichž hlavními rezervoáry 

jsou na severní polokouli kachny, husy, racci, rybáci a bahňáci. V Antarktidě AIV cirkuluje 

v rámci populace tučňáků, do které byl pravděpodobně zanesen štítonosi světlezobými 

(Chionis albus). Tito ptáci úzce interagují s koloniemi tučňáků a jejich přirozený výskyt v 

oblasti Antarktidy a přilehlých ostrovech usnadňuje pohyb AIV mezi tímto regionem a 

pevninskou částí Jižní Ameriky (Hurt a spol., 2016; Černý a spol., in prep.). 

Virus chřipky byl nalezen také u mořských savců, jako jsou tuleni a velryby. U tuleně 

obecného (Phoca vitulina) virus způsobuje těžkou pneumonii. V arktické Kanadě byly 

detekovány protilátky proti chřipce u tuleně kroužkovaného (Pusa hispida) nebo u běluhy 
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severní (Delphinapterus leucas). IAV u mořských savců obvykle úzce souvisí s chřipkovým 

virem, který v současné době cirkuluje u mořských ptáků ve stejné oblasti. Proto jsou mořští 

savci považováni za slepého hostitele, který je jen příležitostně infikován mořskými ptáky. 

Zoonotický potenciál AIV cirkulujících v Arktidě je nízký a zdá se, že tyto kmeny nezpůsobují 

lidské infekce (Nielsen a spol., 2001; Černý a spol., in prep.). 
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2. Cíle práce 

1) Charakterizovat pozitivní kontrolu viru Sindbis. 

2) Pomocí zavedené metodiky otestovat vzorky komárů Ochlerotatus nigripes na přítomnost 

tohoto arboviru. 

3) Charakterizovat pozitivní výsledky pomocí sekvenace a fylogenetické analýzy. 

4) Otestovat pomocí molekulárních metod vzorky exkretů a stěrů z oropharyngu a kloaky na 

přítomnost viru ptačí chřipky. 

5) Pomocí serologických a molekulárně biologických metod charakterizovat subtyp viru u 

pozitivních nálezů a následně je porovnat pomocí fylogenetické analýzy. 
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3. Materiál a metody 

3.1. Materiál 

3.1.1. Vzorky 

Sběr komárů 

Veškeré vzorky byly sesbírány a laskavě poskytnuty členy centra polární ekologie, 

jmenovitě RNDr. Janou Müllerovou, doc. RNDr. Olegem Ditrichem, CSc.; RNDr. Janou 

Elsterovou; RNDr. Jiřím Černým, PhD.; Mgr. Jakubem Žárským, PhD., a Lauren E. Culler 

(Norway Dartmouth College, Hanover, USA) 

Celkem bylo sesbíráno téměř 8 000 komářích jedinců rodu Ochlerotatus nigripes 

v průběhu letní sezóny mezi lety 2013 až 2018 (Tab. II). Lokality sběru byly celkem dvě – 

souostroví Svalbard, přesněji okolí místa Petuniabukta (78°41'N 16°32'E ) (Obr. 10) a dále 

ostrov Grónsko, kde sběr probíhal v okolí místa Kangerslussuaq (67°01′N 50°41′W) 

v lokalitách East Pond, Black Pond, Vulgaris Pond a Ice Pond (Obr. 11). 

Tab. II: Přehled testovaných komářích vzorků ze Svalbardu a Grónska. 

Lokalita Rok sběru Počet jedinců - kukly Počet jedinců - dospělci 

Grónsko 2013 0 213 

 2015 0 632 

Svalbard 2013 0 522 

 2014 0 2313 

 2015 390 1710 

 2016 0 1871 

 2017 0 67 

 2018 0 51 

Celkem 390 7379 

Celkem 7769 
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Obr. 10: Lokality sběru komárů na Svalbardu (převzato a upraveno z Jana Müllerová, 

bakalářská práce, 2014). 

 

Obr. 11: Lokality sběru komárů v Grónsku (převzato a upraveno z Jana Müllerová, 

bakalářská práce, 2014). 
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Sesbíraní komáři byli umístěni do zkumavek obsahujících 400μl roztoku RNAlater 

(Ambion) a uloženi v 4°C. Rozřazeni byli vždy po maximálně 30ti kusech na základě místa a 

data sběru. Po transportu do České republiky byly po celou dobu uchovávány v -80°C. 

Odběr ptačích vzorků 

Na základě analýzy z publikací na téma AIV v polárních oblastech zpracované 

v diplomové práci RNDr. Jany Müllerové, byla jako vhodná kandidátní populace ptáků pro 

studium prevalence tohoto viru na Svalbardu zvolena kolonie mořských ptáků - racků 

tříprstých (Rissa tridactyla). 

Díky udělenému povolení č. 2013/00722-5 (viz Příloha 1) bylo v roce 2014 ve městě 

Pyramiden na Svalbardu (GPS 78°40'59.99" N 16°23'59.99" E) (Obr. 12) odebráno 100 

vzorků krve a 100 stěrů z kloaky a oropharyngu. Veškeré odběry a stěry byly provedeny 

RNDr. Janou Elsterovou pod vedením ornitologa RNDr. Václava Pavla, Ph.D z Centra polární 

ekologie, České Budějovice. Dále na sběru vzorků spolupracovaly studentky kurzu Centra 

polární ekologie, Mgr. Zuzana Literáková a RNDr. Anna Mynářová.  

 

Obr. 12: Vyznačení lokality odběru vzorků v kolonii racka tříprstého města Pyramiden 

(převzato a upraveno z Jana Müllerová, diplomová práce, 2018). 
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Vzorky krve byly odebírány sterilní jehlou promytou heparinem do zkumavky přímo 

z křídelní žíly (Obr. 13). Místo vpichu bylo vždy před i po odběru dezinfikováno roztokem 

ethanolu. Zpracování těchto vzorků následovalo bezprostředně po odběru. Krev byla nejprve 

centrifugována (2000 g/6min.), dále došlo k separaci séra, jenž bylo odebráno do sterilních 

zkumavek. Následně byly vzorky uloženy do 4°C. Po převozu do České republiky se již 

skladovaly v -80°C. 

Vzorky stěrů z kloaky a oropharyngu (Obr. 13) byly odebírány pomocí sterilního 

tamponu na plastové tyčince a ihned po odběru přesunuty do sterilních zkumavek s 500 µl 

roztoku RNAlater. Odebrané vzorky byly nejprve opět uloženy do 4°C a po transportu do 

České republiky dále uchovávány v -80°C.  

Jednotliví jedinci byli označeni, aby nedošlo k opakovanému odběru. Před opětovným 

vypuštěním a následně po něm byli sledováni, zda nejeví známky zranění či nějaké další 

fyziologické změny. 

 

Obr. 13: Fotografie zobrazující odběry vzorků racků tříprstých (Rissa tridactyla) 

(převzato a upraveno z Jana Müllerová, diplomová práce, 2018).  
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3.1.2. Buněčná linie 

Pro pomnožení SINV byly zvoleny dvě buněčné linie, savčí BHK-21 a komáří C6/36.  

Buněčná linie BHK-21 (z angl. „Baby Hamster Kidney“) byla připravena v roce 1961 

z ledvin pěti jednodenních mláďat křečků Mesocricetus auratus (Creative Biolabs, 2019). 

Tato linie vykazuje při infekci SINV cytopatický efekt během 12-16 hodin (Frolov a 

Schlesinger, 1994). Buňky byly po rozmražení kultivovány v médiu D-MEM (Biosera) 

s přídavkem 10 % fetálního bovinního séra (BOFES) (Biosera), 1 % antibiotiky a 

antimykotiky (Biosera; penicilin, streptomycin a amphotericin B), 1 % L-glutaminem 

(Biosera) při 37°C, v atmosféře 5 % CO2 a relativní vlhkosti 95 %. Pravidelné pasážování 

probíhalo pomocí metody suché trypsinizace. V tomto případě byly buňky pasážovány 

v poměru 1:5.   

Buněčná linie C6/36 byla původně získána z larev komára Aedes albopictus v polovině 

60. let. Vzhledem k vysoké citlivosti této linie vůči široké škále arbovirů dané absencí RNA 

interference, je hojně využívána k jejich izolaci (Walker a spol. 2014; Brackney a spol. 2010). 

Buňky byly kultivovány v médiu Leibovitz L15 (Biosera) v kombinaci s 20 % BOFES, 10 % 

tryptozofosfátovým bujónem (Sigma-Aldrich), 1 % antibiotiky a antimykotiky (Biosera; 

penicilin, streptomycin a amphotericin B) a 1 % L-glutaminem. Pasáže byly provedeny 

metodou suché trypsinizace za stejného poměru jako u buněčné linie BHK-21. Inkubace 

probíhala při 28°C, atmosféře 0,5 % a vlhkosti 95 %. 

Pro metodu plakové titrace byla použita savčí buněčná linie PS, která byla původně 

získána z buněk prasečích ledvin. Kultivace probíhala v médiu Leibovitz L15 (Biosera) 

s přídavkem 3 % PTS (Biosera), 1 % antibiotik a antimykotik (Biosera; penicilin, 

streptomycin a amphotericin B) a 1 % L-glutaminu. Buňky byly inkubovány při teplotě 37℃, 

atmosféře 0,5 % a vlhkosti 95 %. Pasážování bylo provedeno opět metodou suché trypsinizace 

v poměru 1:10. 

3.1.3. Bakterie Escherichia coli 

E. coli je gramnegativní anaerobní bakterie tyčinkovitého tvaru pohybující se pomocí 

bičíků. Nachází se u většiny teplokrevných živočichů jako součást fyziologické mikroflóry 

tlustého střeva a distální části kyčelníku (Lee, 2009). Roste jak na tekutých, tak na pevných 

médiích s přídavkem agaru. V našem případě byly použity NEB5alpha kompetentní E. coli 
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kultivované v médiu LB (1% trypton, 0,5% kvasnicový extrakt, 1% NaCl (chlorid sodný), 

deionizovaná H2O) (Elbing a Brent, 2019). 

3.1.4. Viry 

3.1.4.1. Virus Sindbis 

Pro izolování pozitivní kontroly pro SINV byla použita zásobní suspenze získaná 

z mozkové tkáně v roce 1986. Tato virová suspenze byla skladována v lyofilizovaném stavu. 

Suspenze byla resuspendována ve 200 µl sterilního fosfátem pufrovaného fyziologického 

roztoku (PBS). 

3.1.4.2. Virus Inkoo  

Pozitivní kontrola pro virus Inkoo ve formě cDNA byla laskavě poskytnuta profesorem 

Magnusem Evanderem (Departments of Virology, University of Umeå, Sweden). 

3.1.4.3. Virus ptačí chřipky  

Jako pozitivní kontrola pro virus ptačí chřipky byl použit pacientský izolát sezónní 

chřipky kmene H3N2, který byl laskavě poskytnut MUDr. Martinou Havlíčkovou, CSc. a 

RNDr. Helenou Jiřincovou ze Státního zdravotního ústavu. 

3.1.5. Primery a sondy 

Všechny primery a sondy použité v rámci této diplomové práce jsou uvedeny v tabulce 

níže (Tab. III). 
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Tab. III: Použité sady primerů a sondy. 

 

 

Cílený 

rod/virus 

Primer

/sonda 
Sekvence 

Teplota 

nasedání 

[°C] 
Zdroj 

A
lp

h
a
vi

ru
s 

α + 

5´- 

GAYGCITAYYTIGAYATGGTIGAIG

G - 3´ 

59,5 

Sanchez – 

Seco a 

spol., 2001 

α - 
5´ - KYTCYTCIGTRTTIGTICCIGG - 

3´ 
61 

Sanchez – 

Seco a 

spol., 2001 

S
IN

V
 

SINV-

nsP1F 

5´- GGTTCCTACCACAGCGACGAT 

- 3´ 
60 

Tingström a 

spol., 2016 

SINV-

nsP1R 

5´ - 

TGATACTGGTGCTCGGAAAACA - 

3´ 

60 
Tingström a 

spol., 2016 

A
IV

 

F25 

5´- 

AGATGAGTCTTCTAACCGAGGTC

G - 3´ 

60 
Spackman, 

2014 

R124 

5´ - 

TGCAAAAACATCTTCAAGTCTCTG 

- 3´ 

60 
Spackman, 

2014 

P
la

sm
id

o
v
é 

p
ri

m
er

y
 

M13F 5´ - GTAAAACGACGGCCAG - 3´ 51 

TOPO® TA 

Cloning® 

Kit for 

Sequencing 

(Thermo 

Fisher 

Scientific) 

M13R 5´ - CAGGAAACAGCTATGAC - 3´ 51 

TOPO® TA 

Cloning® 

Kit for 

Sequencing 

(Thermo 

Fisher 

Scientific) 

A
IV

 

F64 

sonda 

5´ - [FAM]-

TCAGGCCCCCTCAAAGCCGA-

[BHQ-1] - 3´ 

 
Spackman, 

2014 

S
IN

V
 SINV-

nsP1 

sonda 

5´- [FAM]-

TTGGACATAGGCAGCGCA-[BHQ-

1] - 3´ 

 
Tingström a 

spol., 2016 
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3.2. Metody 

Práce s infekčním a potenciálně infekčním materiálem byla prováděna za dodržení 

specifických bezpečnostních podmínek. 

3.2.1. Pozitivní kontrola viru Sindbis 

3.2.1.1. Pomnožení viru pro pozitivní kontrolu 

Vzhledem k celkovému malému množství suspenze byl jako další postup zvolen 

namnožení viru na buněčné linii. Byla vybrána savčí (BHK-21) a komáří (C6/36) buněčná 

linie. Pro naše účely byly použity 6-jamkové panely, pro každou linii jeden. Nejprve byly do 

jamek nasety buňky v množství 1,5x106 buněk na jamku. 24 hodin po nasetí byly buňky 

infikovány a následovala 4-hodinová inkubace. Poté byly buňky celkem dvakrát pasážovány 

v intervalu tří dnů vždy v poměru 1:2. Po každé pasáži byly buňky promyty roztokem PBS 

(Biosera). U buněk byl pod světelným mikroskopem sledován cytopatický efekt. Odebraná 

buněčná suspenze byla uchovávána v -80°C. Následná kontrola přítomnosti virové nukleové 

kyseliny byla provedena molekulárně biologickými metodami popsanými níže v kapitole 3.2. 

Metody. Schéma pomnožení viru je na obrázku níže (Obr. 14). 

 

Obr. 14: Schéma pomnožení viru Sindbis pro pozitivní kontrolu. -ctrl = negativní kontrola; 

3dpi = 3 dny po infekci (z angl. „day per infection“). 
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3.2.1.2. Jednokroková reverzní transkripce (RT-PCR) 

Metoda jednokrokové RT-PCR byla prováděna pomocí soupravy One-Step RT-PCR 

(Qiagen). Postupováno bylo dle pokynů výrobce. Metoda byla optimalizována na poloviční 

objem, tedy 25 µl Master mixu na reakci. Objemové zastoupení jednotlivých reagencií je 

uvedeno v tabulce (Tab. IV). Tato metoda byla použita pro detekci virů rodu Alphavirus a 

specificky viru Sindbis (primery viz Tab III). Samotná amplifikace vzorku probíhala v přístroji 

Biometra Uno II za níže uvedených podmínek (Tab. V). Vzniklá cDNA byla dále uchovávána 

v -20°C. 

Tab. IV: Reagencie pro přípravu 1 reakce Master Mixu metody jednokrokové RT-PCR. 

Master Mix Objem/reakce [µl] Finální koncentrace 

H2O prostá RNáz 11,6 - 

Pufr 5x 5 2,5 mM Mg2+ 

dNTP 1 400 µM 

Primer forward  1,2 0,6 µM 

Primer reverse 1,2 0,6 µM 

Směs enzymů  1 - 

Templát (RNA) 4 - 

 

Tab. V: Podmínky jednokrokové RT-PCR. 

Počet cyklů Reakce Čas [min] Teplota [°C] 

 

Reverzní transkripce 30 50 

Počáteční aktivace 

polymerázy a 

deaktivace reverzní 

transkriptázy 

15 95 

40x 

Denaturace 00:45 94 

Nasedání primerů 00:45 Viz Tab. III 

Syntéza nového 

řetězce 
1 72 

 Finální syntéza 10 72 

 

 



35 
 

3.2.1.3. Separace na agarózovém gelu 

Pro separaci PCR produktu byl zvolen 2 % agarózový gel v 1x TAE pufru. Do každé 

jamky bylo přidáno 10 µl směsi vzniklé ze 7 µl PCR produktu a 3 µl nanášecího pufru Orange 

DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific) s 5x koncentrovaným barvivem SYBR GREEN 

I (Sigma Aldrich). K odhadu velikosti separovaných fragmentů byl použit velikostní standard 

GENERULER 1 kb (Thermo Fisher Scientific). Elektroforéza probíhala při 110 V po dobu 30 

až 40 minut. 

3.2.1.4. Purifikace produktu a příprava sekvenační reakce 

Pro enzymatickou purifikaci byly vybrány PCR produkty, které podle výsledků 

elektroforézy odpovídaly očekáváné velikosti. K tomuto produktu byly přidány 0,2 µl 

alkalické fosfatázy (Thermo Fisher Scientific) a 0,2 µl exonukleázy I (Thermo Fisher 

Scientific). Purifikační reakce probíhala v přístroji Biometra Uno II ve dvou krocích (Tab. VI). 

Následně byla připravena sekvenační reakce o celkovém objemu 10 µl (Tab. VII), pro každý 

primer zvlášť. Sekvenace byla provedena firmou SEQme s.r.o., Dobříš, Česká republika.  

Tab. VI: Podmínky pro purifikační reakci. 

Reagencie Čas [min] Teplota [°C] 

Inkubace 15 37 

Deaktivace 15 80 

 

Tab. VII: Reagencie pro přípravu sekvenační reakce. 

Reagencie Objem/reakce [µl] 

H2O prostá RNáz 8,5 

Primer 

forward/reverse  
0,5 

Templát  1 

 

3.2.1.5. Plaková titrace 

Ke zjištění titru SINV pomnoženého na buněčných liniích (BHK-21, C6/36) byla 

zvolena metoda plakové titrace (De Madrid a Porterfield, 1969). Pro tuto metodu byly použity 

96-jamkové panely. Nejprve byly testované vzorky (20 µl) v panelu rozředěny desítkovou 
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ředící řadou (10-1 – 10-8) ve 180 µl kultivačního média Leibovitz L15 (+ 3 % PTS, 1 % ATB 

a 1 % GL). Poté bylo do jamek přidáno 130 µl buněčné suspenze (buněčná linie PS), která 

byla připravena tak, aby v každé jamce bylo 5x104 buněk. Po jejich následné 4 hodinové 

inkubaci při 37°C v atmosféře 0,5 % CO2 byly buňky překryty 100 µl „pokrývky“ (roztok 3% 

karboxymethylcelulózy a 2x koncentrovaného kultivačního média v poměru 1:1) a opět 

uloženy k inkubaci v 37°C a 0,5 % atmosféře CO2 na 5 dní. Panel byl následně promyt 

fyziologickým roztokem (9 g NaCl v 1 l destilované vody) a fixován a obarven roztokem 

naftalenové černi (1 g naftalenové černi, 60 ml ledové kyseliny octové a 13,6 g octanu sodného 

doplněné do 1 l destilovanou vodou). Nakonec byly panely opláchnuty pod tekoucí vodou a 

usušeny. Následně byly v jamkách odečteny plaky a po přepočtu podle ředění byl výsledek 

vyjádřen v plakotvorných jednotkách (PFU, z angl. „plaque-forming units“; počet virových 

částic) na ml původní suspenze. Jednotlivé vzorky byly testovány ve formě technických 

triplikátů. 

3.2.2. Zpracování komářích a ptačích vzorků 

Vzhledem k tomu, že některé z níže uvedených metod jsou společné pro oba 

detekované viry, zatímco jiné byly použity jen u jednoho z nich, bylo pro větší přehlednost 

vypracováno schéma (Obr. 15) znázorňující obecný postup pro jednotlivé viry. 
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Obr. 15: Schéma zobrazující jednotlivé kroky při detekci konkrétních virů. 

3.2.2.1. Homogenizace vzorků komárů 

Jednotlivé vzorky komárů byly nejprve rozděleny podle roku a místa nálezu. Poté byly 

připraveny homogenizační zkumavky (Eppendorf) s 1000 µl sterilního PBS a sterilní ocelovou 

kuličkou o průměru 5 mm (Qiagen). Následně byli do zkumavek přidáni komáři o 

maximálním počtu 30 ks z jedné lokality. Celkově se tak jednalo o 312 směsných vzorků 

komárů. Homogenizace probíhala v předchlazených adaptérech po dobu 3 minut při rychlosti 

30 kmitů/s v automatickém homogenizačním přístroji Tissue Lyser II (Qiagen). Takto 

zpracované vzorky byly uchovávány v -80°C. 

3.2.2.2. Izolace RNA 

Pro extrakci RNA z  homogenizovaných komářích vzorků, stěrů z oropharyngu a 

kloaky racků tříprstých byla použita souprava QIAamp® Viral RNA Mini kit (Qiagen). Postup 

probíhal dle pokynů výrobce až na jedinou výjimku, kdy eluce komářích vzorků byla 

provedena 40 µl deionizované H2O místo uvedeného pufru AVE. Pro zajištění vyššího 

výtěžku RNA byla zopakována eluce již vzniklým eluátem. RNA byla opět uskladněna v  

-80°C. 



38 
 

3.2.2.3. Kontrola kvality RNA 

 Ke kontrole kvality izolované RNA byla zvolena metoda elektroforetické separace na 

agarózovém gelu. Pro tyto účely byl použit 1 % agarózový gel v 1x TAE pufru, jehož příprava 

vyžadovala RNáz prostou deionizovanou H2O. Směs 10 µl v jamkách byla tvořena 5 µl RNA 

a 5 µl nanášecího pufru Orange DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific) s 5x 

koncentrovaným barvivem SYBER GREEN (Sigma Aldrich). Elektroforéza probíhala při 80 

V po dobu 15 minut, přičemž během procesu separace byla elektroforetická nádoba chlazena 

ledem. Následná vizualizace gelů byla prováděna na UV transiluminátoru Biometra TI 3. 

3.2.2.4. Příprava směsných vzorků RNA získaných ze vzorků komárů 

Tento postup byl zvolen na základě publikace Tingström a spol. 2016, ve které 

připravovali směsné vzorky, tedy „pooly“ (z angl. pooling = smíchat) z homogenátů komářích 

vzorků. V každé zkumavce se po úvodní homogenizaci a následné izolaci RNA nacházelo  

RNA z maximálně 30 jedinců komárů. Z každé této zkumavky bylo odebráno po 2 µl a 

napipetováno do nové 0,5 ml zkumavky, vždy maximálně z 20ti zkumavek s izolovanou RNA. 

Výsledné pooly tak byly tvořeny RNA z maximálně 600 jedinců komára (Obr. 16). Tímto 

způsobem vzniklo 27 poolů, ze kterých byly vytvořeny alikvóty pro omezení degradace RNA 

opakovaným rozmrazováním. Vzorky byly dále uchovávány v -80°C a připraveny k analýze. 

Těchto 27 vzorků sloužilo pro detekci SINV. 

 

Obr. 16: Schéma postupu seskupování RNA vzorků. 

3.2.2.5. Kvantitativní jednokroková reverzní transkriptázová PCR 

(RT-qPCR) 

Tato metoda sloužila pro testování jak komářích vzorků (detekce SINV), tak výtěrů 

z oropharyngu a kloaky racků tříprstých (detekce AIV). RT-qPCR byla provedena pomocí 

soupravy Kit AgPath-ID™ One-Step RT-PCR Reagents (Thermo Fisher Scientific). 
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Postupováno bylo přesně dle pokynů výrobce. Jednotlivé reagencie a jejich množství pro 

přípravu Master Mixu jsou uvedeny v tabulce (Tab. VIII). Použité primery spolu se sondami 

jsou již zmíněny v tabulce výše (Tab. III). Jednalo se o specifické primery a sondu pro SINV 

a primery a sondu pro AIV. Negativní kontroly (bez templátu a bez enzymu) byly stejně jako 

pozitivní kontrola vždy testovány v triplikátu, jednotlivé vzorky pak už jen v uniplikátu. 

Amplifikace byla provedena v přístroji QuantStudio 6 Fix (Thermo Fisher Scientific) podle 

podmínek uvedených v tabulce (Tab. IX). Celkový objem na jednu reakci činil 25 µl. 

Tab. VIII: Reagencie pro přípravu 1 reakce Master Mixu. 

Master Mix Objem/reakce [µl] SINV Objem/reakce [µl] AIV Finální koncentrace  

2X RT-PCR 

Buffer 
12,5 12,5 1x 

Primer forward  2,5 0,5 400 nM 

Primer reverse  2,5 0,5 400 nM 

TaqMan® 

sonda 
0,6 1 120 nM 

H2O prostá 

RNáz 
0,9 4,5 - 

25X RT-PCR 

Enzyme Mix 
1 1 - 

Templát 

(RNA) 
5 5 - 

 

Tab. IX: Čas a teplota pro RT-qPCR. 

Počet cyklů Reakce Čas [min] Teplota [°C] 

 

Reverzní transkripce 10 45 

Deaktivace reverzní 

transkriptázy a 

počáteční aktivace 

polymerázy  

10 95 

40x Amplifikace 
00:15 95 

00:45 60 

Teplotní přechod mezi jednotlivými kroky 1,6°C/s 
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3.2.2.6. Klonování 

Purifikační metoda 

Suspektní PCR vzorky SINV a AIV byly nejprve přečištěny pomocí QIAquick PCR 

Purification Kit (Qiagen). Postupováno bylo dle návodu výrobce. Vzorky byly eluovány 30 

µl pufru EB („Elution Buffer“). Purifikovaná DNA byla dále elektroforeticky rozdělena a 

vizualizována na UV transiluminátoru (postup separace uveden výše). 

Klonování a kultivace E. coli 

Purifikovaná DNA suspektních vzorků byla následně vložena do pCR4 plazmidu. 

Metoda klonování byla provedena pomocí TOPO® TA Cloning® Kit for Sequencing (Thermo 

Fisher Scientific). Opět bylo postupováno dle pokynů výrobce. Naklonovaný vektor byl poté 

vložen do buněk NEB5alpha kompetentních E. coli pomocí tepelného šoku (buňky byly po 

celou dobu drženy na ledu, následně zahřáty na 42°C po dobu 30 s a poté opět uloženy na led 

na 2 min). Po ochlazení bylo k buňkám přidáno 180 µl SOC média (Thermo Fisher Scientific) 

(2% trypton, 0,5% kvasnicový extrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl (chlorid draselný), 10 mM 

MgCl2 (chlorid hořečnatý), 10 mM MgSO4 (síran hořečnatý), a 20 mM glokóza) 

temperovaného na 37°C. Takto ošetřené buňky s vloženým insertem byly následně 

inkubovány 1 h při 37°C. V dalším kroku byly buňky vysety na agarové plotny 

s carbenicilinem. Před samotným výsevem buněk bylo na každou plotnu přidáno 40 µl X-Gal 

pro rozlišení prázdných plazmidů (modré kolonie) od těch s inzertem (bílé kolonie) (Obr. 17). 

Po 24 h inkubaci byly náhodně vybrané kolonie rozočkovány na nové plotny a přeneseny do 

LB média. Zkumavky se vzorky v LB médiu byly uloženy do třepačky GallenKamp, ve které 

se „třepaly“ do druhého dne na 200 rpm při 37°C.  
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Obr. 17: Fotografie agarové plotny s bakteriálními klony rozlišenými pomocí 

„blue/white“ selekce za použití X-Gal. 1-5 = náhodně vybrané klony pro izolaci plasmidu. 

Izolace plasmidové DNA 

Následně byla z vybraných klonů vyizolována plasmidová DNA. Nejprve byly vzorky 

z třepačky centrifugovány na maximální otáčky (9000 x g) 5 min při pokojové teplotě. 

Supernatant byl slit do odpadu a vzniklý pelet byl pomocí vortexu resuspendován v 1 ml 

ledově vychlazeného Roztoku I (složení Roztoků I-III viz níže Tab. X). K suspenzi byly dále 

přidány 2 ml Roztoku II a opatrným otáčením zkumavek došlo k promíchání. Ke vzniklému 

lyzátu se poté přidalo 1,5 ml ledově vychlazeného Roztoku III a zkumavky byly opět opatrně 

promíchány. Následovala centrifugace při maximálních otáčkách (9000 x g) 30 minut při 4°C. 

Supernatant byl ponechán a doplněn 1,5 objemem isopropanolu, aby došlo k precipitaci 

plasmidové DNA. Poté byly vzorky opatrně promíchány a opět centrifugovány za stejných 

podmínek. Vzniklý supernatant byl slit do odpadu a pelet byl promyt 2 ml ledově 

vychlazeného 70% roztoku ethanolu. Po evaporaci ethanolu byla plasmidová DNA 

resuspendována v 100 µl H2O a uložena v -20°C. Během celé izolace byly zkumavky se 

vzorky uchovávány na ledu. 

Tab. X: Složení Roztoků I-III použitých pro izolaci plazmidové DNA. 

Roztok I (pH 8,0) 10 ml 500 mM glokózy, 2 ml 500 mM EDTA (pH 8,0), 2,5 ml 1 M 

Tris (pH 8,0), 85,5 ml H2O 

Roztok II Čerstvě připravený 0,2 N NaOH, 1 % SDS 

Roztok III (pH 6,0) 60 ml 5 M octanu draselného, 11,5 ml ledového acetátu, 28,5 ml H2O 
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Polymerázová řetězová reakce (PCR) 

 Vyizolovaná plasmidová DNA byla amplifikována metodou PCR za použití 

plasmidových primerů M13 (viz Tab. III). Jednotlivé reagencie (Tab. XI) a podmínky metody 

(Tab. XII) jsou uvedeny níže. Poté byly DNA produkty elektroforeticky separovány, 

vizualizovány, purifikovány a zaslány na sekvenaci (tyto metody jsou již popsány výše). 

Tab. XI: Reagencie Mastermixu. 

Master Mix Objem/reakce [µl] Finální koncentrace 

H2O prostá RNáz 9,5 - 

PPP Mastermix 12,5 - 

Primer forward  1 400 nM 

Primer reverse  1 400 nM 

Templát 1 - 
 

Tab. XII: Podmínky PCR reakce.  

Počet cyklů Reakce Čas [min] Teplota [°C] 

 Úvodní denaturace 10 94 

40x 

Denaturace 00:15 94 

Nasedání primerů 00:30 Viz Tab. III 

Syntéza nového 

řetězce 
1 72 

 Finální syntéza 10 72 
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4. Výsledky 

4.1. Arboviry 

4.1.1. Sběr vzorků komárů 

Z celkového počtu 7769 odchycených komárů Ochlerotatus nigripes mezi lety 2013-

2018 jich bylo 6924 sesbíráno v okolí místa Petuniabukta na Svalbardu a 845 v oblasti 

Kangerslussuaq v Grónsku (Obr. 18A). Celkový počet 6924 jedinců odchycených na 

Svalbardu tvořilo 390 kukel a 6534 dospělých jedinců (Obr. 18B). V Grónsku byly sesbíráni 

pouze dospělí jedinci.  

 

Obr. 18: (A): Zastoupení testovaných vzorků komára Ochlerotatus nigripes podle místa 

sběru (Svalbard a Grónsko); (B): Podíl kukel a dospělců komára Ochlerotatus nigripes 

sesbíraných na Svalbardu. 
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4.1.2. SINV 

4.1.2.1. Pozitivní kontrola SINV 

Jako pozitivní kontrola pro testování vzorků na přítomnost SINV byla použita virová 

suspenze ze sbírky arbovirů Parazitologického ústavu Biologického centra AVČR 

(https://www.arboviruscollection.cz/), konkrétně se jednalo o izolát BCCO 50_0149 z roku 

1986. Virus byl pomnožen na dvou buněčných liniích – savčí (BHK-21) a komáří (C6/36).  

Z obrázku Obr.19A je u savčí buněčné linie BHK-21 zřetelný cytopatický efekt 

v infikovaných jamkách (SINV, SINV1) ve srovnání s kontrolní jamkou (NK), ve které 

docházelo pouze k výměně čerstvého média. Naproti tomu u komáří buněčné linie C6/36 (Obr. 

19B) cytopatický efekt pozorován nebyl. Nicméně lze pozorovat sníženou vitalitu a rychlost 

množení buněk ve srovnání s kontrolní jamkou (NK). 

 

Obr. 19: Pomnožení viru na buněčných liniích BHK-21 a C6/36 3.den po infekci. (A): 

savčí buněčná linie BHK-21; (B): komáří buněčná linie C6/36. Celkové zvětšení 20x, měřítko 

odpovídá 100 μm. (NK = negativní kontrola; SINV = promytá buněčná suspenze; SINV1 = 

přenesený supernatant). 

https://www.arboviruscollection.cz/
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Virová RNA byla následně izolována pomocí kolonkového kitu (QIAamp® Viral 

RNA Mini kit (Qiagen)) a amplifikována metodou jednokrokové RT-PCR za použití primerů 

pro rod Alphavirus. Dále byly PCR produkty elektroforeticky rozděleny a vizualizovány 

pomocí UV transiluminátoru s očekávanou velikostí amplikonu 490 bází (bp) (postup popsán 

v kapitole 3.2. Metody) (Obr. 20).  

 

Obr. 20: Fotografie gelu s vizualizovanou DNA v očekávané velikosti 490 bp. L = 

velikostní standard; NK = negativní kontrola bez templátu; PK = pozitivní kontrola (zásobní 

suspenze SINV; -ctrl = negativní kontrola pomnožené RNA (neinfikované buňky). 

Červeně značené vzorky (SINV_BHK-21 a SINV1_C6/36) byly zaslány na sekvenaci. 

Pomocí BLAST analýzy (z angl. „Basic Local Aligment Search Tool“) výsledků sekvenace 

bylo potvrzeno, že se jedná o SINV, 99,33 % identického s kmenem LEIV-Ast03-1-844 

(GenBank: MG679378.1).  

Množství replikujících se virových částic v suspenzi z BHK-21 i C6/36 buněčných linií 

bylo stanoveno metodou plakové titrace. Z grafů (Obr. 21) vyplývá, že virus se rychleji a do 

vyšších titrů pomnožil na komáří buněčné linii (C6/36) v porovnání se savčí linií (BHK-21). 

3 dny po infekci dosahoval titr viru u C6/36 hodnoty 109 PFU/ml, zatímco u BHK-21 se 

jednalo o 106 PFU/ml. Vzhledem k limitu detekce je také vidět, že u linie BHK-21 došlo 

k adherenci téměř všech virových částic a přenesený supernatant (SINV1) vykazoval žádný 

nebo jen velmi nízký počet replikace schopných virových částic. U linie C6/36 naopak 

přenesený supernatant (SINV1) obsahoval dostatek virových částic, které nenaadherovaly 

k buňkám během inkubace (SINV) a byly tak schopné další replikace po přenosu supernatantu. 

Ze sloupců grafu vyplývá, že rozdíl mezi SINV a SINV1 je přibližně 2 logaritmy. 
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Obr. 21: Grafy zobrazující a porovnávající množství viru pomnoženého na savčí (BHK-

21) a komáří (C6/36) buněčné linii. SINV = promytá buněčná suspenze; SINV1 = přenesený 

supernatant. 

Izolovaná RNA vzorku SINV_C6/36 byla dále amplifikována jednokrokovou RT-PCR 

se specifickými primery pro SINV, pro něž byla optimalizována počáteční koncentrace na 1 

µM na reakci. DNA produkt byl opět elektroforeticky rozdělen a vizualizován v očekávané 

velikosti amplikonu 75 bp (Obr. 22). Vzorek SINV_C6/36 potom nadále sloužil jako pozitivní 

kontrola pro detekci SINV ve vzorcích komárů Oc. nigripes. 

 

Obr. 22: Fotografie gelu s vizualizovanou pozitivní kontrolou v očekávané velikosti 75 

bp. L = velikostní standard; SINV_C6/36 = vzorek pozitivní kontroly; NT = negativní kontrola 

bez templátu. 
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Na základě určení množství titru viru pomocí metody plakové titrace byl vzorek 

pozitivní kontroly naředěn desítkovou ředící řadou 1:100 – 1:1012. Tato řada byla použita jako 

kalibrační křivka pro RT-qPCR (Obr. 23) využívanou k detekci viru ve vzorcích komárů. 

4.1.2.2. Detekce SINV ve vzorcích komárů 

Vyizolovaná RNA z komářích homogenátů byla poolována tak, že každý výsledný 

směsný vzorek obsahoval RNA maximálně 600 jedinců. Celkem tak vzniklo 27 vzorků (Tab. 

XIII). Tyto vzorky byly testovány na přítomnost SINV.  

Tab. XIII: Počty směsných vzorků RNA z komárů Oc. nigripes. 

 2013 2014 2015 2016 2017 2018 

Svalbard 1 8 5 3 1 1 

Grónsko 5 0 3 0 0 0 

 

Takto poolované vzorky byly amplifikovány metodou RT-qPCR za použití 

specifických primerů pro SINV a specifické FAM (Fluorescein) sondy (Obr. 23).  

 

Obr. 23: Amplifikační graf ředící řady pozitivní kontroly SINV spolu s 27 směsnými 

vzorky. 10-x = ředění;        = pozitivní vzorek;       = prahová úroveň; osa x = cyklus; osa y =  

změna fluorescence. 
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Z obrázku (Obr. 23) vyplývá, že limitní ředění pozitivní kontroly pro SINV je přibližně 

10-8, což odpovídá 1,75*108 počtu virových částic. Z celkem 27 testovaných vzorků vyšel 

jediný vzorek, vzorek číslo 3, pozitivně, přibližně v hodnotě limitního ředění 10-8 kalibrační 

křivky pozitivní kontroly. Jednalo se o vzorek z Grónska odebraný v lokalitě East Pond. 

Nicméně při opakovaném pokusu totožnou metodou se již pozitivní nález nepotvrdil. 

Následovalo testování RNA původních směsných vzorků, které byly poté zpoolovány v daný 

suspektně pozitivní vzorek 3. Nejprve byly směsné vzorky testovány opět metodou RT-qPCR 

a dále pak konvenční PCR za použití specifických primerů pro SINV. V obou případech 

nedošlo k potvrzení pozitivního vzorku.  

Suspektně pozitivní vzorek jsme se následně pokusili osekvenovat pomocí primerů 

specifických pro rod Alfavirus, použitých dříve pro sekvenování pozitivní kontroly. Výsledky 

sekvenace opět nepotvrdily pozitivní nález.  

Abychom mohli s jistotou označit vzorek za pozitivní na genomickou RNA SINV a 

kvůli malé velikosti PCR produktu amplifikovaného metodou RT-qPCR bylo nutné tento 

produkt zaklonovat, aby mohl být osekvenován. PCR produkt byl vložen do plazmidu pCR4. 

Amplifikace vyizolovaného plazmidu z 5 náhodně vybraných klonů proběhla za 

použití primerů specifických pro M13 sekvenační místo v plasmidu pCR4 E. coli, ovšem 

pomnožený produkt vizualizovaný na gelu neodpovídal ani v jednom případě očekávané 

velikosti cca 300 bp (Obr. 24). 

 

Obr. 24: Fotografie gelu PCR produktu z plazmidu. L = velikostní standard; NK = 

negativní kontrola; GE/X = klony vzorku 3. 
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4.2. Virus chřipky 

V roce 2014 bylo odebráno celkem 100 stěrů z kloaky a 100 stěrů z oropharyngu 

jedincům z kolonie racka tříprstého (Rissa tridactyla) čítající celkem 700 hnízdících párů v 

osadě Pyramiden na Svalbardu. Všechny odebrané vzorky byly testovány metodou RT-qPCR 

na přítomnost RNA AIV.  

4.2.1. Pozitivní kontrola AIV 

Zásobní suspenze pozitivní kontroly kmene H3N2 byla naředěna desítkovou ředící 

řadou 1:100 – 1:1011. Následně proběhla amplifikace pomocí RT-qPCR za použití primerů a 

sondy specifických pro AIV. Detekční limit metody odpovídal ředění pozitivní kontroly AIV 

10-5 (Obr. 26). 

4.2.2. Detekce AIV ve stěrech z kloaky a oropharyngu 

Po izolaci RNA byly pro jednotlivé vzorky vytvořeny alikvóty, aby nedocházelo 

k opakovanému rozmrazování a tím snižování kvality testované RNA. Poté byla u 10 náhodně 

vybraných vzorků z kloaky a oropharyngu testována kvalita vyizolované RNA, která byla 

poměrně variabilní (Obr. 25). Velikost vizualizovaného produktu odpovídala velikosti velké 

ribosomální podjednotky molekuly RNA (28 S) o přibližné velikosti 3800 bp. 

 

Obr. 25: Kontrola kvality izolované RNA ze stěrů z oropharyngu a kloaky. L = velikostní 

standard; 28 S = velká ribozomální podjednotka ~ 3800 bp. 
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Následně proběhla amplifikace RNA pomocí metody RT-qPCR za použití 

specifických AIV primerů a FAM sondy (Obr. 26, 27). V prvním grafu (Obr. 26) jsou patrné 

2 pozitivní vzorky (číslo 85, 93). Nicméně při jejich reamplifikaci totožnou metodou se ani 

jeden z nich nepodařilo znovu potvrdit. Výsledky ze stěrů z kloaky pro detekci virové RNA 

byly u všech vzorků negativní (Obr. 27). 

 

Obr. 26: Amplifikační graf ředící řady pozitivní kontroly AIV a RNA vzorků z 

oropharyngu. 10-x = ředění;        = pozitivní vzorek;       = prahová úroveň; osa x = cyklus; 

osa y =  změna fluorescence. 

 

Obr. 27: Amplifikační graf ředící řady pozitivní kontroly AIV a RNA vzorků z kloaky. 

10-x = pozitivní kontrola;       = prahová úroveň; osa x = cyklus; osa y =  změna fluorescence. 
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PCR produkt 2 suspektně pozitivních vzorků (85, 93) byl stejně jako u SINV (viz 

kapitola výše 4.1.2.2. Detekce SINV ve vzorcích komárů) zaklonován do pCR4 plazmidu, aby 

mohl být s určitostí potvrzen pozitivní nález RNA AIV. Po izolaci plazmidu z 5 náhodně 

vybraných klonů a následné PCR amplifikaci pomocí M13 primerů byly amplikony 

elektroforeticky rozděleny a vizualizovány. PCR produktu v očekávané velikosti cca 300 bp 

odpovídaly u vzorku 85 celkem tři klony (85/1, 3, 5) a u vzorku 93 byly taktéž tři (93/1, 2, 3). 

Amplikony, které byly přečištěny a zaslány na sekvenaci jsou na obrázku (Obr. 28) vyznačeny 

červeně. Pomocí BLAST analýzy byla porovnána homologie výsledné sekvence, která však 

ani v jednom případě neodpovídala žádné sekvenci AIV. 

 

Obr. 28: Fotografie gelu s vizualizovanou DNA v očekávané velikosti 300 bp. L = 

velikostní standard (marker). 
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5. Diskuze 

5.1. Arboviry 

Arboviry jsou velice různorodou skupinou virů, která je převážně tvořena RNA viry. 

Tento fakt umožňuje arbovirům výraznou plasticitu. Odhaduje se, že míra chybovosti RNA-

dependentní RNA-polymerázy (RdRp) se pohybuje od 10-3 do 10-5 chyb na nukleotid v rámci 

jednoho replikačního cyklu. Tato míra chybovosti spolu s rychlou a velmi vyvinutou virovou 

replikací umožňuje rychlou adaptaci a produkci variant, které mohou arboviry zvýhodňovat v 

různých hostitelských prostředích (Ciota a Kramer, 2010). Nedávné epidemie způsobené 

arboviry i v původně neendemických oblastech jejich výskytu prokazují potenciál těchto virů 

adaptovat se a rozšířit jejich rozsah. Nejvíce je distribuce arbovirů ovlivněna změnami klimatu 

a krajiny (Ciota a Kramer, 2010; Tingström a spol., 2016). Především teplota a vlhkost 

významně ovlivňují postupné rozšiřování arbovirů do stále vyšších zeměpisných šířek. Změny 

klimatu se odráží také na rázu okolní krajiny a její fauny a flóry. Potencionální přenašeči i 

hostitelé se tak objevují i v polárních oblastech, kde je většina tamních populací potenciálních 

hostitelů imunitně naivní. Spolu s klimatem a krajinou k dalšímu rozšiřování přispívá migrace 

lidí, rozvoj cestovní ruchu a socioekonomické poměry či zavlékání invazních hostitelských 

druhů (Ciota a Kramer, 2010; Müllerová a spol., 2018; Waits a spol., 2018).  

Ačkoli studie zabývající se výskytem arbovirů v námi sledovaných oblastech Grónska 

a Svalbardu zatím nepotvrdily žádný pozitivní nález komáry či klíšťaty přenášených arbovirů, 

vzhledem k výše uvedeným změnám v těchto oblastech je nutné je stále sledovat (Elsterová a 

spol., 2015; Müllerová, 2018; Müllerová a spol., 2018). Doposud nejvyšší zeměpisná šířka, ve 

které byly arboviry detekovány je 70° severní šířky (Kurstak, 2012). Důvodů dosud 

negativních nálezů může být hned několik. V porovnání s ostatními lokalitami výskytu 

arbovirů je na Svalbardu a v Grónsku nízká druhová diverzita i abundance potencionálních 

hostitelů, čímž se snižuje možnost šíření viru (Arneberg, 2009; Bennike a spol., 1989). Další 

příčinou může být kompetence  tamních vektorů pro přenos arbovirů. Obecně jsou arboviry 

v polárních oblastech přenášeny především klíšťaty rodu Ixodes a komáry rodu Culex a Aedes. 

V námi sledovaných oblastech se vyskytuje pouze klíště I. uriae a z komárů žije na Svalbardu 

jako jediný druh Oc. nigripes a v Grónsku navíc i Oc. impiger. Zejména u Oc. nigripes není 

kompetence k přenosu arbovirů dostatečně prostudována (Becker a spol., 2010; Corbet a 

Danks, 1973). I u virů, které byly v polárních oblastech nalezeny je obecně velice nízká 

prevalence, což může představovat další důvod, proč doposud nebyl zaznamenán pozitivní 
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záchyt v námi sledovaných oblastech. Například u komářích jedinců rodu Aedes nachytaných 

v oblasti Severozápadních teritorií v Kanadě byly detekovány viry CE a Northway (NORV) 

s prevalencí 1:3 662 (McLean a spol., 1977). V oblasti Bajkalu v Rusku byla zjištěna 

prevalence virů Batai (BATV) a Getah (GETV)  

1:24 000 (L’vov a spol., 1995). V neposlední řadě je třeba zmínit extrémní klimatické 

podmínky, se kterými se musí vypořádat jak hostitel, tak vektor, ale i samotný patogen. 

Nepříznivé klima tak může představovat další z důvodů negativních výsledků. Teplotní 

citlivost při pomnožení viru v komářím přenašeči je poměrně vysoká, avšak byla prokázána 

replikace NORV při 4°C u arktického komára rodu Aedes (Hueffer a spol., 2011; McLean a 

spol., 1979; Ring a Tesar, 1981). 

5.1.1. Virus Sindbis a další výzkum 

Konkrétním arbovirem, jehož přítomnost byla v této práci testována, je SINV. Jedná 

se o virus rozšířený téměř po celém světě vyjma amerického kontinentu (Adouchief a spol., 

2016). Jeho nedávný záchyt v larvách komárů Oc. communis, Oc. punctor a Oc. diantaeus 

v původně neendemické oblasti Švédska okolo 64° severní šířky tak naznačuje jeho šíření do 

stále vyšších zeměpisných šířek (Tingström a spol., 2016). Studie Tingström a spol., 2016 dále 

indikuje vertikální přenos tohoto arboviru. V naší práci se nám však nepodařilo potvrdit 

přítomnost tohoto viru v polárních oblastech Svalbardu a Grónska. Jedním z  problémů může 

být nedostatek informací o druhu komára Oc. nigripes a především o kompetenci tohoto 

komára virus přenášet. Jak je již zmíněno výše, překážkou pro přenos viru může být i 

nepříznivé okolní klima. Jestli je možný přenos SINV pomocí vektora Oc. nigripes 

v extrémních teplotách by se mohlo do budoucna otestovat v laboratorních podmínkách. Bylo 

by nutné přivézt kukly, případně larvy tohoto druhu komára a nechat je vyvinout do stádia 

dospělého jedince. Poté infikovat dospělce SINV a vytvořit okolní podmínky s postupně se 

snižující teplotou simulující okolní klima námi vybraných oblastí. Výsledky by mohly 

objasnit, zda je Oc. nigripes vůbec kompetentním vektorem SINV, či zda je limitujícím 

faktorem pro přenos a přežití viru v těchto lokalitách teplota. Zároveň by se mohl potvrdit 

transovariální přenos indikovaný ve studii Tingström a spol., 2016. Studie McLean a spol., 

1977 popisuje obdobný způsob infikování komárů rodu Aedes, nachytaných v oblasti arktické 

Kanady, virem kalifornské encefalitidy. 

 Zejména ve Skandinávii a Karelské oblasti Ruska je SINV původcem řady 

onemocnění a lidé v těchto státech vykazují poměrně vysokou seroprevalenci (Nielsen a spol., 

2001). Ve Finsku je nejčastěji diagnostikovanou arbovirovou infekcí a to s prevalencí 
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protilátek 5,2 %. Oblasti s nejvyšší seroprevalencí leží na východě země (Severní Karélie a 

Kainuu), ale také na západě Finska v oblasti centrální Ostrobothnii (Kurkela a spol., 2008). 

Dle seroepidemiologické studie získané v 80. letech 20. století byla v centrální části Švédska 

seroprevalence 3,6 % s klesajícím trendem směrem na jih a sever země. Ve dvou 

nejsevernějších krajích Švédska (Norrbotten a Väster-botten) byla zjištěna prevalence 

protilátek proti SINV pouze 0,1 – 1,0 %. Nicméně klinická studie z roku 2009 zabývající se 

prevalencí protilátek proti SINV v těchto dvou švédských oblastech došla k výsledné 

seroprevalenci 2,9 %. To naznačuje neustále se zvyšující seroprevalenci v těchto polárních 

oblastech (Norrbotten leží již v oblasti za polárním kruhem). Do severní Evropy byl tento 

arbovirus ve větší míře zavlečen pravděpodobně migrujícím ptactvem na přelomu 60. a 70. let 

20. století. Stejně jako ve Švédsku je rostoucí trend seroprevalence zaznamenán i ve Finsku 

(Ahlm a spol., 2014; Gylfe a spol., 2018). 

Kromě SINV cirkuluje v oblastech Skandinávie a Ruska další komáry přenášený 

arbovirus, a to INKV (Peribunyaviridae). Zvláště ve Finsku je prevalence protilátek proti 

tomuto viru až 51% a ve Švédsku 41% (Lwande a spol., 2017; Putkuri a spol., 2007). Jeho 

pozitivní záchyt v cca 64°C severní šířky v původně neendemické oblasti Švédska popsaný 

v práci Tingström a spol., 2016 tak naznačuje možnost jeho zavlečení i do vyšších 

zeměpisných šířek. Proto by v budoucnu bylo dobré provést testování komárů Oc. nigripes 

také na přítomnost tohoto viru. 

5.1.2. Sběr a testování vzorků komárů 

Cílem první části práce bylo otestovat cca 8000 komářích vzorků ze Svalbardu a 

Grónska nasbíraných v rozmezí let 2013 až 2018 na přítomnost SINV pomocí metody RT-

qPCR. Odchyt komárů smýkací metodou probíhal vždy během letních měsíců. V těchto 

polárních oblastech je efektivita odchytů silně závislá na aktuálních klimatických 

podmínkách. Především se jedná o povětrnostní podmínky a okolní teplotu. Proto se počty 

komárů pro jednotlivé roky liší.  

Po sběru byli jednotliví komáři uloženi do rozotku RNAlater, který zabraňuje 

degradaci RNA a dle dostupných možností uchováváni v chladu. Až po jejich transportu do 

České republiky byli uloženi do -80°C. Na základě předchozího výzkumu (Detekce 

zoonotických virů v biologických vzorcích z Arktidy, Müllerová Jana, 2018) byly všechny 

komáří vzorky určeny jako druh Oc. nigripes. Ve vyšetřovaných vzorcích se nám ale ani 

v jednom případě nepodařilo opakovaně detekovat přítomnost SINV. Příčinou může být 
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uchovávání vzorků v nedokonalých podmínkách a dále také transport na dlouhou vzdálenost 

a časová prodleva mezi sběrem a testováním daných vzorků. Kvalita vyizolované RNA byla 

kontrolována pomocí její elektroforetické separace na agarózovém gelu v rámci předchozí 

analýzy vzorků (Detekce zoonotických virů v biologických vzorcích z Arktidy; podkapitola 

Kontrola kvality RNA (4.1.3.), Müllerová Jana, 2018). Ačkoli byly ze vzorků utvořeny 

alikvóty, vícečetné rozmražení RNA následně ubírá na její kvalitě, což může být také jedna 

z příčin nepotvrzeného pozitivního nálezu.  

Zásobní suspenze SINV sloužící jako pozitivní kontrola byla skladována 

v lyofilizovaném stavu. Proto bylo nutné ji resuspendovat v pufru PBS a dále kvůli malému 

množství pomnožit na savčí (BHK-21) a komáří (C6/36) buněčné linii. Na savčí buněčné linii 

byl při porovnání s kontrolní jamkou jasně zřetelný cytopatický efekt, a to jak v promyté 

buněčné suspenzi, tak v přeneseném supernatantu (viz Obr. 19A). Naproti tomu u buněčné 

linie C6/36 tento efekt pozorován nebyl, buňky jevily pouze sníženou vitalitu (viz Obr. 19B). 

Ovšem při porovnání titru viru u obou linií se rychleji i do vyšších titrů virus pomnožil na 

komáří buněčné linii, což je pravděpodobně dáno absencí obranných mechanismů (RNAi) 

proti virům u C6/36 (Brackney a spol., 2010). 

Z RNA vyizolované z komářích jedinců byly vytvořeny pooly za vzniku celkem 27 

směsných vzorků. Tento postup byl zvolen na základě práce Tingström a spol., 2016., ve které 

na rozdíl od nás byly poolované homogenáty komářích larev. U pozitivních nálezů bylo možné 

na základě zpětné RT-PCR analýzy původních směsných vzorků dohledat jednotlivé larvální 

vzorky (Tingström a spol., 2016). Metoda poolavání RNA by tedy na limit detekce neměl mít 

vliv. 

Jeden z testovaných směsných vzorků metodou RT-qPCR vyšel hraničně pozitivní 

v hodnotách Ct blízkých limitu detekce metody (ředění 10-8 kalibrační křivky pozitivní 

kontroly). Během dalšího opakování totožnou metodou se již pozitivní nález nepodařilo 

potvrdit. Další analýza původních směsných vzorků jak pomocí RT-qPCR tak pomocí 

konvenční PCR také nepotvrdila pozitivní výsledek. Při porovnání detekčního limitu u těchto 

metod byla křivka konvenční PCR o 2 řády vyšší než v případě metody RT-qPCR. PCR 

produkty získané konvenční PCR byly na základě sekvenování a porovnání s dalšími 

sekvencemi z databáze GenBank vyhodnoceny jako nespecifická amplifikace. Příčinou 

neúspěchu s potvrzením pozitivního záchytu byla pravděpodobně postupná degradace 

materiálu.  RT-qPCR produkt ze suspektně pozitivního vzorku byl dále vložen do plazmidu 
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pCR4 a z 5 náhodně vybraných klonů vyizolovaný plazmid amplifikován pomocí specifických 

M13 primerů. Tím došlo ke zvětšení produktu umožňujícícho sekvenování, nicméně ani u 

jednoho z klonů výsledný produkt neodpovídal očekávané velikosti 300 bp. Následné 

sekvenování potvrdilo, že i pozitivně sekvenované plazmidy nenesly vložený úsek či nesly 

jiný než cílový úsek. Příčinou byla nejpravděpodobněji nízká koncentrace PCR produktu 

v ligační směsi. Dle pokynů výrobce, je u klonování fragmentů menších než 100 bp vyšší 

riziko falešně pozitivních výsledků (TOPO® TA Cloning® Kit for Sequencing (Thermo 

Fisher Scientific)).  

V této práci se nám tedy nepodařilo potvrdit detekci SINV v testovaných komárech 

Oc. nigripes nasbíraných na Svalbardu a v Grónsku. Vzhledem k velice nízké prevalenci virů 

v polárních oblastech je zapotřebí, aby bylo v dalších sezónách odchyceno co nejvíce komárů, 

čímž by se zvýšila i pravděpodobnost pozitivního záchytu. Je také nutné dále rozšiřovat 

informace a znalosti z polárních oblastí, kterých je stále nedostatek. Zejména co se týče 

kompetence potencionálního vektora Oc. nigripes a zjištění hostitele, na kterém tento komár 

saje. 

5.2. Virus chřipky 

Jako obalený virus je virus chřipky relativně citlivý na škodlivé dopady na životní 

prostředí. V závislosti na okolních podmínkách (např. vlhkost a teplota) však může přežít až 

několik hodin a ve vodě při nízkých teplotách (např. < 20 ° C) i podstatně déle (až několik 

měsíců (Zhang a spol., 2006)). Chřipkové viry jsou citlivé na teplo a nízké pH v závislosti na 

typu viru. Viry chřipky A s nerozštěpeným HA jsou stabilnější (ztráta infekčnosti při pH < 

4,5) než viry s rozštěpeným HA (ztráta infekčnosti při pH <5) (Scholtissek, 1985). 

Nejvýraznější vlastností chřipkových virů je jejich rychlý vývoj, který vede k jeho 

velké variabilitě. To je případ zejména virů chřipky typu A („Influenza Virus", 2009). 

Chřipkové viry vykazují vysokou míru chybovosti během transkripce svých genomů, což je 

dáno nízkou přesností RNA polymerázy. Tato vysoká míra chyb způsobuje tak zvaný 

„quasispecies“ jev, kdy v hostiteli ko-cirkuluje mnoho různých virových genotypů, přičemž 

každý virus má potenciálně různé úrovně způsobilosti pro hostitelské prostředí (Domingo a 

spol., 1985). Výhodou vysoké míry chybovosti je schopnost virů rychle se přizpůsobit novému 

prostředí. K tomu může dojít například během infekce nového hostitelského druhu, který 

vyžaduje adaptivní genetické změny pro optimální replikaci a přenos. Primární nevýhodou je 
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produkce mnoha virových genotypů, které jsou defektní nebo mají sníženou způsobilost pro 

současného hostitele (Suarez, 2000).  

Výskyt a šíření AIV je úzce spjato jak s migračními trasami volně žijících ptáků, tak 

s postupně se měnícím klimatem. Spletitá síť migračních tras komplikuje dokumentaci 

trasování jednotlivých druhů ptáků. Často dochází ke křížení různých migračních linií, a to 

v místech s vysokou hustotou i druhovou diverzitou, kde se AIV může snadno přenést mezi 

jedinci, kteří ji tak zavlečou do svých hnízdišť (Lycett a spol., 2019; Tůmová, 2008). Migrace 

ptáků je především v posledních letech značně ovlivněna změnou klimatických podmínek. 

Tání ledu v Arktickém oceánu znamená narušení migračních drah řady ptačích druhů při cestě 

do jejich hnízdišť v polárních oblastech. Led slouží jako plocha pro mezipřistání. Je tak 

možné, že některé druhy budou zůstávat v arktických oblastech po celý rok (Clairbaux a spol., 

2019). Tím by se zvýšila hustota i kvantita perzistujících jedinců, mezi kterými by mohl AIV 

cirkulovat. Roste také pravděpodobnost toho, že se stanou potravou jiného zvířete, které se 

pak může při pozření nakaženého jedince nakazit. Globální oteplování by mohlo mít ale i 

opačný vliv na migraci. S rostoucí teplotou se už druhům, které žijí v severních oblastech, 

nevyplatí z energetického hlediska migrovat, což bude mít za následek zvýšenou druhovou 

variabilitu v těchto lokalitách. Dalším následkem oteplování je dle studie Both a spol., 2005 

ovlivnění jarní migrace, ke které dochází dříve. Do arktických oblastí by mohli začít migrovat 

nové druhy ptáků, čímž by se opět zvýšila pravděpodobnost přenosu AIV (Both a spol., 2005; 

Lemoine a Bohning-Gaese, 2003). 

Rostoucí výskyt infekcí, včetně ptačí chřipky, v důsledku oteplování a dalších 

klimatických změn ovlivňuje negativním způsobem fitness nakažených jedinců. Doposud byly 

infekce LPAI viry považovány za benigní, nicméně například studie van Gils et al., 2007 

uvádí, že u labutě malé (Cygnus columbianus bewickii) ) došlo ke zhoršení účinnosti hledání 

potravy a migrace. V důsledku tohoto chování by mohlo dojít k opožděné migraci do jejich 

arktických hnízdišť, čímž by se snížila šance na úspěšné rozmnožování těchto ptáků v daném 

roce infekce (Lebarbenchon et al., 2010). Další studie poukazuje na snížení tělesné hmoty 

infikovaných jedinců kachny divoké (Anas platyrhynchos) v porovnání se zdravými jedinci 

(Latorre-Margalef et al., 2009). Tyto zdánlivě mírné projevy LPAI virů u volně žijících ptáků 

by tak v konečném důsledku mohli mít vliv na druhové složení ptáků v daném území. Proto 

je nutné sledovat tyto dopady na celkovou kondici nakažených ptáků a určit jejich možný 

rozsah (Lebarbenchon et al., 2010). 
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5.2.1. Odběr a testování vzorků stěrů z kloaky a oropharyngu 

Cílem druhé části naší práce bylo otestovat 100 vzorků stěrů z kloaky a 100 vzorků 

stěrů z oropharyngu na přítomnost AIV pomocí metody RT-qPCR. Vzorky stěrů byly získány 

z jedinců kolonie racka tříprstého (Rissa tridactyla) na Svalbardu v roce 2014. Kolonie těchto 

mořských ptáků byla zvolena jednak na základě předchozí analýzy publikací zabývajících se 

tématem AIV v polárních oblastech vypracované v diplomové práci RNDr. Jany Müllerové,  

a dále pak na základě skutečnosti, že kolonie racků tříprstých hnízdí na poměrně dostupných 

místech (okenní římsy starých budov) na rozdíl od ostatních druhů ptáků, kteří mají svá hnízda 

na skalních útvarech či volných prostranstvích. 

Po odběru stěrů byly jednotlivé vzorky uloženy do pufru RNAlater a uchovávány 

v dostupném chladícím zařízení (cca 4°C). Po transportu do České republiky byly uloženy do 

-80°C. Stejně jako u vzorků komárů se nedokonalé uchování po odběru a transport na dlouhou 

vzdálenost mohlo negativně odrazit na kvalitě RNA. Také v případě testování těchto vzorků 

stěrů se nám ani v jednom případě nepodařilo opakovaně potvrdit pozitivní nález RNA AIV. 

Kontrola kvality izolované RNA v tomto případě byla poměrně variabilní (viz Obr. 25), což 

může být jedna z příčin nepotvrzení pozitivity vzorků. Ribosomální RNA (rRNA) 

eukaryotických buněk obsahuje tři ribosomální RNA molekuly, 5,8 S, 18 S a 28 S rRNA 

(Noller, 1984). V případě separace RNA, která je jiná než hmyzí, v našem případě ptačí, jsou 

na gelu vidět 2 produkty o velikostech 28 S (velká ribozomální podjednotka velká přibližně 

3800 bp) a 18 S (malá ribozomální podjednotka o velikosti přibližně 1900 bp) (Gillespie a 

spol., 2006; Scheele a Hanafusa, 1972).  V našem případě je po vizualizaci gelu jasně zřetelná 

velká ribozomální podjednotka odpovídající velikosti okolo 3800 bp. Na základě proměnlivé 

kvality RNA byly z jednotlivých vzorků vytvořeny alikvóty, aby již nedocházelo 

k opětovnému rozmrazování celého objemu ribonukleové kyseliny a její další degradaci. 

Celkem dva vzorky ze stěrů z oropharyngu vykazovaly přítomnost virové RNA. 

V obou případech se jednalo o hodnoty za již limitní hodnotou 10-5 kalibrační křivky pozitivní 

kontroly. Limitní ředění 10-6 se již nepodařilo amplifikovat v triplikátu. Vzhledem 

k negativnímu výsledku při opakování dvou suspektně pozitivních vzorků z oropharyngu byly 

oba vzorky zaklonovány do plazmidu pCR4. Po následné vizualizaci elekroforeticky 

separovaných  DNA produktů jich celkem šest odpovídalo očekávané velikosti 300 bp. Čtyři 

klony byly zaslány na sekvenaci a výsledné sekvence byly porovnány pomocí BLAST 
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analýzy. Ani v jednom případě nebyla potvrzena homologie produktu s žádnou sekvencí 

genomu AIV a jednalo se pouze o nespecifické směsi molekul. K chybě mohlo dojít již během 

přípravy reakční směsi pro metodu RT-qPCR při amplifikaci vzorků stěrů. Dále mohlo dojít 

k zaklonování a následné izolaci jiného než požadovaného produktu. Také mohla nastat chyba 

při přípravě reakční směsi pro PCR reakci vyizolovaného plazmidu. Nebo byly vzorky 

negativní, ale v hodnotách detekčního limitu došlo k nespecifickému nasednutí primerů. 

Z časových důvodů byl zvolen nižší počet vybraných klonů, pouze 5 místo plánovaných 10, 

čímž se snížila pravděpodobnost pozitivního záchytu. 

5.2.2. Testování protilátek a další výzkum 

Spolu s odběry stěrů z kloaky a oropharyngu bylo jedincům z kolonie racka tříprstého 

(Rissa tridactyla) odebráno také 100 vzorků krve. Z nich bylo separováno sérum, které bylo 

následně testováno na přítomnost specifických protilátek proti AIV pomocí metody 

kompetitivní ELISY. Z celkového počtu vyšlo 13 vzorků pozitivních, 5 vzorků hraničních a 

82 vzorků negativních. Pro subtypizaci AIV bylo 18 vzorků (13 pozitivních, 4 hraniční a 1 

negativní jako negativní kontrola) odesláno do Státního veterinárního ústavu v Praze, kde 

pomocí hemaglutinačně inhibičního testu (HIT) proběhla testování těchto vzorků na výskyt 

protilátek proti AIV subtypu H16. Výsledná seroprevalence činila 100% (negativní vzorek 

jako kontrola vyšel negativně) (Müllerová, 2018). Dále se budou tyto vzorky sér testovat 

pomocí HIT také na výskyt protilátek proti AIV subtypu H13. Subtypy H13 a H16 jsou 

nejčastěji detekované subtypy LPAI u ptáků z řádů dlouhokřídlých (Charadriformes), tedy u 

racků a jejich detekce je až na jednu výjimku (H13N9) omezena je na severní polokouli 

(Toennessen a spol., 2011). 

V naší práci nebyla opakovaně potvrzena cirkulace viru ptačí chřipky v námi sledované 

oblasti (Svalbard) a oba vzorky lze považovat za negativní. Avšak ptáci, kteří zde hnízdí 

vykazují protilátky proti AIV (Müllerová, 2018). Vzhledem k faktu, že převážná většina ptáků 

v Arktidě jsou migrující druhy, může u nich dojít k nakažení na většinou dalekých zimovištích 

a cirkulace viru v arktických hnízdištích je tak redukovaná (Altizer a spol., 2011; Clairbaux a 

spol., 2019). Každý rok se tu však líhne nová, naivní populace, která se může snadno nakazit. 

Zejména s predikovanou zvyšující se hustotou i diverzitou ptačích druhů migrujících do 

arktických oblastí lze očekávat rostoucí promořenost ptačích kolonií AIV také na Svalbardu. 
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6. Závěr 

V první části této práce se nám podařilo charakterizovat pozitivní kontrolu pro virus 

Sindbis a následně ji namnožit na buněčných kulturách (BHK-21, C6/36). 

Dále pak bylo provedeno testování téměř 8000 vzorků komárů Oc. nigripes 

nachytaných v Grónsku a na Svalbardu na přítomnost viru Sindbis. K detekci byla použita 

metoda jednokrokové RT-qPCR. V žádném z testovaných vzorků se nám nepodařilo 

opakovaně prokázat pozitivní záchyt virové RNA.  

V druhé části práce byla provedena detekce viru ptačí chřipky ze 100 vzorků stěrů 

z kloaky a 100 vzorků stěrů z oropharyngu odebraných jedincům z kolonie racků tříprstých 

(Rissa tridactyla) na Svalbardu. Ke zjištění přítomnosti virové RNA byla použita metoda 

jednokrokové RT-qPCR, na základě které se nám nepodařilo ani v jednom případě potvrdit 

pozitivní výsledek. 
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7. Seznam zkratek 

Ae. - Aedes 

AIV - Virus ptačí chřipky (z angl. „Avian influenza virus“) 

ANADV - Virus Anadyr 

ASFV - Virus afrického moru prasat 

ATB - Antibiotika  

BATV - Virus Batai 

BFV - Virus Barmah Forest 

BHK-21 - z angl. „Baby Hamster Kidney“ 

BLAST - z angl. „Basic Local Aligment Search Tool“ 

BOFES - Fetální bovinní sérum 

Bp - Báze 

BVL - Virus bovinní leukémie 

cDNA - Komplementární deoxyribonukleová kyselina 

CEV - Virus kalifornské encefalitidy 

CP - Kapsidový protein 

Cx. - Culex 

DENV - Virus dengue 

D-MEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DNA - Deoxyribonukleová kyselina 

dNTP - Deoxynukleotid trifosfát  

Dpi - Den po infekci (z angl. „day per infection“) 

E (P) - Obalový protein 
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EB - Eluční pufr (z angl. „elution buffer“)  

EEEV - Virus koňské encefalomyelitidy východního typu 

ELISA  - z angl. „Enzyme-Linked Immunosorbent Assay“ 

FAM - Flourescein 

GETV - Virus Getah 

GL - L-glutamin  

HA - Hemaglutinin  

HIT - Hemaglutinačně inhibiční test  

HPAI - Vysoce patogenní ptačí chřipka (z angl. „High Pathogenic Avian Influenza“) 

CHATV - Virus Chatanga 

CHIKV - Virus chikungunya 

I. - Ixodes 

IAV - Virus chřipky typu A (z angl. „Influenza A virus“) 

INKV - Virus Inkoo 

JCV - Jamestown Canyon virus 

Kb- Kilobáze 

L15 - Leibowitz‘s L15 médium 

LB - Luria-Bertani médium 

LPAI - Nízce patogenní ptačí chřipka (z angl. „Low PAthogenic Avian Influenza“) 

M1/2 - Matrixový protein 

MAYV - Virus Mayaro 

mRNA - Mediátorová ribonukleová kyselina 

NA - Neuraminidáza  

NORV - Virus Northway  
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NSP - Nestrukturní protein 

Oc. - Ochlerotatus 

ONNV - Virus O'nyong-nyong 

PB1 - Protein PB1 

PB1-F2 - Protein PB1-F2 

PB2 - Protein PB2 

PBS - Fosfátový pufrovaný fyziologický roztok  

PCR - Polymerázová řetězová reakce 

PFU - Počet plakotvorných jednotek (z angl. „plaque-forming units“) 

PS - Buňky prasečích ledvin (z angl. „porcine kidney stable“) 

PTS - Prekolostrální telecí sérum 

RdRp - RNA-dependentní RNA-polymeráza  

Rn (hodnota) - z angl. „Normalized reporter(value)“ 

RNA - Ribonukleová kyselina 

RNAi - z angl. „RNA interference“ 

rRNA - Ribosomální ribonukleová kyselina 

RRV - Virus Ross River 

RT-PCR - Reverzní transkriptázová polymerázová řetězová reakce  

RT-qPCR - Kvantitativní jednokroková reverzní transkriptázová polymerázová řetězová 

reakce  

RVFV - Virus horečky Rift Valley  

S - Svedberg  

SAV - Virus Salmonid 

SDS - Dodecylsíran sodný 
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SESV - Southern elephant seal virus 

SFV - Virus Semliki Forest 

SOC - z angl. „Super Optimal broth with Catabolite repression“ 

SSHV - Snowshoe hare virus 

TAE - Tris – acetate – ethylendiamintetraoctová 

UV - Ultrafialové záření 

VEEV - Virus venezuelské koňské encefalomyelitidy 

VKE - Virus klíšťové encefalitidy 

WEEV - Virus koňské encefalomyelitidy západního typu 

YFV - Virus žluté zimnice 

ZIKV - Virus Zika 
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9. Příloha 

Příloha 1: Povolení pro odběr vzorků z jedinců kolonie racků tříprstých (Rissa 

tridactyla) na Svalbardu v letní sezóně 2014. 
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