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1. Uvod
1.1. Vymezeni a specifikace oblasti Arktidy

Vymezeni oblasti Arktidy se da pojmout n€kolika zptisoby. Jednim z nich je definice
Arktidy jako oblasti planety na sever od polarniho kruhu (zemépisna Siika 66 © 33 '39 ).
Dalsim zpiisobem je specifikace podle severni stromové linie. Nejvice uzivanym vymezenim
této oblasti je podle izotermy, tak zvané ,,10°C July* izotermy. Nazev se odviji od skute¢nosti,
Ze teplota v ji vymezené oblasti ani v nejteplejsim mésici v roce (Eervenec) nepiesahuje 10°C.
Arktida se rozklada na uzemi Severniho ledového oceanu, severni ¢asti Tichého oceanu a
Atlantského ocednu s velkymi pobieznimi oblastmi ¢asti severniho pobiezi Evropy, Asie a
Severni Ameriky. Celkova rozloha této oblasti ¢ini kolem 26,5 mil km? (Obr. 1) (Hueffer a
spol., 2011).

e Stromovs linie

=== July 10° izoterma

?

Polarni kruh
Ledovce

© Kontinudlni permafrost (90 - 100 %)

7 Diskontinudlni permafrost (50 — 90 %)

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

Vegetace arktickeé oblasti je charakterizovana borealnim lesem v jizni Arktidé a
tundrou v severni a pobiezni oblasti. Casti motské plochy jsou pokryty ledem bud’ celoro¢né

nebo jen v obdobi zimy. Podnebi se vyznafuje nizkymi primérnymi ro¢nimi teplotami



vzduchu, které se v Arktid¢ znacné 1isi, pfiCemz zimni teploty v pobieznich oblastech jsou
obecné vyssi nez v oblastech s kontinentdlnim (vnitinim) podnebim. Béhem Iéta je tomu
naopak. Extrémni sezonni kolisani teploty je zptsobeno vyraznou zménou fotoperiody béhem

ro¢nich obdobi, 24 hodin denniho svétla nebo naopak 24 hodin tmy (Hueffer a spol., 2011).
1.2. Zoonozy

Zoonotické infekce jsou definovany jako nemoci pfirozené pfenosné ze zvifat na
cloveka (Acha a Szyfres, 2003). Puvodci téchto onemocnéni se fadi do péti velkych skupin -
bakterie, viry, parazité, prvoci a houby. Pocet znamych zoon6z neustale roste, v soucasné dobe
se jich odhaduje na 250 stim, ze zhruba 80 znich se povazuje za b&zné se vyskytujici
(napftiklad vzteklina, malarie, lymska nemoc, klistova encefalitida atd.) (Hubalek a Rudolf,
2011). Mezi zptsoby pienosu patii pfimy kontakt s infikovanym jedincem, pozieni infikované
potravy, prostfednictvim pienaSecli jako jsou komarti a klistata nebo ptenos kapénkami

aerogenni cestou (Hubalek, 2003; Christou, 2011).

Jednim ze zplsobu jak 1ze zoondzy délit je podle lokality nebo ekosystému, kde jejich
pavodci cirkuluji. Jedna se o synantropicky ekosystém, s méstskym (antroponotickym)
cyklem, kde zdrojem lidské infekce jsou nejcastéji doméci zvitata nebo synantropni obratlovci
vazani na lidské obydli (napf. méstska vzteklina ¢i bruceldza). Druhy typ je exoantropicky, se
sylvatickym cyklem, jehoz rezervoar byva na venkové mimo lidska obydli a je ozna¢ovan jako
tzv. ptirodni ohnisko nékazy (napf. klistova encefalitida nebo tuldremie). Nicméné toto déleni
neni jasn¢ vymezené a fada zoondz vykazuje oba vzorce ob¢hu (napf. Zlutd zimnice ¢i mor)

(Hubélek a Rudolf, 2011).

Obecné lze fici, Zze se zoondzy vyskytuji v oblastech svysokou zivo¢isnou
rozmanitosti a velkou hustotou zalidnéni, kde se objevuje také vysoky pocet moznych
zoonotickych vektori a hostitelii. Mezi tyto oblasti fadime Stfedni a Jizni Ameriku
(jihovychodné od And), Stredni a subsaharskou Afriku, Evropu (vychodni Evropu, cast
zapadni Evropy) a jihovychodni Asii (Han a spol., 2016). Nicméné zoondzy se nachazi i
v méné osidlenych lokalitach s niz$i variabilitou fauny jako je naptiklad Arktida ¢i Antarktida.
V Arktid¢é ale i1 jinych polarnich oblastech existuje velice izk4 vazba mezi domorodymi
komunitami a volné Zijicimi zvifaty, zejména soby, karibu a motfskymi savci. Jako hlavni zdroj
potravy, ale i soucast tamnich kultur pfedstavuji tato zvifata vyznamny zdroj nakazy

(Arneberg, 2009).



Hlavnim problémem polarnich oblasti je neustale se zvySujici teplota. Do roku 2040
se predpoklada zvyseni o 2°C a do roku 2100 az o 4-7°C. Tyto teplotni zmény poté vedou
k zméné snéhové pokryvky, moiského ledu, permafrostu ¢&i oteplovani oceanu.
Bezprecedentni rychlost oteplovani ma vliv na infek¢ni choroby v téchto oblastech, zejména
na ty zoonoticke. Vyssi teploty mohou ptimo urychlit tempo rustu patogentl, véetné hmyzich
vektort, cozZ spolu s rostouci migraci clovéka miize vést k zavedeni infekénich chorob do diive
izolovanych oblasti a vystaveni citlivé populace novym patogentm (Waits a spol., 2018). Mezi
viry se zoonotickym potencialem fadime naptiklad Salmonid virus (SAV), ktery ovliviiuje
chov lososa atlantického (Salmo salar). Tento virus byl detekovan v severnim Atlantiku od
Skotska a Irska az po Norsko a dal za polarni kruh (Jansen a spol., 2017). Dalsim zoonotickym
virem endemickym ve vét§ing ¢asti Arktidy je virus vztekliny. Hlavnim zdrojem tohoto viru
jsou polarni lisky, nicméné byly hlaSeny také infekce lednich medvédu, tulend, sobii nebo
psich spiezeni (Cerny at al., in prep.). Zoonoticka infekce bakterialniho ptivodu je napiiklad
tularémie zpusobena Francisellou tularensis, ktera byla nalezena u vice nez 20 savci zijicich
v ruské Arktid¢. Primarné se tato bakterie drzi u hryzce vodniho (Arvicola terresfris) (Revich
a spol., 2012).

1.3. Arboviry

Arboviry jsou definovany jako skupina evoluén€ nepiibuznych virl sdilejicich
spole¢nou ekologickou niku (Weaver a Reisen, 2010). Nazev této skupiny je odvozen
z anglického spojeni ,, arthropod-borne viruses“.Vyznamnym spoleénym znakem této
skupiny virt je, Ze jsou prenaseny z krev sajicich (hematofagnich) clenovct na obratlovce.
Jsou rozsifeny témét po celém svété s nejvétsim vyskytem v tropickém podnebném pasu
(Artsob a spol., 2017).

Existuje pfiblizné 500 znamych arbovird, z nichz asi 100 je schopno vyvolat
onemocnéni u lidi a 40 u domacich zvitat (Artsob a spol., 2017). Mezi nejznamé;jsi lidské
patogeny pirenaSené komary patii virus Zika (ZIKV), virus dengue (DENV), virus zluté
zimnice (YFV) ¢i virus chikungunya (CHIKV). Nejznaméj$im arbovirem pienaSenym klistaty
je virus klistové encefalitidy (VKE). Arboviry zplisobend onemocnéni nejcastéji zahrnuji
encefalitidy, hore¢natd onemocnéni a hemoragické horecky. Protilatky proti témto virim byly
prokazany také u fady zivocichu (savci - ptezvykavci, hlodavci, masozravci, zajicoviti nebo
ptéaci) (Descamps, 2013; Hubalek a spol., 2014).

Vyzkum arboviri je dulezity zejména pro jejich potencial se neustale vyvijet a

rozsifovat tak svilj rozsah ptsobeni. D¢je se tak hlavné v disledku zmén klimatu (teplota a
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vlhkost) a okolni krajiny, demografickych a socialnich zmén nebo také kviili ristu migrace,
coz zvysuje poc¢et moznych vektort i hostiteltl. V neposledni fad¢€ se jedna o diilezité zviteci,

ale pfedevsim lidské patogeny (Ciota a Kramer, 2010; Tingstrom a spol., 2016).

1.3.1. Charakteristika arboviru

Molekularni struktura vétSiny arbovirti je charakterizovana genomem tvoienym jednou
nebo vice molekulami RNA. Jedinou zndmou vyjimkou je virus afrického moru prasat
(ASFV) patficiho do ¢eledi Asfaviridae, jehoz genom je tvofeny dvouvlaknovou molekulou
DNA (Hernandez a spol., 2014; Vasilakis a spol., 2016). Skutecnost, ze se jedna téméft
vyhradné o RNA viry se da vysvétlit jako pozadavek na vyraznou plasticitu v ramci potieby

arbovirt uspét v dynamickém hostitelském prostiedi (Ciota a Kramer, 2010).

Morfologicky jsou arboviry velice riznorodou skupinou. Najdeme u nich téméf
vSechny typy tvart — ty¢inkovité, sférické nebo ovalné. Z pohledu symetrie je vétSina z nich
ikosaedralni, ale napiiklad rabdoviry vykazuji strukturu helikalni (Hernandez a spol., 2014).
Virova castice (virion) se skladd z nukleové kyseliny (vétSinou RNA viz vyse), kterd je
obalena kapsidou. Nékteré viry navic obsahuji také obal (= obalené viry), ktery ziskaly béhem
puceni pfes membranu hostitelské builky. Slozeni tohoto obalu odrazi slozeni lipidové
dvojvrstvy hostitelské membrany. Na povrchu této lipidové dvojvrstvy se nachazi
glykosylované povrchové proteiny zajist'ujici jejich interakci s hostitelskou bunikou urcujici

antigenni slozeni virionu (Gelderblom, 1996).
1.3.2. Prenos arboviri

Arboviry, stejné€ jako ostatni viry, potfebuji pro sviyj zivotni cyklus replikacni aparat
bunék svého hostitele, pfipadné prenasSece, ve kterém se také mnozi. Proto, aby byl virus
usp&$né prenesen a amplifikovan jsou nutné tfi zékladni pfedpoklady. Jako prvni je dilezita
pfitomnost vnimavého obratlov¢iho hostitele (savec, ptak, plaz ¢i obojzivelnik). Nasledné,
behem infekce hostitele, musi nastat viremicka faze, coz je doba, kdy je virus pfitomen v
krevnim fecisti v dostate¢ném titru (mnozstvi) a po dostate¢né dlouhou dobu, aby mohlo dojit
k infekci krev sajiciho vektora. Nakonec je nutné, aby byl urcity virus schopny se replikovat

v daném ¢lenovci sajicim krev (Artsob a spol., 2017).



1.3.2.1. PrenaSeci

Mezi nejdilezitéjsi hematofagni vektory arbovirti patii komafi (Insecta; Diptera;
Culicidae) ptenasejici asi 50% znamych arbovirti a klistata (Acari; Ixodida; Ixodidea), u
kterych je tento pocet piiblizné polovi¢ni (Nuttall a spol., 1994). Nicmén¢ jako pienaseci
mohou fungovat také nékteré druhy v$i fadu Phthirapthera, koutule (Phlebotomus) a
pakomarcoviti (Ceratopogonidae) (Vasilakis a spol., 2016). U ¢eledi klistat jsou vyznamnymi
vektory predevsim rody Hyalomma a Ixodes (Nuttall a spol., 1994). Klinicky nejvyznamnéjsi
rody komarich vektort jsou rody Culex a Aedes. Nékteré arboviry jsou pfenaseny také komary
rodu Anopheles, avsak ve srovnani s rody Culex a Aedes jich je podstatné méné. Komaii rodu
Culex jsou pfevazné ornitofilni, ale pti absenci ptaka saji také na konich nebo i jinych savcich
véetné ¢loveéka. (Conway a spol., 2014). Druhy rod Aedes se Zivi hlavné sanim na savcich.
Dilezité druhy tohoto rodu jsou Aedes (Ae.) aegypti, jehoz hlavnim hostitelem je ¢lovek a Ae.
albopictus, ktery je spise exofagicky a na lidech ¢i zvifatech saje jen vyjimeéné. Oba tyto
druhy komart pfenasi naptiklad DENV ¢i CHIKV (Marchi a spol., 2018).

1.3.2.1.1. Pi‘enaseci vybranych polarnich oblasti Gronska a Svalbardu

Takeé v polarnich oblastech, konkrétné v Gronsku, Svalbardu a ptilehlych ostrovech,
se vyskytuje né¢kolik druhti krev sajicich ¢lenovct. Jedna se zejména o komary a klistata, kteti
saji na zdejSich obratlovcich (Hubalek a spol., 2014). Jedinym druhem klistéte Zijicim na
téchto ostrovech je Ixodes (1.) uriae, jehoz hostiteli jsou mofsti ptaci (Coulson a spol., 2014).
U komarl se jedna o rod Aedes, s dominanci podrodu Ochlerotatus (Lynch-Arribalzaga,
1891). (Lundstrom a spol., 2013). Bylo ovSem nutné, aby se pienaseCi i jejich hostitelé
ptizptsobili zdej$im extrémnim podminkam — zimni teploty -50°C i méné, dominance
sné¢hové pokryvky, vyrazna zména fotoperiody v zimnich a letnich mésicich, povétrnostni
podminky a dalsi (Hueffer a spol., 2011). Ackoli samotna druhova diverzita arktickych
komart je mald, z kvantitativniho hlediska hraji nezanedbatelnou roli skiidcti a vyznamnych
vektorti patogeni a zaroven pusobi jako dulezita soucast potravniho fetézce (Culler a spol.,
2018). Dominantnimi druhy komart v oblasti za polarnim kruhem jsou Oc. nigripes
(Zetterstedt, 1838) a Oc. impiger (Walker, 1848). Tyto dva druhy piedstavuji holoarktické
pfenasece jejichz oblast vyskytu se v dusledku klimatickych zmén neustéle rozsifuje. Jako
hostitelé jim slouzi rizné druhy trvale zijicich mensich savci (Robert a spol., 2011).

V Gronsku najdeme oba tyto druhy, s vyssi prevalenci Oc. nigripes, zatimco na souostrovi

Svalbard a Jan Mayen se nachazi pouze Oc. nigripes (Becker a spol., 2010; Prestrud, 2004).
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jsou napiiklad Oc. pionips, Oc. hexodontus, Oc. communis ¢i Oc. punctor (Bdcher a spol.,
2015).

Oc. nigripes, jakozto jediny druh komara vyskytujici se na Svalbardu, je také druh
s cirkumpolarnim rozloZenim a nejsevernéj$im vyskytem ze vSech druh komari (az do 80°
severni Sifky) (Becker a spol., 2010). Vzhledem k extrémnim klimatickym podminkam, ve
kterych tento druh komara zije, je odlisny i jeho vyvoj. Z vajicka v dospélého jedince se
vyvine za pouh¢é 3 az 4 tydny. Také teplotni snasenlivost tohoto druhu mé mnohem Sirs$i
rozsah, avSak nejvyssi sledovand zemépisna Sitka pro vyvoj byla 59°, kde byl teplotni prah
zméfen na 1°C (Corbet a Danks, 1973). Vektorova kompetence Oc. nigripes pro arboviry je
zatim do zna¢né miry nezndma. Existuji ale diikazy o pfirozené infekcei viry Anadyr (ANADV)
a Chatanga (CHATV) z ¢eledi Bunyaviridae (Mdllerova a spol., 2018). Samotny pienos
arboviri témito komary muze byt horizontdlni a pravdépodobné i vertikalni (popsano
v kapitole 1.3.2.2. Pfenos arbovirti z vektora na hostitele). I kdyz mechanismus ani jednoho
Z typu pienosu nebyl konkrétné u Oc. nigripes studovan, byl popsan u dal§ich druhové
pribuznych jedincti. Na zédkladé toho lze ptredpokladat stejny nebo velice podobny proces

interakce mezi pfenase¢em a arbovirem (Mdllerova, 2014).
1.3.2.1.2. Zivotni cyklus arboviru ve vektoru

Zivotni cyklus pienasece (Obr. 2) (v nasem piipadé komara Oc. nigripes) je nezbytnou
soucasti pro tak zvany biologicky pfenos arbovirové infekce. Samicky Oc. nigripes kladou
vajitka pouze za ptimého slune¢niho svétla v nejteplejsi ¢ast dne (Becker a spol., 2010).
Vajicka jsou vétsinou kladena 5-10 cm nad vodni hladinu, na mech, do bahna nebo vlhké pudy
nebo na stonky rostlin pobliZ vodni plochy, vzdy tak, aby byla chranéna pied vétrem (Corbet
a Danks, 1975). Diky tomu, Ze vajika jsou vystavena slunci, jejich vyvoj v nepohyblivé larvy
kukla, pti¢emz obé¢ tato stadia ziji ve vod¢ (Becker a spol., 2010; Corbet a Danks, 1973).
Nasledn¢ dojde k poruseni kukly, ze které vyléza novy dosp€ly jedinec. Dospély samecek se
zivi pouze nektarem z kvéti, zatimco samicka saje prevazné krev. Pokud je ovSem nedostatek
hostitelt nebo je hematofagie z néjakého jiného divodu nemozna, prechazi také na nektar.
Typ jeji potravy pak ovlivituje predev§im kladeni a dozravani vajicek. Pti tak zvané autogenii

(potravou je nektar) klade vajicek méné (Corbet, 1967; Millerové, 2018).
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Obr. 2: Jednotliva stadia vyvoje komariho jedince (pfevzato a upraveno z Mosquito

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

Pro samotny pifenos arboviru je nutné jeho pomnozeni v téle vektora. PfenaSe¢ se
nakazi pfi sani krve na infikovaném obratlovéim hostiteli. Virus pak putuje spolu s krvi do
lumen stfeva, kde musi ptekonat riizné fyziologické a imunologické bariéry (Conway a spol.,
2014; Artsob a spol., 2017). Hladina viru ve stfevé kulminuje v dtsledku destrukce ¢i
vylouceni €asti virovych Castic. Po fazi sniZzeni dochéazi k replikaci viru, zvySeni titru a
dosazeni faze platd, kterd pietrvava v téle vektora po zbytek jeho Zivota. Narist poctu
virovych ¢astic je umoznén jejich fuzi a prinikem pres membranu do bunék stfevni stény, kde
dochazi Kk jejich amplifikaci. Po uvolnéni ztéchto bunék nasleduje rozsev virioni do
hemocoelu. Dal§im krokem muze byt, ale také nemusi, sekundarni amplifikace viru
v organech obklopenych hemolymfou. Dulezitym krokem ovSem je, aby se virové ¢astice
dostaly do slinnych Zlaz, kde dojde k jejich dalSimu pomnozeni. Pfi dal§im sani vektora na

hostiteli pak takto namnoZeny virus mtze infikovat dalsiho jedince (Mellor, 2000).

Obratlov¢i hostitelé vyznamné ptispivajici k tspe€Snému cyklu arbovirti se nazyvaji
amplifikujici hostitelé. Ti, u nichz se infekce nevyvinula se oznacuji jako rezervoar. Naopak
ti, u nichz titr viru nedosahuje dostatecné hladiny pro infekci dalSich ¢lenovct, se nazyvaji
nahodnymi hostiteli. Clovék funguje jako nahodny hostitel u vétsiny arbovird, ale napiiklad
pro CHIKV nebo DENV piedstavuje naopak hlavniho amplifikujiciho hostitele (Artsob a
spol., 2017).



1.3.2.2. Prenos arboviru z vektora na hostitele

V zéasad¢ existuji dva zptsoby pienosu — horizontalni a vertikalni. Tyto dva typy se
vzajemné nevylucuji a u fady virq, ale 1 jinych patogenii, dochazi ke kombinaci obou zptisobii.

Tim se zefektiviiuje pienos, naptiklad za nepiiznivych podminek (Lequime a spol., 2016).

Horizontalni nebo také mechanicky typ pienosu je bézné se vyskytujicim transferem
definovanym, jako pfenos viru mezi krev sajicim ¢lenovcem (v nasem piipadé komarem) a
(obratlov¢im) hostitelem, tedy jinym Zivo¢isnym druhem (DeFoliart a spol., 1987). Obecné se
jedna o jakykoliv ,,ne-rodi¢ovsky* pienos. Klasickym piikladem je sani infikovaného komara
na hostiteli, ktery se tak nakazi (Lequime a spol., 2016). Timto zptisobem jsou pfenaSeny
arboviry jako WNV nebo YFV (Huang a spol., 2019). MizZe také nastat situace, kdy béhem
séni na neinfikovaném hostiteli dojde k nakazeni neinfikovaného pienaSece, pokud saje v
blizkosti jiného jiz infikovaného komadra, aniz by muselo dojit k nakazeni hostitele. Jedna se
o tak zvané sousani, které bylo dobie prostudovano u klistat rodti Hyalomna a Ixodes (Kuno
a Chang, 2005; Randolph a spol., 1996). Dal$im zptsobem horizontalniho pienosu je nakaza
komafich larev béhem jejich krmeni v kontaminované vod¢. Piikladem takto pfeneseného viru
je virus horecky Rift Valley (RVFV) nebo virus bovinni leukémie (BVL) (Kuno a Chang,
2005; Lequime a spol., 2016).

Vertikalni neboli dédi¢ny pienos, je pfenos viru (patogena) z matky (samice) na
potomKky v ramci vektora. Tento pfenos se povazuje za mozny mechanismus perzistence virt
za neptiznivych podminek pro horizontdlni pfenos. Vertikalni pfenos mulZe nastat
prostiednictvim dvou hlavnich mechanismi. Prvni je transovaridlni pienos, kdy virus infikuje
zarodeéné tkan¢ komara (Lequime a spol., 2016). Takto se ptenasi naptiklad LACV nebo
DENV (Artsob a spol., 2017; da Costa a spol., 2017). Druhym mechanismem je ,,trans-egg*,
ktery probiha béhem ovipozice v pln€¢ vyvinutém vajicku, nicméné je méné efektivni nez
ptenos transovarialni (Lequime a Lambrechts, 2014). Byla také prokazana nakaza komard
béhem kopulace, kdy byla vertikalné infikovanym sameckem nakazena neinfikovand samicka

(Marchi a spol., 2018).
1.3.2.3. Prenos mezi hostiteli

Jedna se o pienos, ktery nezahrnuje ¢lenovce jako vektora arboviru. K t€émto pfenostm

dochdzi spiSe zfidka a ndhodné. Jednim z ptikladl je kanibalismus nebo pozieni nakazeného



jedince, ktery fungoval jako reservoar viru. Takto byl pfenesen naptiklad WNV (Smith, 2008).
Infekce mize byt pfenesena i pies télni tekutiny, jako jsou mo¢, vykaly a krev. U viru DENV,
YFV a WNV byl potvrzen ptenos krvi z ¢lovéka na ¢lovéka (Chen a Wilson, 2004; Chen a
Wilson, 2005; Kuno a Chang, 2005). V nedavné dobé byl u lidi zjistén také pfenos pomoci
spermatu a transplacentarni pfenos z matky na dit¢ u ZIKV (Mansuy a spol., 2016; Quicke a
spol., 2016). Dalsim dokumentovanym piipadem je pfenos nakazy pres mléko z matky na
potomky. D¢je se tak u ovci, koz ¢i skotu. Pfes mlécné vyrobky se potom muze nakazit i

¢lovek (Arragain a spol., 2016).

Jednotlivé cesty pfenosu jsou zndzornény nize (Obr. 3).

1 - pfenae¢ - komar rodu Aedes

2 - vajicka, larva, kukla
#\ 1 3 - pienos z komara na komara
o 2 4 - hostitel - mofsti ptaci

5 - hostitel - skot
4 6 - hostitel - ¢lovék
7 - hostitel ¢lovék

3 2
=== pienos arboviru
Newa £,
' e\ x

Obr. 3: MozZné zptsoby pi‘enosu arboviri (pievzato a upraveno z Millerova, 2018).
1.3.3.  Komary pienasené arboviry v polarnich oblastech

Bézny vyskyt arbovirt se uvadi predev§im v tropickém az mirném pésu. Toto tvrzeni
je vsak postupné vyvracovano. Vlivem klimatickych zmén (teplota a vlhkost), zavleCenim
invazivnich hostitelskych druhti ¢i naristem cestovniho ruchu se vyznamné meéni vyskyt a
rozsah arbovirovych pfenasecli, coz ma za nasledek vliv na cely ekosystém (Waits a spol.,
2018). Dnes jsou arboviry hlaSeny z oblasti téméf celého svéta s vyjimkou Antarktidy, do 70°

severni $itky a do 54° jizni Sitky. Téma vyskytu a potencialni cirkulace arbovirt v polarnich



oblastech je ale stale pomérné zanedbané a nevénuje se mu dostatek pozornosti, ackoli i v této

oblasti se nachazi fada klinicky vyznamnych zvitecich i lidskych patogent (Kurstak, 2012).

Existuje nékolik biologickych faktor umoznujicich introdukci a perzistenci arbovirti
V téchto extrémnich podminkach. Prvni je pfitomnost vhodnych permisivnich hostitelt.
Zejména v obdobi arktické zimy, kdy plno Zivo¢ichd migruje do niz§ich zemépisnych $itek ¢i
hibernuje, jsou patogenni pienaseCi odkazani na omezené mnozstvi suchozemskych
organismd, jako jsou savci a ptaci a moisti zivocichové, ktefi zistavaji aktivni, a proto je i v
zimnim obdobi mozna cirkulace viru infikujicich tato zvifata. Za druhé, virus musi byt
schopny pfenosu z jednoho hostitele na druhého. To je dano nékolika faktory. Hostitelska
populace musi byt dostate¢né husta a virus musi byt dostatecné stabilni, aby piezil ve vnéjSim
prostiedi béhem pienosu z jednoho hostitele na druhého. Tieti podminkou pro pieziti vir
v polérnich oblastech je jejich zavislost na vektorech béhem ptenosu, u arbovird se jedna o

&lenovee a roztode (Cerny a spol., in prep.).

Jak je jiz zminéno vySe, v polarnich oblastech jsou hlavnimi pienaseci klistata (Ixodes
uriae) a komafi rodu Culex a Aedes. Nejvice komary pienasenych arbovirti bylo detekovano
na uzemi Aljasky, Kanady, Skandinavie a Arktické ¢asti Ruska. Doposud zadny nélez nebyl
zaznamenan v Gronsku, Svalbardu, Islandu a Antarktidé. U lokalit Islandu a Antarktidy je
hlavnim problémem absence komarich pienaSect, avSak byly zde nalezeny arboviry pfenaSené
napiiklad klistaty nebo islandskymi muchni¢kami (Simulium vittatum) (Mullerova a spol.,

2018; Cerny a spol., in prep.).

V polarnich oblastech byly arboviry ¢i protilatky proti komary prenaSenym arbovirim
detekovany v mnoha hostitelich, pficemz infekce probéhla asymptomaticky nebo s piiznaky
o §iroké $kale zavaznosti a klinicky odlisnymi symptomy (Descamps, 2013; Zarnke a spol.,
1983). Mezi viry, proti kterym byly detekovany protilatky u lidi patfi naptiklad virus
kalifornské encefalitidy (CEV), ktery byl detekovan u indianské populace na vychodé
centralni Aljasky (Ritter a Feltz, 1974). Jako dalsi 1ze jmenovat viry Sindbis (SINV) ¢i Inkoo
(INKV), zjisténé kromé Skandinavie také u lidi na Aljasce (Tirrell a spol., 1999). WNV je
jednim z nejvice rozsitenych arbovird viibec. Kromé tropickych a subtropickych oblasti byl
detekovan také v nékolika oblastech Aljasky a Kanady (Kurstak, 2012; Marchi a spol., 2018).
Arboviry detekované v oblasti Arktického Ruska a Aljasky jsou naptiklad Snowshoe hare
virus (SSHV) a Jamestown Canyon virus (JCV), oba pattici do sérokomplexu kalifornské

encefalitidy, rodu Orthobunyavirus, fadu Bunyaviridae (McLean, 1983; McLean a spol.,
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1977). Souhrn vSech detekovanych arbovirti polarnich oblasti pfenasenych komary je uveden

Vv tabulce nize (Tab. I).

Tab. I: Pfehled komary pienaSenych arboviri v polarnich oblastech.

N , . Oblast Y . .
Rad/¢eled’ | Rod | Nazev viru vyskytu Pi‘enase¢ Hostitel Citace
Severni
Virus Amerika, Oc. Hlodavci
. . . (Kurstak,
kalifornske Norsko, canadensis, (Lepus 2012)
encefalitidy Arkticka Oc. communis | Americanus)
Kanada
Hlodavci (Brur_nmer
. Skandinavie . (Apo@emus Korvenko
Virus Inkoo .y Oc. communis | sp., Microtus .
a Aljaska ntio a
sp., Sorex |
s.) spol.,
' 1973)
Virus Finsko, (Putkuri a
Chatanga Svédsko, Koméfi Lidé spol.,
A g Rusko 2016)
D I Oc (Mclean,
@© 'S Virus . Hlodavci 1975;
= © Kanada a canadensis,
= > | Snowshoe . ! (Lepus McLean a
] c h Aljaska Oc. communis, : |
=, S are Culex i Americanus) spol.,
= s ulex inornata 1977
) )
A £ (Ritter a
o0 5 Virus . Komaf#i rodu Kralici, I
Northway Aljaska Aedes hrabosi Feltz,
1974)
Oc. (Goffa
Virus Kanada, canadensis, spol.,
Jamestown Aljaska, Oc. communis, Jeleni, 2012;
Canvon Arktické Oc. bizoni, losi | Vosoughi
y Rusko excrucians, aspol.,
Oc. punctor 2018)
Virus Kolsky | Hiodavci, | (Bennett
Tahyna poloostrov Oc. communis kralici, jezci PO’
’ 2011)
(Francy a
Virus Batai Bajkal KonAl:gegOdu Neznamy spol.,
1989)
Iob) (L'vova
@© & | Virus Getah Bajkal Komafi rodu Neznamy spol.,
=] c Culex
= = 2015)
> © .
© < . Ptaci (Kurkela
o .
=3 e S\I/r]I:jl;)SIs Skandinavie Korg?ﬁ;)r(()du (Passerifor a spol.,
= mes), lidé 2008)
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1.3.4. Vybrané arboviry

Cast této prace je zaméfena na detekci SINV (Togaviridae). SINV, spole¢né s INKV,
se Vvyskytuji v oblastech Skandinidvie a Ruska do 70° zemépisné S$itky a tudiz je
pravdépodobny pifenos do dalSich lokalit skrze migrujici hostitele. V roce 2013 byl
zaznamenan nahly ,,outbreak* nemoci zptisobeny SINV a INKV v pivodné neendemické

oblasti Svédska (Tingstrém a spol., 2016).
1.3.4.1. Celed Togaviridae

Celed Togaviridae jsou obalené jednovlaknové RNA viry s genomem pozitivni
polarity o velikosti 70 nm. Zahrnuje celkem dva rody — Alphavirus (Obr. 4), spadajici do

arbovirQ a dale rod Rubivirus, kam patii virus zardének (Wachtman a Mansfield, 2012).

Arboviry rodu Alphavirus jsou pfenaseny komary a jsou schopné replikace jak ve svém
prenaseci, tak v obratlov¢im hostiteli. Jedinou vyjimku na pozadavek pfenosu komarem tvoii
SAV a Southern elephant seal virus (SESV), které byly izolovany ze dvou druhu vsi,
Lepidophthirus macrorhini (SESV) a Lepeophtheirus salmonnus (SAV) (MacLachlan a
Dubovi, 2017). Migrace ptaka hraje dilezitou roli pii Sifeni alphavird do rtznych oblasti,
hlavné po severni polokouli (Artsob a spol., 2017). Na zakladé geografické distribuce se
arboviry tohoto rodu déli na viry Starého a Nového svéta. Alphaviry Starého svéta (napf.
SINV, CHIKYV, virus O'nyong-nyong (ONNV), virus Mayaro (MAYYV), virus Ross River
(RRV), virus Barmah Forest (BFV) a virus Semliki Forest (SFV)) se vyskytuji pfedevs§im v
Evropé, Asii, Australii a ¢astech Afriky a u lidi zpusobuji horecku, vyrazku a artritidu.
CHIKV, SINV a RRV také zptsobuji lidskou encefalitidu. Mezi alphaviry Nového svéta patii
virus koiiské encefalomyelitidy vychodniho typu (EEEV), virus konské encefalomyelitidy
zapadniho typu (WEEV) a virus venezuelské konské encefalomyelitidy (VEEV), které jsou
rozsiteny po celém americkém kontinentu a zpusobuji encefalitidy u koni a lidi (MacLachlan
a Dubovi, 2017).
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Obr. 4: (A): Ilustra¢ni obrazek molekularni struktury virové ¢astice rodu Alphavirus;
(B): Genom virové ¢astice rodu Alphavirus. NSP1-4 = nestrukturni proteiny 1-4; CP =
kapsidovy protein; E1-3 = obalové (,, enveloped *) proteiny (ptevzato a upraveno z Mandary a
spol., 2019).

1.3.4.1.1. Virus Sindbis

SINV, ¢len komplexu WEEV, je ptevazné ornitofilni alphavirus prenaseny komary
rodu Culex. Poprve byl izolovan v roce 1952 v delté feky Nilu v Egypté ze smésného vzorku
komart Culex (Cx.) pipiens a Cx. univittatus (Lundstrom a Pfeffer, 2010). Krom¢ komart a
ptakd pochazi izolaty nékterych kment SINV také ze vzorka klistat, netopyru, skokana
sktehotavého (Pelophylax ridibundus) a kiecka polniho (Cricetus cricetus) (Adouchief a spol.,
2016; Kurkela a spol., 2008). Protilatky proti SINV byly prokazany jak u nékolika druhi
ptakd, tak u kralikt, koni nebo divokych koc¢ek v Australii (Hesson a spol., 2016; Johansen a
spol., 2005). Genomova RNA SINV se sklada ze dvou subgenomovych podjednotek velkych
49 S (= Svedberg) a 26 S. Transkripce vétsi podjednotky (49 S) produkuje ¢tyii nestrukturalni
proteiny NSP1-4. Tato ¢ast také slouzi jako mMRNA v infikované butice. Pfepisem a naslednym
prekladem mensi podjednotky (26 S) vznika polypeptid, ze kterého jsou vytvoteny strukturni
proteiny E1, E2 a C (viz Obr. 5) (Kurkela a spol., 2004).

Vyskyt SINV je vyhrazen v podstaté jen na Stary svét (Eurasie, Afrika) spolu
s Australii a Oceanii, v Americe nikdy zaznamenan nebyl. Dle fylogenetickych analyz jsou
kmeny SINV rozdéleny do 6 genotypt lezicich v 0s&ch sever — jih. Evropské a africké kmeny
tvoti genotyp 1. Australské, vychodo- a stiedoasijské kmeny se oznacuji jako genotypy 2-4 a
kmeny blizce piibuzné viru Whataroa jako genotyp 5. Kmeny z jihozapadni Australie pak

tvoii Sesty genotyp (Obr. 3). I pies jeho Sirokou distribuci byly klinické ptiznaky u lidi
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zaznamenany jen v urcitych oblastech, zejména v severni Evropé a jizni Africe (Adouchief a
spol., 2016; Kurkela a spol., 2008). V severni Evrop¢ je vyskyt SINV oznacen za kauzativni
agens u ,, Pogosta disease* ve Finsku, ,, Ockelbo disease* ve Svédsku a ,, Karelian fever*
v Rusku (Nielsen a spol., 2001). Lidské infekce timto virem se projevuji polyartritidou,
horeckou a vyrazkou, pfipadné myalgii (Adouchief a spol., 2016). Ve Svédsku i Finsku se
podle nékolika studii nemoci zptisobené SINV objevuji v pfiblizné sedmiletych intervalech.
Ve Finsku je SINV nejéastéji diagnostikovany arbovirus se seroprevalenci 5,2 %. Svédsko ma
nejvyssi vyskyt SINV v centralni Casti s klesajici seroprevalenci smérem na jih a sever zemé
(Ahlm a spol., 2014; Gylfe a spol., 2018).

\ & ) 3
\ A ,]- Mimolidsky vyskyt / ‘ Izolovany virus seskupeny
1V pa St -~ podle genotypu: -
( > 1 N @ .
! - Vyskyt u lidi ¥ Genotyp |
!‘x\)l (serologicky, virologicky Genotyp 2
S ¢i klinicky prika
5 * ¢i klinicky prikaz) Genotyp 3
1 J Propuknuti nemoci
g 3000 km (equat.) “:\ ! v genotyp:
- . - | \ § enotyp 5
S| 2000 nn.l\*qml ) | \‘% o o V  Genotyp 6

Obr. 5: Mapa znazornujici vyskyt SINV (pievzato a upraveno z (Adouchief a spol., 2016).

Jak je jiz zminéno vySe, komaii rodu Culex predstavuji hlavni pfenasece SINV. Podle
nékolika studii vSak nékteré druhy rodu Ochlerotatus a Aedes predstavuji dulezité mustkové
vektory s nejvétsim potencialem pro ptrenos SINV na ¢loveéka (Adouchief a spol., 2016).
Vertikélni pienos (transovarialni) SINV byl popsan v severni ¢asti Svédska, kde byl tento
virus detekovan z larev koméara Oc. communis, Oc. punctor a Oc. diantaeus (Tingstrém a
spol., 2016). Hlavnimi hostiteli SINV jsou ptaci, zejména pévci (Passeriformes). Ve
Skandinavii byla vysoka virémie zaznamenana také u tetfevovitych (Tetraonidae), hrabavych
(Galliformes) a kachnovitych (Anatidae). Velice dilezitym rezervoarem jsou stéhovavi ptaci,
kteti mohou $ifit SINV do neendemickych oblasti (Adouchief a spol., 2016; Kurkela a spol.,
2004). Pienos z ¢loveka na ¢loveéka nebyl dosud popsan (Tingstrom a spol., 2016).
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1.4. Virus chripky

Chiipka je pomérné bézné nicméné také vysoce infekéni onemocnéni zapiti¢inéné
virem chiipky. Virus chiipky patii do ¢eledé Orthomyxoviridae a rozliSujeme u ného 4 typy,
A, B, C aD. U lidi byly doposud popsany jen 3 typy, chiipka A, B a C, zatimco pouze virus

chiipky A (IAV, z anglického spojeni ,,Influenza A virus “) je pfenasen ze zvifat na clovéka a

naopak (Obr. 6) (Meseko a spol., 2018).
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Obr. 6: Mezihostitelsky prenos IAV (pievzato a upraveno z Swayne, 2009).

IAV se dale déli na subtypy podle povrchovych glykoproteini hemaglutininu (HA) a
neuraminidazy (NA) (Saxena, 2018). Celkem rozeznavame 18 typti HA a 11 typtu NA (Obr.
7). U volné zijicich ptakt bylo detekovano 16 HA a 9 NA antigennich subtypt tvoficich
mnozstvi kombinaci, zatimco u ¢loveka byly zjistény pouze tii 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 subtypi (pfevzato a upraveno z Mllerov, 2018).

Podle svého hostitele miize byt virus chiipky kategorizovan. RozliSujeme tak ptaci,
praseci a konsky kmen. Jako dalsi hostitele 1ze uvést tulené, velryby, norky, kockovité Selmy,
psy nebo netopyry (viz Obr. 7) (Ito a spol., 1995). Virus ptaci chiipky (AIV, z anglického
spojeni ,, Avian influenza virus ) je souhrnné oznaceni pro vSechny chiipkové viry jejichz
prvnim hostitelem byl ptak. Ptaci chiipka, zpiisobend AIV, je infek¢ni onemocnéni postihujici
zejména ptaky, ale i prasata ¢i moiské savce (Rappole a Hubalek, 2006). AlV infikuje vice
nez 90 druhti ptdkd z 13 tadd, nejvice vSak vodni ptaky zitada dlouhoktidlych
(Charadriiformes) a vrubozobych (Anseriformes) (Breban a spol., 2009). Prvni zaznamenané
izolace viru od volné Zijicich ptakl byla z rybaka obecného (Sterna hirundo) v roce 1961
(Fouchier a Munster, 2009). Casté infekce se objevuji i u domacich chovii driibeze, ale miize
infikovat také fadt savet véetné ¢loveka (Rappole a Hubalek, 2006). Jak je jiz zminéno vyse,
primarnim biotickym rezervodrem AIV v ptirodé jsou vodni ptaci. Za potencionélni abioticky
rezervodar lze kromé vody v tekutém skupenstvi kratkodobé 1 dlouhodobé¢ povazovat také led.
Je tomu tak zejména v sibifskych oblastech, které jsou soucasti n€kolika migra¢nich cest
riznych vodnich ptaka (Zhang a spol., 2006).

Na zékladé virulence zplisobené u kufat je AIV rozdélen na nizce a vysoce patogenni
formu chiipky. Hojné¢ diskutovanou a v poslednich letech nejvice zkoumanou je vysoce
patogenni ptaci chiipka (HPAL, z anglického spojeni ,, Highly Pathogenic Avian Influenza ).

Dtive byla tato forma oznaCovana jako drubezi mor v disledku 100% tmrtnosti v ramci
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nékolika malo hodin az tydne po zahdjeni infekce. Tento typ je také omezen pouze na dva
subtypy, H5 a H7, i kdyZ ne vSechny viry s timto subtypem hemaglutininu zptasobuji HPAI
(Alexander, 2000). Druhou formou je nizce patogenni ptaci chiipka (LPAI, z anglického
spojeni ,,Low Patogenic Avian Influenza“). Viry této formy obvykle nezptisobuji vysokou
umrtnost v zasazenych hejnech dribeze. LPAI u nich mohou byt asymptomatické, ale
mnohem castéji zpusobuji mirné az t€zsi respiracni a/nebo enterdlni onemocnéni. Naproti
tomu HPAI se u dribeze projevuji téZkymi systémovymi infekcemi. V piipadé ¢lovéka
zpusobuji HPAI i LPAI vazna onemocnéni (Swayne, 2009). Tyto dvé formy se lisi také ve
virovém pienosu a replikaci. HPAI viry se mnozi v celém hostiteli a horni cesty dychaci pro
né predstavuji nejjednodussi cestu transferu. LPAI viry, kterych je vétSina, se naopak
amplifikuji v respira¢nich organech, popiipadé ve strevé. AIV se §ifi trusem nakazenych

ptakd, prenos je tedy oznacovan jako fekalné-oralni (Webster a spol., 1992).

K prvnimu pfenosu ptaci chiipky na ¢loveéka doslo v roce 1997 v Hongkongu. Jednalo
se 0 subtyp H5N1 (Webster, 1998). Infekce HSN1 se u pacientl projevuje horeckou, kaslem,
dusnosti a zndmkami pneumonie (Saxena, 2018). Dalsimi subtypy ptaci chiipky, kterymi byl
infikovan ¢lovek jsou HIN2, H7N7 nebo H7N9 (Matrosovich a spol., 2004; Saxena, 2018).
V Ceské republice se ptadi chiipka poprvé objevila v roce 2006, kdy bylo v populaci labuti
(Cygnus olor) zaznamenano 12 jedinct nakaZzenych kmenem H5N1 (Nagy a spol., 2007).

1.4.1. LPAI subtypy

LPAI viry se vyskytuji po celém svété a jejich hlavnim rezervodrem jsou volné Zijici
ptaci, pfedevsim z fadu Anseriformes a Charadriiformes. Ptaci z téchto dvou fadt se nachazi
po celém svété s vyjimkou nejsussich regionti. Mnoho jedinct migruje na velké vzdalenosti a
ma tak vysoky potencial distribuovat LPAI viry mezi zemémi nebo kontinenty. LPAI viry
mohou byt prenaseny bud’ pfimo nebo nepiimo na dalsi hostitele, jako je driibez, prasata, kong,
norci, mofisti savci a lidé (viz vyse) (Fouchier a Munster, 2009). Byly izolovany z nejméné
105 druh@ volné Zijicich ptakl z 26 riznych Celedi. U ptaka viry infikuji pfednostné bunky
sliznice stfevniho traktu a jsou vylu¢ovany ve vysokych koncentracich do stolice. Ukazalo se,
ze chiipkové viry zastavaji infekéni v jezerni vodé az 4 dny pii1 22°C a vice nez 30 dni pfi

0°C (Olsen a spol., 2006).

~~~~~

infekce a urovné citlivosti na rizné virové subtypy se mezi taxony lisi. Naptiklad subtypy H3

a H6 jsou béZné u kachen, hus a labuti (Anseriformes), zatimco kmeny H4, H9, H11 a H13
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jsou vice rozsiteny u slukovitych (Scolopacidae), rybaka a rackt (Charadriiformes) (Rappole
a Hubalek, 2006). Vsechny subtypy HA a NA, s vyjimkou H13 az H16, cirkuluji v populaci
divokych kachen (Anas platyrhynchos) v Severni Americe a severni Evropé. Na zakladé
nékolikaleté studie z Kanady byly u téchto ptaku nejcastéji izolovany subtypy H3, H4 a H6,
mén¢ Casto pak subtypy H1, H2, H7, H10 a H11 a pouze sporadicky subtypy H5, H8, H9 a
H12 (Olsen a spol., 2006).

Nejcastéji detekované subtypy LPAI u fadu dlouhoktidlych (Charadriiformes) jsou
H13 a H16, které jsou jen velmi zfidka nalezeny u jinych druhti (Fouchier a Munster, 2009).
Proto jsou tyto kmeny oznaCovany jako ,,gull-associated, nebo-li s racky spojené kmeny.
Kromé vyjimky AIV kmene H13N9 izolovaného z racka jizniho (Larus dominicanus) v Jizni
Americe, byly vSechny H13 a H16 detekovany pouze na severni polokouli, s vyssi prevalenci
H13. Poprvé byl kmen H13 detekovan v roce 1982 v USA zracka delawarského (Larus
delawarensis), racka vnitrozemského (Leucophaeus pipixcan), racka moiského (Larus
marinus) a racka stibtitého (Larus argentatus) (Toennessen a spol., 2011). O néco pozd¢ji
byl detekovan kmen H16, a to z racka chechtavého (Larus ridibundus) v roce 2015 ve Svédsku
(Olsen a spol., 2006). Kromé subtyptt H13 a H16 byly u rackovitych (Laridae) zjistény i dalsi
u ptaka se vyskytujici kmeny HA a NA s vyjimkou H15. Nejcéastéji se vSak jednalo o H4, H5,
H6, H9 a N1, N2, N3, N9. U racka tfiprstého (Rissa trydactila) se na pfitomnost AIV doposud
podafilo detekovat subtypy H4, H13, H16 a N2, N3, N6 (Arnal a spol., 2015; Hall a spol.,
2013; Toennessen a spol., 2011).

1.4.2. Molekularni charakteristika

Genom chiipkového viru se sklada z osmi segmentt jednofetézcové RNA negativni
polarity, ktery koduje 11 proteinti (Olsen a spol., 2006). Ptitomnost vSech osmi segmenti je
nutna pro infekénost virové ¢astice. Viriony maji sféricky tvar o velikosti 80 — 120 nm.
Sestavaji se z nukleokapsidy obalujici genom a lipidového obalu odvozeného z hostitelské
bunky, ve kterém jsou zanofeny povrchové glykoproteiny HA, NA a malé mnozZstvi
transmembranovych iontovych kanali M2 (Bouvier a Palese, 2008; Webster a spol., 1992).
Kromé téchto tii proteint je soucasti virionu také 8 internich proteind. Patfi mezi né proteiny
polymerazového komplexu PB2, PB1, PB1-F2 a PA, nukleoprotein NP, matrixovy protein
M1, a nestrukturni proteiny NS1, a NS2 (Obr. 8). Protein PB1-F2 je kddovan pouze u
nékterych kment chiipky typu A a vyznacuje se proapoptickou aktivitou. (Chen a spol., 2006;
Swayne, 2009).
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Obr. 8: Virova ¢astice IAV (pievzato a upraveno z Medical Ecology >> Infectious Diseases

>> Influenza, b.r.).

HA je hlavni povrchovy antigen virové castice chiipky. Je zodpovédny za vazbu
viriontl na receptory hostitelskych buné€k a za fiizi mezi obalem virionu a hostitelskou butikou.
HA je nejprve syntetizovan jako polypeptidovy prekurzor HAO, ktery je §tépen hostitelskymi
protedzami na HA1 a HA2 podjednotky. Tento krok je nutny zejména pro fuzi virionového
obalu s hostitelskou buiikou pravé pomoci volného aminového konce HA podjednotky.
Ptechod z LPAI bézného u volné Zijicich ptaka a driibeze, na fenotyp viru HPAI je dosazen
zavedenim zékladnich aminokyselinovych zbytkii do mista St€épeni HAO, coZ usnadiluje
systémovou replikaci viru. (Olsen a spol., 2006; Webster a spol., 1992). Druhym vyznamnym
povrchovym antigenem virionu je NA. Jeji dilezitou funkci je termindlni Stépeni kyseliny
sialové, ¢imz umozni uvolnéni virovych ¢astic z receptort hostitelskych bunék. Diky tomu se

nové vzniklé viriony dostanou z buiiky ven a usnadfuje se tak Sifeni viru v organismu

(Webster a spol., 1992).

Virus chiipky zahajuje infekci navazédnim na ,,sialylovany* receptor hostitelské bunky
pomoci HA molekuly na svém povrchu. Konkrétné jde o vazbu receptoru s HA vazebnym
mistem s virovymi povrchovymi glykokonjugaty obsahujicimi terminalni zbyty kyseliny
sialové. Samotna identita hostitelského receptoru je zatim neznama, ale obecné se
piedpoklada, ze HA z AIV ma vyssi specifitu pro receptory s a-2,3 kyselinou sialovou,
zatimco HA z lidského IAV preferuje a-2,6 vazbu (Dou a spol., 2018).
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1.4.2.1. Antigenni shift a drift

Vlivem virové RNA polymerazové aktivity nachylné k chybam je chiipkovy virus
vystaven velmi vysoké mife mutace. Ta je odhadovana na piiblizné 2 x 107 substituci bazi na
pozici na generaci viru nebo na piiblizn€ jednu substituci baze v genu HA na virovou generaci.
Volba substituci aminokyselin je ¢astecné fizena imunitnim tlakem, protoze HA je hlavnim
cilem imunitni odpovédi hostitele (Webster a spol., 1992). Charakteristickym rysem
chiipkového viru je tedy jeho vysoka variabilita. Jde o schopnost viru zménit svou antigenni
identitu tak vyrazné, ze specificka imunita stanovena v reakci na infekci konkrétnim kmenem
muze poskytnout malou nebo 1 zddnou ochranu pted viry (subtypy), které se nasledné objevi.
Tyto antigenni variace jsou vysledkem molekularnich zmén v povrchovych proteinech
chiipkovych vir, HA a NA. Existuji dva typy zmén, které mohou u HA a NA nastat —
antigenni shift (zlom) a antigenni drift (posun). Antigenni drift se vyskytuje v ramci subtypu
a zahrnuje fadu drobnych zmén na rovni genu, obvykle bodové mutace, takze se vytvareji
varianty, z nichz se kazd4 mirn¢ 1isi od té prfedchozi. Antigenni drift je zodpovédny za ro¢ni
chiipkové epidemie (Webster a spol., 1983). Naproti tomu antigenni shift je zptisoben
radikalné;j$i zménou v HA a/nebo NA. Tento typ procesu vede k zméné virovych antigennich
vlastnosti, pfi¢emz dochézi k pteskupeni celych segmentli. Pfeskupeni nastane, pokud je jedna
hostitelska buiika infikovana dvéma virovymi subtypy. Nésledné se tak vytvofi novy subtyp
chiipkového viru s novym typem HA, NA nebo novou kombinaci obou téchto povrchovych
proteind. Vzhledem k tomuto faktu je antigenni shift zodpovédny za vznik svétovych

pandemii (Reed a spol., 2003).

1.4.3. Prirozeny cyklus AIV

V soucasné dobé€ neni zpiisob udrZzovani AIV v pfirod¢ zcela znam. Existuji ovSem
zaznamy z populaci kachen (Anatinae), které podporuji tvrzeni, ze se jedna o cyklus zalozeny
na kombinovaném uc¢inku neustalého prenosu zjednoho ptdka na druhého spolu
s environmentalni persistenci (naptiklad ve vod¢). Tento pfedpokladany cyklus je zaloZen na
prenosu ATV jak v ramci hnizdist, tak zimovist. Virus je udrzovan a amplifikovan v ramci
riznych ptac¢ich druhi a populaci v mistech jejich hnizdéni. Nésleduje ,,pfesun” AIV
migrujicimi ptdky na misto jejich zimovisté. V zimovistich jsou virem infikovani ptaci, ktefi
migruji ¢asn¢€ nebo nemigruji vilbec. Béhem jara se potom st€hovavi ptaci vraci zpét na sva
hnizdisté, kam pfenesou i AIV a cyklus se opakuje. Toto migracni chovani tak poskytuje

nachylnou populaci pro nakazu a udrzeni cyklu v oblasti zimovist’ (Swayne, 2009).
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K vylucovani viru dochazi béhem jarnich a podzimnich mésicl, coz je obdobi
korespondujici s migra¢ni aktivitou ptakt do zimovist. Naopak v polarnich oblastech Kanady
a Aljasky je virus nejvice vylu¢ovan béhem letnich mésict, tedy v dob¢, kdy ptaci v téchto
regionech hnizdi (Ito aspol., 1995; Timova, 2008). Malo pochopenou oblasti je také piispévek
jednotlivych druht ptakt v udrzeni tohoto AlV cyklu, coz miiZze souviset praveé s migra¢nim
chovanim ptaki. Kromé kachen se na tomto udrzovacim mechanismu podili i racci (Lari) ¢i
bahnaci (Charadrii). Persistence viru v Zivotnim prostfedi (ve vodé¢) hraje roli pfedevsim ve
zvyseni jeho sezonniho pienosu poskytnutim zbytkového zdroje viru po odletu infikovanych
ptakl z mista hnizdist’ (do zimovist’). Tato potencialni role Zivotniho prostiedi v udrzbé AIV

cyklu v8ak vyzaduje jesté dalsi studie (Swayne, 2009; Webster a spol., 1992).
1.4.4. Zpisoby nakazy

Vstupni portal pro infekci ¢lovéka miize byt prostiednictvim spojivky (napf. tieni oci),
nosnich ¢ slizniénich membran, kdy dojde k inhalaci prachu nebo kapének. Clovék se vodou
nebo kontaminovanym prostiedim nakazi jen zfidka. Hlavnim zpisobem infekce u lidi je
pfimy kontakt s postizenym nebo uhynulym zvifetem. Dé&je se tak predevs$im na trzich nebo
farmach, kde se dribez také zpracovava, ptic¢emz pti kontaktu ¢lovéka s krvi, vnitinostmi,
pefim ¢i vykaly mtze také dojit k ndkaze. Pozieni infikovaného masa nebo i vajicka (hlavné
skoféapka, ale 1 Zloutek ¢i bilek), je dal§im zplisobem onemocnéni zejména zvitat, u clovéka
tento zpusob pienosu nebyl dokumentovan diky dostate¢né tepelné upravé (Mostafa a spol.,
2018; Tamova, 2008). Velice ojedinélym piipadem je ndkaza AIV z ¢loveka na ¢loveka, ke
kterému muze dojit po t€sném kontaktu osob (Yang a spol., 2007). U voln¢ Zijicich, zejména
vodnich ptakt se AIV S§ifi fekaln&-ordlnim zplsobem prostiednictvim vody. Fekalni
kontaminace vody poté miZe vést k pfenosu chiipky na prasata, koné, driibez nebo ¢lovéka.
Naptiklad trus volné zijicich kachen muze zavést LPAI virus do domdcich chovl dritbeze
chovanych pobliz vody nebo v otevienych ohradach (Webster, 1998). Také plavani

v kontaminované vodé muze vést k nakaze dalSich ptakt nebo savca (Yang a spol., 2007).

1.4.5. Vyskyt a Sifeni A1V

Kromé vodnich ptaka fadicich se do fada Anseriformes (st¢hovavé kachny, husy a
labut¢), Charadriiformes (bahnaci) patii mezi Casté rezervoary také ptaci z fada Lariformes
(racci, rybaci, buinaci), Ciconiiformes (volavky, ¢api) a Pelecarniformes (kormoréni)
(Tamova, 2008). Dalsim dtlezitym rezervoarem je driibez (kufata, krocani, perlicky) (Webster
a spol., 1992). Infekce u téchto hostitelskych druhti ptakd nejsou jen nizko patogenni
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projevujici se respiraénim onemocnénim, ale mohou byt také asymptomatické. Bylo
prokédzano, ze HPAI i LPAI mohou byt pfenaseny na velké vzdalenosti, aniz by doslo ke
klinickym projevim hostitele. Fylogeografické analyzy pomohly odhalit napiiklad roli
st€thovavych volné zijicich ptaku v ramci interkontinentalni cirkulace LPAI v Severni
Americe. U Sifeni LPAI kmene HIN2 v Asii bylo naopak zjisténo, ze na jeho distribuci se

vyznamné podilela driibez a domaci obchod s ptaky (Lycett a spol., 2019).

Je zfejmé, ze migracni cesty volné Zijicich ptaki maji vyznamny vliv na Sifeni a
globalni obéh AIV. Jednotlivé drahy se rizné prolinaji a prekryvaji, proto je jejich
dokumentace velmi obtiznad. Lze ale pozorovat dvé velmi odlisné hlavni ptaci linie
odpovidajici bud’ Americe nebo Asii spolu s Evropou, Afrikou a Australasii (Lycett a spol.,
2019). Existuji ale i dukazy ptenosu z amerického kontinentu do Eurasie (Cheon a spol.,
2018). Pieskupenim genti mezi témito dvéma liniemi mtze dojit k vzniku kmene s novymi
vlastnostmi nebo k vytvofeni zcela nové sublinie. Izolace mnoha subtypd byla provedena
z odchycenych ale 1 uhynulych ptaki (driibeZ 1 volné Zijici) na zapadé USA, kanadskych
jezerech, ptes stfedni a zapadni Evropu, Skandinavii, Kaspické oblasti, Kamcatku, Indii, Cinu
a Japonsko az po Velky Bradlovy utes u Australie. Vyskyt AIV se tak da z hlediska druhové
a geografické distribuce oznacit za ubikvitni (Kerlinger, 2008; Tamova, 2008).

Siteni AIV se d&je dvéma zptsoby. K primarnimu (vertikalnimu) pfenosu dochazi
z voln¢ zijicich migrujicich vodnich ptakti na hejna suchozemskych ale i vodnich ptaka.
Pienos infekce mezi chovy drubeze se oznacuje jako sekundarni (horizontalni). U primarniho
pfenosu se za zdroj infekce pokladaji vodni migrujici ptaci. Problémem je ovSem nedostate¢na
znalost jejich druhil a obtiZnost izolace pfendSenych kmend. Hlavni migra¢ni trasy doplnéné
fadou vedlejSich linii tvofi komplikovanou sit, diky které se AIV S§ifi do dalSich oblasti.
Severni Amerika ma 4 zakladni linie pokryvajici celé izemi. Publikace popisujici zplsob a
presnéjsi migraci v rdmci Evropy stale chybi. Z dostupnych dat vedou evropske linie ze severu
a severovychodu Evropy a severniho Ruska smérem k Pyrenejim a Africe nebo na Balkan a
k malé Asii nebo pak k Sicilii a Italii. Asijska linie se vétvi z arktickych oblasti na fadu linii
vedoucich do centralni Asie a dal na jih (Australie, Novy Zéland) a na zapad (Rusko, Evropa,
Arabsky poloostrov, Afrika) (Tumova, 2008). V rdmci migrace mezi zpadni a vychodni
hemisférou jsou znamé ti linie. Prvni trasa vede z Aljasky do Vychodni Asie, ve které ptaci
hnizdici na Aljasce pfezimuji. Druha migracni linie sméfuje z Vychodni Asie do Pacifiku v
Severni Americe. Ptaci hnizdici na severovychodé Asie 1étaji piezimovat podél pacifického

pobiezi Severni Ameriky. Posledni je trasa mezi Evropou a pobfezim Atlantického ocednu
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v Severni Americe, kam migruji ptaci z Islandu a severozapadu Evropy (Obr. 9) (Rappole a
Hubalek, 2006).

PO

S
{ &
ﬁlﬁ’j‘% >

Obr. 9: Mapa znamych tras pohybu ptaka v ramci hemisfér.

Tyto migraéni cykly se u odliSnych ptacich druht rizné ptekryvaji, coz ma vyznamny
dopad na ekologii AIV a udrzeni perzistujiciho genofondu viru. Také kiizeni jednotlivych
migra¢nich linii v mistech s vysokou hustotou riznych ptac¢ich druhii z odli$nych oblasti ma
znacny vliv na rozsifeni AIV. Tyto faktory spolu s vysokou promofenosti volné Zijicich
vodnich migranti, prevladajici bezptiznakovou formou ndkazy, amplifikaci viru ve stfevnich
burnikach a naslednym vylouc¢enim kloakou vedou k vysoké kontaminaci vody a prostiedi.
V ném se poté mohou nakazit ostatni ptaci velice Casto i1 vice subtypy soucasné. Naptiklad
z infikovanych kachen byly v ramci jednoho kloakalniho stéru izolovany dva az tii virové

subtypy (Tamova, 2008).
1.4.5.1. Chripka v oblastech Arktidy a Antarktidy

VysSe uvedeny celosvétovy vyskyt chiipkového viru zahrnuje také oblasti Arktidy a
Antarktidy. Pro polarni oblasti obecné jsou typické LPAI viry, jejichZ hlavnimi rezervoary
jsou na severni polokouli kachny, husy, racci, rybaci a bahnaci. V Antarktidé AIV cirkuluje
v ramci populace tucnakd, do které byl pravdépodobné zanesen Stitonosi svétlezobymi
(Chionis albus). Tito ptaci uzce interaguji s koloniemi tuc¢naku a jejich pfirozeny vyskyt v
oblasti Antarktidy a pfilehlych ostrovech usnadiiuje pohyb AIV mezi timto regionem a

pevninskou ¢asti Jizni Ameriky (Hurt a spol., 2016; Cerny a spol., in prep.).

Virus chiipky byl nalezen také u moiskych savct, jako jsou tuleni a velryby. U tulené
obecného (Phoca vitulina) virus zpisobuje téZkou pneumonii. V arktické Kanadé byly

detekovany protilatky proti chiipce u tulené krouzkovaného (Pusa hispida) nebo u béluhy
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severni (Delphinapterus leucas). IAV u moiskych savct obvykle tzce souvisi s chiipkovym
virem, ktery v soucasné dob¢ cirkuluje u motskych ptakt ve stejné oblasti. Proto jsou mofisti
savci povazovani za slepého hostitele, ktery je jen piilezitostné infikovan motskymi ptaky.
Zoonoticky potencial AlV cirkulujicich v Arktidé je nizky a zda se, Ze tyto kmeny nezptisobuji

lidské infekce (Nielsen a spol., 2001; Cerny a spol., in prep.).
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2.

1)
2)

3)
4)

5)

Cile prace

Charakterizovat pozitivni kontrolu viru Sindbis.

Pomoci zavedené metodiky otestovat vzorky komara Ochlerotatus nigripes na pfitomnost
tohoto arboviru.

Charakterizovat pozitivni vysledky pomoci sekvenace a fylogenetické analyzy.
Otestovat pomoci molekularnich metod vzorky exkrett a stérti z oropharyngu a kloaky na
pfitomnost viru ptaci chfipky.

Pomoci serologickych a molekularné biologickych metod charakterizovat subtyp viru u

pozitivnich nalezl a nasledné je porovnat pomoci fylogenetické analyzy.
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3. Material a metody

3.1. Material
3.1.1. Vzorky

Shér komari

Veskeré vzorky byly sesbirany a laskavé poskytnuty ¢leny centra polarni ekologie,
jmenovité¢ RNDr. Janou Mullerovou, doc. RNDr. Olegem Ditrichem, CSc.; RNDr. Janou
Elsterovou; RNDr. Jifim Cernym, PhD.; Mgr. Jakubem Zérskyrn, PhD., a Lauren E. Culler
(Norway Dartmouth College, Hanover, USA)

Celkem bylo sesbirano téméi 8 000 komatich jedinct rodu Ochlerotatus nigripes
v prubéhu letni sezony mezi lety 2013 az 2018 (Tab. 11). Lokality sbéru byly celkem dvé —
souostrovi Svalbard, pfesnéji okoli mista Petuniabukta (78°41'N 16°32'E ) (Obr. 10) a dale
ostrov Gronsko, kde sbér probihal v okoli mista Kangerslussuaq (67°01'N 50°41'W)
v lokalitach East Pond, Black Pond, Vulgaris Pond a Ice Pond (Obr. 11).

Tab. 1l: Pfehled testovanych komatich vzorkl ze Svalbardu a Gronska.

Lokalita Rok sbéru Pocet jedincu - Kukly Pocet jedincu - dospélci
Gronsko 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 sbéru komari na Svalbardu (pievzato a upraveno z Jana Mullerova,
bakalaiska prace, 2014).

Vulgaris pond

»®—— Ice pond

Kalaallit

Nunaat
Greenland

Obr. 11: Lokality sbéru komara v Gronsku (pfevzato a upraveno zJana Millerova,
bakalatska prace, 2014).
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Sesbirani komafi byli umisténi do zkumavek obsahujicich 400ul roztoku RNAlater
(Ambion) a ulozeni v 4°C. Rozfazeni byli vzdy po maximaln¢ 30ti kusech na zaklad¢ mista a

data sbéru. Po transportu do Ceské republiky byly po celou dobu uchovavany v -80°C.
Odbér ptacich vzorki

Na zakladé analyzy z publikaci na téma AIV v polarnich oblastech zpracované
v diplomové préaci RNDr. Jany Miillerové, byla jako vhodna kandidatni populace ptaka pro
studium prevalence tohoto viru na Svalbardu zvolena kolonie motskych ptak - racki

tiiprstych (Rissa tridactyla).

Diky udélenému povoleni ¢. 2013/00722-5 (viz Piiloha 1) bylo v roce 2014 ve mésté
Pyramiden na Svalbardu (GPS 78°40'59.99" N 16°23'59.99" E) (Obr. 12) odebrano 100
vzorkd krve a 100 stérti z kloaky a oropharyngu. Veskeré odbéry a stéry byly provedeny
RNDr. Janou Elsterovou pod vedenim ornitologa RNDr. VVaclava Pavla, Ph.D z Centra polarni
ekologie, Ceské Budgjovice. Dale na sbéru vzorki spolupracovaly studentky kurzu Centra

poléarni ekologie, Mgr. Zuzana Literdkova a RNDr. Anna Mynarova.

Ny-Algnn-‘d @
Pyramiden

SVALBARD
Longyearbyen

Grumantbyeno

Barentsburg Sveagruva

Obr. 12: Vyznacdeni lokality odbéru vzorku v kolonii racka tiiprstého mésta Pyramiden
(pfevzato a upraveno z Jana Millerova, diplomova prace, 2018).
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Vzorky krve byly odebirany sterilni jehlou promytou heparinem do zkumavky piimo
z kiidelni zily (Obr. 13). Misto vpichu bylo vzdy pted i po odbéru dezinfikovano roztokem
ethanolu. Zpracovani téchto vzorki nésledovalo bezprostfedné po odbéru. Krev byla nejprve
centrifugovana (2000 g/6min.), dale doslo k separaci séra, jenz bylo odebrano do sterilnich
zkumavek. Nasledné byly vzorky uloZeny do 4°C. Po pievozu do Ceské republiky se jiz
skladovaly v -80°C.

Vzorky stéri z kloaky a oropharyngu (Obr. 13) byly odebirdny pomoci sterilniho
tamponu na plastové ty¢ince a ithned po odbéru piesunuty do sterilnich zkumavek s 500 pl
roztoku RNAlater. Odebrané vzorky byly nejprve opét ulozeny do 4°C a po transportu do
Ceské republiky dale uchovavany v -80°C.

Jednotlivi jedinci byli oznaceni, aby nedoslo k opakovanému odbéru. Pred opétovnym
vypusténim a nasledn¢ po ném byli sledovani, zda nejevi znamky zranéni ¢i néjaké dalsi

fyziologické zmény.

Obr. 13: Fotografie zobrazujici odbéry vzorkiu racki tiiprstych (Rissa tridactyla)

(ptevzato a upraveno z Jana Millerova, diplomova préce, 2018).
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3.1.2. Bunécna linie

Pro pomnozeni SINV byly zvoleny dvé bunééné linie, savéi BHK-21 a komaii C6/36.

Buné¢na linie BHK-21 (z angl. ,, Baby Hamster Kidney ©) byla piipravena v roce 1961
Z ledvin péti jednodennich mlad’at kiecki Mesocricetus auratus (Creative Biolabs, 2019).
Tato linie vykazuje pfi infekci SINV cytopaticky efekt béhem 12-16 hodin (Frolov a
Schlesinger, 1994). Buiiky byly po rozmraZeni kultivovany v médiu D-MEM (Biosera)
s piidavkem 10 % fetalniho bovinniho séra (BOFES) (Biosera), 1 % antibiotiky a
antimykotiky (Biosera; penicilin, streptomycin a amphotericin B), 1 % L-glutaminem
(Biosera) pii 37°C, v atmosféte 5 % COz a relativni vlhkosti 95 %. Pravidelné pasazovani
probihalo pomoci metody suché trypsinizace. V tomto piipadé byly buniky pasazovany

V poméru 1:5.

Bunééna linie C6/36 byla ptivodné ziskana z larev koméara Aedes albopictus v poloviné
60. let. Vzhledem k vysoké citlivosti této linie viici Siroké Skdle arboviri dané absenci RNA
interference, je hojné vyuzivana k jejich izolaci (Walker a spol. 2014; Brackney a spol. 2010).
Bunky byly kultivovany v médiu Leibovitz L15 (Biosera) v kombinaci s 20 % BOFES, 10 %
tryptozofosfatovym bujénem (Sigma-Aldrich), 1 % antibiotiky a antimykotiky (Biosera;
penicilin, streptomycin a amphotericin B) a 1 % L-glutaminem. Pasaze byly provedeny
metodou suché trypsinizace za stejného poméru jako u bunééné linie BHK-21. Inkubace

probihala pti 28°C, atmosféie 0,5 % a vlhkosti 95 %.

Pro metodu plakové titrace byla pouzita savéi bunécénd linie PS, kterd byla ptivodné
ziskédna z bunék prasecich ledvin. Kultivace probihala v médiu Leibovitz L15 (Biosera)
s piidavkem 3 % PTS (Biosera), 1 % antibiotik a antimykotik (Biosera; penicilin,
streptomycin a amphotericin B) a 1 % L-glutaminu. Buiiky byly inkubovany pfi teploté 37°C,
atmosféte 0,5 % a vlihkosti 95 %. Pasazovani bylo provedeno opét metodou suché trypsinizace

vV poméru 1:10.
3.1.3. Bakterie Escherichia coli

E. coli je gramnegativni anaerobni bakterie ty¢inkovitého tvaru pohybujici se pomoci
bic¢ikid. Nachazi se u vétsiny teplokrevnych Zivocichii jako soucast fyziologické mikroflory
tlustého stfeva a distalni ¢asti kyc¢elniku (Lee, 2009). Roste jak na tekutych, tak na pevnych
mediich s pfidavkem agaru. V naSem ptipadé byly pouzity NEB5alpha kompetentni E. coli

30



kultivované v médiu LB (1% trypton, 0,5% kvasnicovy extrakt, 1% NaCl (chlorid sodny),
deionizovana H20) (Elbing a Brent, 2019).

3.1.4. Viry
3.1.4.1. Virus Sindbis

Pro izolovani pozitivni kontroly pro SINV byla pouzita zasobni suspenze ziskana
z mozkové tkané v roce 1986. Tato virova suspenze byla skladovana v lyofilizovaném stavu.
Suspenze byla resuspendovana ve 200 pl sterilniho fosfatem pufrovaného fyziologického
roztoku (PBS).

3.1.4.2. Virus Inkoo

Pozitivni kontrola pro virus Inkoo ve form& cDNA byla laskavé poskytnuta profesorem

Magnusem Evanderem (Departments of Virology, University of Umed, Sweden).
3.1.4.3. Virus ptaci chiipky

Jako pozitivni kontrola pro virus pta¢i chiipky byl pouzit pacientsky izolat sezonni
chiipky kmene H3N2, ktery byl laskavé poskytnut MUDr. Martinou Havlickovou, CSc. a

RNDr. Helenou Jifincovou ze Statniho zdravotniho Ustavu.
3.1.5. Primery a sondy

Vsechny primery a sondy pouzité v rdmci této diplomové préce jsou uvedeny v tabulce
nize (Tab. III).
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Tab. III: Pouzité sady primert a sondy.

Cileny | Primer Teplo,ta, .
. Sekvence nasedani Zdroj
rod/virus | /sonda °c]
5- Sanchez —
= a+ | GAYGCITAYYTIGAYATGGTIGAIG | 59,5 Seco a
= G-3 spol., 2001
s 5 - KYTCYTCIGTRTTIGTICCIGG - Sanchez -
< o - 3 61 Seco a
spol., 2001
SINV- | 5'- GGTTCCTACCACAGCGACGAT 60 Tingstrém a
> nsP1F -3 spol., 2016
Z 5 - . .
@ | SNV T GATACTGGTGCTCGGAAAACA- | 60 | Indstroma
nsP1R 3 spol., 2016
5-
F25 | AGATGAGTCTTCTAACCGAGGTC | 60 | SPackman,
, 2014
> G-3
< 5 - Spackman
R124 | TGCAAAAACATCTTCAAGTCTCTG 60 2014 '
- 3’
TOPO® TA
Cloning®
Kit for
> M13F 5 - GTAAAACGACGGCCAG - 3 51 Sequencing
e (Thermo
s Fisher
g Scientific)
S TOPO® TA
I= Cloning®
@ Kit for
o M13R 5 - CAGGAAACAGCTATGAC - 3 51 Sequencing
(Thermo
Fisher
Scientific)
5 - [FAM]-
2 o2 | TCAGGCCCCCTCAAAGCCGA- Spaciman
[BHQ-1] - 3
> SINV- 5 [FAM]- Tingstrom a
Z nsPl | TTGGACATAGGCAGCGCA-[BHO-
D , spol., 2016
sonda 1]-3
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3.2. Metody

Préce s infekénim a potencialné infek¢énim materidlem byla provadéna za dodrZeni

specifickych bezpe¢nostnich podminek.

3.2.1. Pozitivni kontrola viru Sindbis

3.2.1.1. PomnoZeni viru pro pozitivni kontrolu

Vzhledem Kk celkovému malému mnozstvi suspenze byl jako dalSi postup zvolen
namnozeni viru na bunééné linii. Byla vybrana sav¢i (BHK-21) a komaii (C6/36) bunééna
linie. Pro nase ucely byly pouzity 6-jamkové panely, pro kazdou linii jeden. Nejprve byly do
jamek nasety buitky v mnozstvi 1,5x10° bunék na jamku. 24 hodin po naseti byly buiiky
infikovany a nasledovala 4-hodinova inkubace. Poté byly buriky celkem dvakrat pasazovany
v intervalu tfi dni vzdy v poméru 1:2. Po kazdé pasazi byly bunky promyty roztokem PBS
(Biosera). U bunék byl pod svételnym mikroskopem sledovan cytopaticky efekt. Odebrana
bunécna suspenze byla uchovavana v -80°C. Nasledna kontrola pfitomnosti virové nukleové
kyseliny byla provedena molekularné biologickymi metodami popsanymi nize v kapitole 3.2.

Metody. Schéma pomnozeni viru je na obrazku nize (Obr. 14).

A -Ctrl SINV - promyta SINV1 - pieneseny

bunécna suspenze supernatant

B -ctrl SINV SINV1

Obr. 14: Schéma pomnoZeni viru Sindbis pro pozitivni kontrolu. -ctrl = negativni kontrola;

3dpi = 3 dny po infekci (z angl. ,,day per infection ).
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3.2.1.2. Jednokrokova reverzni transkripce (RT-PCR)

Metoda jednokrokové RT-PCR byla provadéna pomoci soupravy One-Step RT-PCR
(Qiagen). Postupovano bylo dle pokyni vyrobce. Metoda byla optimalizovana na polovi¢ni
objem, tedy 25 pl Master mixu na reakci. Objemové zastoupeni jednotlivych reagencii je
uvedeno v tabulce (Tab. IV). Tato metoda byla pouzita pro detekci virti rodu Alphavirus a
specificky viru Sindbis (primery viz Tab I11). Samotna amplifikace vzorku probihala v pfistroji
Biometra Uno 1l za nize uvedenych podminek (Tab. V). Vznikla cDNA byla dale uchovavana
v -20°C.

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

Master Mix Objem/reakce [pl] | Finalni koncentrace
H>0 prosta RNaz 11,6 -
Pufr 5x 5 2,5 mM Mg?*
dNTP 1 400 pM
Primer forward 1,2 0,6 uM
Primer reverse 1,2 0,6 uM
Smés enzymi 1 -
Templat (RNA) 4 -
Tab. V: Podminky jednokrokové RT-PCR.
Pocet cykli Reakce Cas [min] | Teplota [°C]
Reverzni transkripce 30 50
Pocatecni a}<tivace
deaktivace revorzni |15 95
transkriptazy
Denaturace 00:45 94
40x Nasedani primert 00:45 Viz Tab. Il
Syntéza nového 1 72
fetézce
Finalni syntéza 10 72
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3.2.1.3. Separace na agarozovem gelu

Pro separaci PCR produktu byl zvolen 2 % agardzovy gel v 1x TAE pufru. Do kazdé
jamky bylo pfidano 10 pl smési vzniklé ze 7 pl PCR produktu a 3 pl nanaseciho pufru Orange
DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific) s 5x koncentrovanym barvivem SYBR GREEN
I (Sigma Aldrich). K odhadu velikosti separovanych fragmentd byl pouzit velikostni standard
GENERULER 1 kb (Thermo Fisher Scientific). Elektroforéza probihala pii 110 V po dobu 30

az 40 minut.
3.2.1.4. Purifikace produktu a piiprava sekvena¢ni reakce

Pro enzymatickou purifikaci byly vybrany PCR produkty, které podle vysledki
elektroforézy odpovidaly ocekavané velikosti. K tomuto produktu byly ptfidany 0,2 pl
alkalické fosfatdzy (Thermo Fisher Scientific) a 0,2 pl exonukledzy | (Thermo Fisher
Scientific). Purifika¢ni reakce probihala v piistroji Biometra Uno Il ve dvou krocich (Tab. VI).
Nasledné byla ptfipravena sekvenacni reakce o celkovém objemu 10 pl (Tab. VII), pro kazdy

primer zvl43t. Sekvenace byla provedena firmou SEQme s.r.0., Dobi#i§, Ceska republika.

Tab. VI: Podminky pro purifika¢ni reakci.

Reagencie Cas [min] Teplota [°C]
Inkubace 15 37
Deaktivace 15 80

Tab. VII: Reagencie pro ptipravu sekvenacni reakce.

Reagencie Objem/reakce [ul]
H>0 prosta RNaz 8,5
Primer 05
forward/reverse '
Templat 1

3.2.1.5. Plakova titrace

Ke zjisténi titru SINV pomnozeného na bunéénych liniich (BHK-21, C6/36) byla
zvolena metoda plakove titrace (De Madrid a Porterfield, 1969). Pro tuto metodu byly pouzity
96-jamkové panely. Nejprve byly testované vzorky (20 pl) v panelu roziedény desitkovou
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fedici fadou (10 — 10®) ve 180 pl kultivaéniho média Leibovitz L15 (+ 3 % PTS, 1 % ATB
a 1 % GL). Poté bylo do jamek ptidano 130 pl bunééné suspenze (bunééna linie PS), ktera
byla pfipravena tak, aby v kazdé jamce bylo 5x10* bun&k. Po jejich nasledné 4 hodinové
inkubaci pti 37°C v atmosféie 0,5 % CO2 byly bunky piekryty 100 pl ,,pokryvky* (roztok 3%
karboxymethylceluléozy a 2x koncentrované¢ho kultivaéniho média v poméru 1:1) a opét
ulozeny k inkubaci v 37°C a 0,5 % atmosféfe CO2 na 5 dni. Panel byl nasledné promyt
fyziologickym roztokem (9 g NaCl v 1 | destilované vody) a fixovan a obarven roztokem
naftalenové Cerni (1 g naftalenové ¢erni, 60 ml ledové kyseliny octové a 13,6 g octanu sodnéeho
doplInéné do 1 1 destilovanou vodou). Nakonec byly panely oplachnuty pod tekouci vodou a
usuSeny. Nasledné byly v jamkéch odecteny plaky a po pfepoctu podle fedéni byl vysledek
vyjadien v plakotvornych jednotkach (PFU, z angl. ,, plaque-forming units *“; pocet virovych
¢astic) na ml pavodni suspenze. Jednotlivé vzorky byly testovany ve formé technickych

triplikatt.
3.2.2. Zpracovani komarich a ptacich vzorki

Vzhledem ktomu, Ze nékteré znize uvedenych metod jsou spole¢né pro oba
detekované viry, zatimco jiné byly pouzity jen u jednoho z nich, bylo pro vétsi prehlednost

vypracovano schéma (Obr. 15) znazorfiujici obecny postup pro jednotlivé viry.

36



Sindbis virus Virus ptaci chripky

Homogenizace

RT-qPCR

Seskupeni
vzork(

RT-qPCR

Obr. 15: Schéma zobrazujici jednotlivé kroky pri detekci konkrétnich viri.

3.2.2.1. Homogenizace vzorki komaru

Jednotlivé vzorky komart byly nejprve rozdéleny podle roku a mista nalezu. Poté byly
ptipraveny homogenizaéni zkumavky (Eppendorf) s 1000 pl sterilniho PBS a sterilni ocelovou
kulickou o priméru 5 mm (Qiagen). Nasledn¢ byli do zkumavek piidani komafi o
maximalnim poctu 30 ks z jedné lokality. Celkové se tak jednalo o 312 smésnych vzorkl
komart. Homogenizace probihala v pfedchlazenych adaptérech po dobu 3 minut pfi rychlosti
30 kmitl/s v automatickém homogeniza¢nim pfistroji Tissue Lyser Il (Qiagen). Takto

zpracované vzorky byly uchovavany v -80°C.
3.2.2.2. lzolace RNA

Pro extrakci RNA z homogenizovanych komafich vzorku, stérti z oropharyngu a
kloaky rack ttiprstych byla pouzita souprava QlAamp® Viral RNA Mini kit (Qiagen). Postup
probihal dle pokyn vyrobce az na jedinou vyjimku, kdy eluce komatich vzorka byla
provedena 40 pl deionizované H>O misto uvedeného pufru AVE. Pro zajisténi vyssiho
vytéZku RNA byla zopakovéna eluce jiz vzniklym eluatem. RNA byla opét uskladnéna v
-80°C.
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3.2.2.3. Kontrola kvality RNA

Ke kontrole kvality izolované RNA byla zvolena metoda elektroforetické separace na
agarozovém gelu. Pro tyto uéely byl pouzit 1 % agar6zovy gel v 1x TAE pufru, jehoZz ptiprava
vyzadovala RNaz prostou deionizovanou H20. Smés 10 ul v jamkach byla tvoiena 5 ul RNA
a 5 pl nanaseciho pufru Orange DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific) s 5x
koncentrovanym barvivem SYBER GREEN (Sigma Aldrich). Elektroforéza probihala pii 80
V po dobu 15 minut, pfi¢emz béhem procesu separace byla elektroforeticka nadoba chlazena

ledem. Nasledna vizualizace geli byla provadéna na UV transiluminatoru Biometra T1 3.
3.2.2.4. Priprava smésnych vzorki RNA ziskanych ze vzorka komaru

Tento postup byl zvolen na zaklad¢ publikace Tingstrom a spol. 2016, ve které
ptipravovali smésné vzorky, tedy ,, pooly “ (z angl. pooling = smichat) z homogenati komarich
vzorkl. V kazdé zkumavce se po ivodni homogenizaci a nasledné izolaci RNA nachézelo
RNA z maximalné 30 jedinci komart. Z kazdé této zkumavky bylo odebrano po 2 pl a
napipetovano do nové 0,5 ml zkumavky, vzdy maximalné z 20ti zkumavek s izolovanou RNA.
Vysledné pooly tak byly tvofeny RNA z maximalné 600 jedincti komara (Obr. 16). Timto
zpusobem vzniklo 27 poolt, ze kterych byly vytvofeny alikvoty pro omezeni degradace RNA
opakovanym rozmrazovanim. Vzorky byly dale uchovavany v -80°C a ptipraveny k analyze.

Téchto 27 vzorkt slouzilo pro detekci SINV.

30x #S 600x #T.

20x
2ul

Obr. 16: Schéma postupu seskupovani RNA vzorku.

3.2.2.5. Kvantitativni jednokrokova reverzni transkriptdzova PCR
(RT-gPCR)

Tato metoda slouzila pro testovani jak komarich vzorkl (detekce SINV), tak vytért
z oropharyngu a kloaky racku tfiprstych (detekce AIV). RT-gPCR byla provedena pomoci
soupravy Kit AgPath-ID™ One-Step RT-PCR Reagents (Thermo Fisher Scientific).
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Postupovano bylo piesné dle pokynti vyrobce. Jednotlivé reagencie a jejich mnozstvi pro

ptipravu Master Mixu jsou uvedeny v tabulce (Tab. VIII). Pouzité primery spolu se sondami

jsou jiz zminény v tabulce vyse (Tab. III). Jednalo se o specifické primery a sondu pro SINV

a primery a sondu pro AIV. Negativni kontroly (bez templatu a bez enzymu) byly stejné jako

pozitivni kontrola vzdy testovany v triplikatu, jednotlivé vzorky pak uz jen v uniplikatu.

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

podminek uvedenych v tabulce (Tab. IX). Celkovy objem na jednu reakci ¢inil 25 pl.

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

Master Mix | Objem/reakce [ul] SINV | Objem/reakce [ul] AIV | Finalni koncentrace
2X RT-PCR 12,5 12,5 1x
Buffer
Primer forward 25 0,5 400 nM
Primer reverse 25 0,5 400 nM
TagMan® 0,6 1 120 nM
sonda
H20 prosta i
RNé&z 0.9 4.5
25X RT-PCR 1 1 )
Enzyme Mix
Templat 5 5 )
(RNA)

Tab. IX: Cas a teplota pro RT-gPCR.

Pocet cykli Reakce Cas [min] | Teplota [°C]

Reverzni transkripce 10 45

Deaktivage rgverzm’
potiteeniakcce | 10 0

polymerazy
40x Amplifikace 00:15 %
00:45 60
Teplotni pfechod mezi jednotlivymi kroky 1,6°C/s

39




3.2.2.6. Klonovani

Purifika¢ni metoda

Suspektni PCR vzorky SINV a AIV byly nejprve precistény pomoci QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen). Postupovano bylo dle ndvodu vyrobce. Vzorky byly eluovany 30
pl pufru EB (,, Elution Buffer®). Purifikovana DNA byla dale elektroforeticky rozdélena a

vizualizovana na UV transiluminatoru (postup separace uveden vyse).
Klonovani a kultivace E. coli

Purifikovana DNA suspektnich vzorkli byla nasledn¢ vlozena do pCR4 plazmidu.
Metoda klonovéani byla provedena pomoci TOPO® TA Cloning® Kit for Sequencing (Thermo
Fisher Scientific). Opét bylo postupovano dle pokynt vyrobce. Naklonovany vektor byl poté
vlozen do bunék NEBS5alpha kompetentnich E. coli pomoci tepelného Soku (buiky byly po
celou dobu drZeny na ledu, nasledné zahtaty na 42°C po dobu 30 s a poté opé&t uloZeny na led
na 2 min). Po ochlazeni bylo k buiikam ptidano 180 pl SOC média (Thermo Fisher Scientific)
(2% trypton, 0,5% kvasnicovy extrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI (chlorid draselny), 10 mM
MgCl> (chlorid hofeénaty), 10 mM MgSOs (siran hofecnaty), a 20 mM gloko6za)
temperovaného na 37°C. Takto oSetfené¢ buiky s vloZzenym insertem byly nésledné
inkubovany 1 h pti 37°C. V dalsim kroku byly buiky vysety na agarové plotny
s carbenicilinem. Pfed samotnym vysevem bunék bylo na kazdou plotnu pfidano 40 pl X-Gal
pro rozliseni prazdnych plazmidti (modré kolonie) od téch s inzertem (bilé kolonie) (Obr. 17).
Po 24 h inkubaci byly ndhodné vybrané kolonie rozo¢kovany na nové plotny a pieneseny do
LB média. Zkumavky se vzorky v LB médiu byly ulozeny do tfepacky GallenKamp, ve kterée
se ,,tfepaly* do druhého dne na 200 rpm pii 37°C.
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Obr. 17: Fotografie agarové plotny s bakterialnimi klony rozliSenymi pomoci

»wblue/white* selekce za pouziti X-Gal. 1-5 = nahodn¢é vybrané klony pro izolaci plasmidu.
Izolace plasmidové DNA

Nasledné byla z vybranych kloni vyizolovana plasmidova DNA. Nejprve byly vzorky
z tfepaCky centrifugovany na maximalni otaCky (9000 x g) 5 min pii pokojové teploté.
Supernatant byl slit do odpadu a vznikly pelet byl pomoci vortexu resuspendovan v 1 ml
ledové vychlazeného Roztoku I (sloZeni Roztoku I-IIT viz nize Tab. X). K suspenzi byly dale
pfidany 2 ml Roztoku II a opatrnym otac¢enim zkumavek doslo k promichani. Ke vzniklému
lyzatu se poté pfidalo 1,5 ml ledové vychlazeného Roztoku III a zkumavky byly opét opatrné
promichany. Nasledovala centrifugace pii maximalnich otackach (9000 x g) 30 minut pti 4°C.
Supernatant byl ponechan a doplnén 1,5 objemem isopropanolu, aby doslo k precipitaci
plasmidové DNA. Poté byly vzorky opatrn€ promichdny a opét centrifugovany za stejnych
podminek. Vznikly supernatant byl slit do odpadu a pelet byl promyt 2 ml ledové
vychlazeného 70% roztoku ethanolu. Po evaporaci ethanolu byla plasmidovd DNA
resuspendovana v 100 pl H20 a uloZzena v -20°C. Béhem celé izolace byly zkumavky se

vzorky uchovavany na ledu.

Tab. X: Slozeni Roztokt I-II1 pouzitych pro izolaci plazmidové DNA.

Roztok | (pH 8,0) 10 ml 500 mM glokézy, 2 ml 500 mM EDTA (pH 8,0), 25 ml 1 M
Tris (pH 8,0), 85,5 ml H>0

Roztok Il Cerstvé ptipraveny 0,2 N NaOH, 1 % SDS

Roztok Il (pH 6,0) | 60 ml 5 M octanu draselného, 11,5 ml ledového acetatu, 28,5 ml H,O
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Polymerazova retézova reakce (PCR)

Vyizolovand plasmidovd DNA byla amplifikovana metodou PCR za pouziti
plasmidovych primertt M13 (viz Tab. III). Jednotlivée reagencie (Tab. XI) a podminky metody
(Tab. XII) jsou uvedeny nize. Poté byly DNA produkty elektroforeticky separovany,

vizualizovany, purifikovany a zaslany na sekvenaci (tyto metody jsou jiz popsany vyse).

Tab. XI: Reagencie Mastermixu.

Master Mix Objem/reakce [ul] | Finalni koncentrace

H>0O prosta RNaz 9,5 -

PPP Mastermix 12,5 -

Primer forward 1 400 nM

Primer reverse 1 400 nM

Templat 1 -

Tab. XII: Podminky PCR reakce.

Pocet cyklu Reakce Cas [min] | Teplota [°C]
Uvodni denaturace | 10 94
Denaturace 00:15 94

40x Nasedani primera 00:30 Viz Tab. Il

?zg;izea noveho 1 79
Finalni syntéza 10 72
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4. Vysledky
4.1. Arboviry

4.1.1. Sbér vzorku komaru

Z celkového poctu 7769 odchycenych komarti Ochlerotatus nigripes mezi lety 2013-
2018 jich bylo 6924 seshirdno v okoli mista Petuniabukta na Svalbardu a 845 v oblasti
Kangerslussuaq v Gronsku (Obr. 18A). Celkovy pocet 6924 jedinct odchycenych na
Svalbardu tvotilo 390 kukel a 6534 dospélych jedinct (Obr. 18B). V Gronsku byly sesbirani

pouze dospéli jedinci.

A)

Svalbard, Gronsko

m Gronsko B)

Svalbard - stadia
M Svalbard

6%

Svalbard - kukly

Svalbard - dospélci

Obr. 18: (A): Zastoupeni testovanych vzorkia komara Ochlerotatus nigripes podle mista
sbéru (Svalbard a Grdnsko); (B): Podil kukel a dospélcii koméara Ochlerotatus nigripes
sesbiranych na Svalbardu.
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4.1.2. SINV
4.1.2.1. Pozitivni kontrola SINV

Jako pozitivni kontrola pro testovani vzorkl na ptitomnost SINV byla pouzita virova
suspenze ze sbirky arbovirli Parazitologického ustavu Biologického centra AVCR
(https://www.arboviruscollection.cz/), konkrétné se jednalo o izolat BCCO 50 0149 z roku
1986. Virus byl pomnoZen na dvou bunéénych liniich — savéi (BHK-21) a komati (C6/36).

Z obrazku Obr.19A je u sav¢i bunééné linie BHK-21 zietelny cytopaticky efekt
v infikovanych jamkach (SINV, SINV1) ve srovnani s kontrolni jamkou (NK), ve které
dochazelo pouze k vyméné cerstvého média. Naproti tomu u komaii bunééné linie C6/36 (Obr.
19B) cytopaticky efekt pozorovan nebyl. Nicméné lze pozorovat snizenou vitalitu a rychlost

mnozeni bunék ve srovnani s kontrolni jamkou (NK).

Obr. 19: PomnoZeni viru na bunéénych liniich BHK-21 a C6/36 3.den po infekci. (A):

sav¢i bunécnd linie BHK-21; (B): komaii bunécna linie C6/36. Celkové zvétseni 20x, métitko
odpovida 100 pm. (NK = negativni kontrola; SINV = promyta buné¢na suspenze; SINV1 =

preneseny supernatant).
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Virova RNA byla nasledné izolovana pomoci kolonkového kitu (QlAamp® Viral
RNA Mini kit (Qiagen)) a amplifikovana metodou jednokrokové RT-PCR za pouziti primert
pro rod Alphavirus. Déle byly PCR produkty elektroforeticky rozdéleny a vizualizovany
pomoci UV transiluminatoru s o¢ekavanou velikosti amplikonu 490 bazi (bp) (postup popsan
v kapitole 3.2. Metody) (Obr. 20).

I — -C6/36- —
L NK  PK ctrl  SINV SINVI “-ctrl  SINV SINV1

—

1000bp we—

-

500bp s—

250bp ™

Obr. 20: Fotografie gelu s vizualizovanou DNA v ocekavané velikosti 490 bp. L =
velikostni standard; NK = negativni kontrola bez templatu; PK = pozitivni kontrola (zasobni

suspenze SINV; -ctrl = negativni kontrola pomnozené RNA (neinfikované buiky).

Cervené znagené vzorky (SINV_BHK-21 a SINV1_C6/36) byly zaslany na sekvenaci.
Pomoci BLAST analyzy (z angl. ,,Basic Local Aligment Search Tool “) vysledkd sekvenace
bylo potvrzeno, Ze se jedna o SINV, 99,33 % identického s kmenem LEIV-Ast03-1-844
(GenBank: MG679378.1).

Mnozstvi replikujicich se virovych ¢astic v suspenzi z BHK-21 i C6/36 bunéénych linii
bylo stanoveno metodou plakové titrace. Z grafii (Obr. 21) vyplyva, Ze virus se rychleji a do
vysSich titri pomnoZil na komati bunécné linii (C6/36) v porovnani se savéi linii (BHK-21).
3 dny po infekci dosahoval titr viru u C6/36 hodnoty 10° PFU/mI, zatimco u BHK-21 se
jednalo o 10° PFU/mI. Vzhledem k limitu detekce je také vidét, Ze u linie BHK-21 doglo
k adherenci témét vSech virovych ¢astic a pfeneseny supernatant (SINV1) vykazoval zadny
nebo jen velmi nizky pocet replikace schopnych virovych castic. U linie C6/36 naopak
preneseny supernatant (SINV1) obsahoval dostatek virovych castic, které nenaadherovaly
k bunikam béhem inkubace (SINV) a byly tak schopné dalsi replikace po pfenosu supernatantu.

Ze sloupct grafu vyplyva, ze rozdil mezi SINV a SINV1 je ptiblizné 2 logaritmy.
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Obr. 21: Grafy zobrazujici a porovnavajici mnoZstvi viru pomnoZeného na sav¢i (BHK-
21) a komari (C6/36) bunécné linii. SINV = promyta bunécnd suspenze; SINV1 = pfeneseny

supernatant.

Izolovand RNA vzorku SINV_C6/36 byla dale amplifikovana jednokrokovou RT-PCR
se specifickymi primery pro SINV, pro néz byla optimalizovana pocatecni koncentrace na 1
UM na reakci. DNA produkt byl opét elektroforeticky rozdélen a vizualizovan v ofekévané
velikosti amplikonu 75 bp (Obr. 22). Vzorek SINV_C6/36 potom nadale slouzil jako pozitivni

kontrola pro detekci SINV ve vzorcich komart Oc. nigripes.

L SINV_C6/36 NT

Obr. 22: Fotografie gelu s vizualizovanou pozitivni kontrolou v oéekavané velikosti 75
bp. L = velikostni standard; SINV_C6/36 = vzorek pozitivni kontroly; NT = negativni kontrola

bez templatu.
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Na zéklad¢é urceni mnozstvi titru viru pomoci metody plakové titrace byl vzorek
pozitivni kontroly nafedén desitkovou fedici fadou 1:10° — 1:10*2, Tato fada byla pouzita jako

kalibra¢ni kiivka pro RT-gPCR (Obr. 23) vyuzivanou k detekci viru ve vzorcich komard.
4.1.2.2. Detekce SINV ve vzorcich komari

Vyizolovand RNA z komafich homogenati byla poolovana tak, Ze kazdy vysledny
smésny vzorek obsahoval RNA maximalné 600 jedinct. Celkem tak vzniklo 27 vzorkt (Tab.

XIII). Tyto vzorky byly testovany na pfitomnost SINV.

Tab. XIII: Poéty smésnych vzorktt RNA z komara Oc. nigripes.

2013 2014 2015 2016 2017 2018
Svalbard 1 8 5 3 1 1
Gronsko 5 0 3 0 0 0

Takto poolované vzorky byly amplifikovany metodou RT-qPCR =za pouZiti
specifickych primerti pro SINV a specifické FAM (Fluorescein) sondy (Obr. 23).

1E01

1E00

0.1

ARnN

0,064542

0.01

0.001 HLAALAR, A—f\—ﬁ———f ——
34 36 38 40 Cyklus

10¢ |

Obr. 23: Amplifikacni graf Fedici Fady pozitivni kontroly SINV spolu s 27 smésnymi
vzorky. 10™ = fedéni; €= = pozitivni vzorek; == = prahova troven; osa x = cyklus; osa y =

zmeéna fluorescence.
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Z obrazku (Obr. 23) vyplyva, ze limitni fedéni pozitivni kontroly pro SINV je pfiblizné
108, coz odpovida 1,75*10% poctu virovych &astic. Z celkem 27 testovanych vzorkl vysel
jediny vzorek, vzorek ¢&islo 3, pozitivng, piiblizné v hodnoté limitniho fedéni 107 kalibraéni
kiivky pozitivni kontroly. Jednalo se o vzorek z Gronska odebrany v lokalit¢ East Pond.
Nicméné pii opakovaném pokusu totoznou metodou se jiz pozitivni ndlez nepotvrdil.
Nasledovalo testovani RNA pivodnich smésnych vzorkd, které byly poté zpoolovany v dany
suspektné pozitivni vzorek 3. Nejprve byly smésné vzorky testovany opét metodou RT-qPCR
a dale pak konvencni PCR za pouziti specifickych primertt pro SINV. V obou piipadech

nedoslo k potvrzeni pozitivniho vzorku.

Suspektné pozitivni vzorek jsme se nasledné pokusili osekvenovat pomoci primert
specifickych pro rod Alfavirus, pouzitych dfive pro sekvenovani pozitivni kontroly. Vysledky

sekvenace opét nepotvrdily pozitivni nalez.

Abychom mohli s jistotou oznadit vzorek za pozitivni na genomickou RNA SINV a
kvuli malé velikosti PCR produktu amplifikovaného metodou RT-gPCR bylo nutné tento
produkt zaklonovat, aby mohl byt osekvenovan. PCR produkt byl vloZzen do plazmidu pCR4.
Amplifikace vyizolovaného plazmidu z 5 nahodné¢ vybranych klond probéhla za
pouziti primert specifickych pro M13 sekvena¢ni misto v plasmidu pCR4 E. coli, ov§em
pomnozeny produkt vizualizovany na gelu neodpovidal ani v jednom piipadé oéekavané
velikosti cca 300 bp (Obr. 24).

NK GE/1 GE/2 GE/3 GE/4 GE/5

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

negativni kontrola; GE/X = klony vzorku 3.
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4.2. Virus chripky

V roce 2014 bylo odebrano celkem 100 stért z kloaky a 100 stérti z oropharyngu
jedincim z kolonie racka tiiprstého (Rissa tridactyla) citajici celkem 700 hnizdicich para v
osad¢ Pyramiden na Svalbardu. VSechny odebrané vzorky byly testovany metodou RT-qPCR
na pfitomnost RNA AIV.

4.2.1. Pozitivni kontrola AIV

Zasobni suspenze pozitivni kontroly kmene H3N2 byla nafedéna desitkovou fedici
fadou 1:10° — 1:10'. Nasledn& prob&hla amplifikace pomoci RT-qPCR za pouziti primert a
sondy specifickych pro AIV. Detek¢ni limit metody odpovidal fedéni pozitivni kontroly AIV
107 (Obr. 26).

4.2.2. Detekce AlV ve stérech z kloaky a oropharyngu

Po izolaci RNA byly pro jednotlivé vzorky vytvofeny alikvoty, aby nedochéazelo
k opakovanému rozmrazovani a tim snizovani kvality testované RNA. Poté byla u 10 nahodné
vybranych vzorka z kloaky a oropharyngu testovana kvalita vyizolované RNA, ktera byla
pomérné variabilni (Obr. 25). Velikost vizualizovaného produktu odpovidala velikosti velké
ribosomalni podjednotky molekuly RNA (28 S) o piiblizné velikosti 3800 bp.

Oropharyng

Kloaka

Obr. 25: Kontrola kvality izolované RNA ze stéri z oropharyngu a kloaky. L = velikostni

standard; 28 S = velka ribozomalni podjednotka ~ 3800 bp.
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Nésledné probéhla amplifikace RNA pomoci metody RT-qPCR za pouziti
specifickych ATV primert a FAM sondy (Obr. 26, 27). V prvnim grafu (Obr. 26) jsou patrné
2 pozitivni vzorky (€islo 85, 93). Nicméné pii jejich reamplifikaci totoznou metodou se ani
jeden z nich nepodafilo znovu potvrdit. Vysledky ze stért z kloaky pro detekci virové RNA

byly u vSech vzorkt negativni (Obr. 27).

Oropharyng
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Obr. 26: Amplifika¢ni graf Fedici Fady pozitivni kontroly Al a RNA vzorku z
oropharyngu. 10 = fedéni; €= = pozitivni vzorek; == = prahova Groven; osa x = cyklus;
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Obr. 27: Amplifikaéni graf Fedici Fady pozitivni kontroly AlV a RNA vzorki z kloaky.
10™ = pozitivni kontrola; == = prahova Groven; osa x = cyklus; osa y = zména fluorescence.
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PCR produkt 2 suspektné pozitivnich vzorkl (85, 93) byl stejn¢ jako u SINV (viz
kapitola vyse 4.1.2.2. Detekce SINV ve vzorcich komari) zaklonovan do pCR4 plazmidu, aby
mohl byt s uréitosti potvrzen pozitivni nalez RNA AIV. Po izolaci plazmidu z 5 ndhodné
vybranych klonti a nasledné PCR amplifikaci pomoci M13 primerd byly amplikony
elektroforeticky rozdé€leny a vizualizovany. PCR produktu v o¢ekavané velikosti cca 300 bp
odpovidaly u vzorku 85 celkem tfi klony (85/1, 3, 5) a u vzorku 93 byly taktéz tii (93/1, 2, 3).
Amplikony, které byly piecistény a zaslany na sekvenaci jsou na obrazku (Obr. 28) vyznaceny
¢ervené. Pomoci BLAST analyzy byla porovnana homologie vysledné sekvence, kterd vsak

ani v jednom piipadé neodpovidala zadné sekvenci AIV.

85/1 85/2 85/3 85/4 85/5 = RO/ S 9372 5:93/3 5 93/4

Obr. 28: Fotografie gelu s vizualizovanou DNA v o¢ekavané velikosti 300 bp. L =

velikostni standard (marker).
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5. Diskuze
5.1. Arboviry

Arboviry jsou velice riiznorodou skupinou viri, ktera je prevazné tvorena RNA viry.
Tento fakt umoznuje arbovirim vyraznou plasticitu. Odhaduje se, Zze mira chybovosti RNA-
dependentni RNA-polymerazy (RdRp) se pohybuje od 10 do 10 chyb na nukleotid v ramci
jednoho replika¢niho cyklu. Tato mira chybovosti spolu s rychlou a velmi vyvinutou virovou
replikaci umoznuje rychlou adaptaci a produkci variant, které mohou arboviry zvyhodiovat v
riznych hostitelskych prostiedich (Ciota a Kramer, 2010). Nedavné epidemie zpusobené
arboviry i v ptivodné neendemickych oblastech jejich vyskytu prokazuji potencial téchto virt
adaptovat se a rozsitit jejich rozsah. Nejvice je distribuce arbovirt ovlivnéna zménami klimatu
a krajiny (Ciota a Kramer, 2010; Tingstrom a spol., 2016). Pfedevsim teplota a vlhkost
vyznamné ovlivituji postupné rozsifovani arbovirt do stale vyssich zemépisnych Sitek. Zmény
klimatu se odrazi také na razu okolni krajiny a jeji fauny a flory. Potenciondlni pfenaSeci 1
hostitelé se tak objevuji i v polarnich oblastech, kde je vétSina tamnich populaci potencialnich
hostitelti imunitné naivni. Spolu s klimatem a krajinou k dal§imu rozsifovani pfispiva migrace
lidi, rozvoj cestovni ruchu a socioekonomické poméry ¢i zavlékani invaznich hostitelskych
druhut (Ciota a Kramer, 2010; Millerova a spol., 2018; Waits a spol., 2018).

Ackoli studie zabyvajici se vyskytem arbovirtt v nami sledovanych oblastech Gronska
a Svalbardu zatim nepotvrdily zaddny pozitivni nélez komary ¢i kliStaty pfenaSenych arbovirt,
vzhledem k vySe uvedenym zménam v téchto oblastech je nutné je stéle sledovat (Elsterova a
spol., 2015; Millerové, 2018; Miillerova a spol., 2018). Doposud nejvyssi zemé&pisna Siika, ve
které byly arboviry detekovany je 70° severni Sitky (Kurstak, 2012). Duvodia dosud
negativnich nalezti mize byt hned nékolik. V porovnani s ostatnimi lokalitami vyskytu
arbovir je na Svalbardu a v Gronsku nizka druhové diverzita i abundance potencionélnich
hostiteld, ¢imZ se sniZzuje moznost Sifeni viru (Arneberg, 2009; Bennike a spol., 1989). Dalsi
pfic¢inou mize byt kompetence tamnich vektorti pro prenos arbovirt. Obecné jsou arboviry
Vv polarnich oblastech pienaseny predevsim klist'aty rodu Ixodes a komary rodu Culex a Aedes.
V nami sledovanych oblastech se vyskytuje pouze klisté I. uriae a z komaru zije na Svalbardu
jako jediny druh Oc. nigripes a v Gronsku navic i Oc. impiger. Zejména u Oc. nigripes neni
kompetence k ptenosu arbovirii dostatecné prostudovana (Becker a spol., 2010; Corbet a
Danks, 1973). I u virt, které byly v polarnich oblastech nalezeny je obecné velice nizka
prevalence, coz mize piedstavovat dalsi duvod, pro¢ doposud nebyl zaznamenan pozitivni
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zachyt v ndmi sledovanych oblastech. Naptiklad u komafich jedinct rodu Aedes nachytanych
v oblasti Severozapadnich teritorii v Kanad¢ byly detekovany viry CE a Northway (NORV)
s prevalenci 1:3 662 (McLean a spol., 1977). V oblasti Bajkalu v Rusku byla zjisténa
prevalence virt Batai (BATV) a Getah (GETV)
1:24 000 (L’vov a spol., 1995). V neposledni fadé je tiecba zminit extrémni Kklimatické
podminky, se kterymi se musi vypotadat jak hostitel, tak vektor, ale i samotny patogen.
Nepftiznivé klima tak mize ptredstavovat dal§i z davodi negativnich vysledki. Teplotni
citlivost pfi pomnozeni viru v komafim pienaseci je pomérné vysoka, avsak byla prokazana
replikace NORV pii 4°C u arktického komara rodu Aedes (Hueffer a spol., 2011; McLean a
spol., 1979; Ring a Tesar, 1981).

5.1.1.  Virus Sindbis a dalsi vyzkum

Konkrétnim arbovirem, jehoZ pfitomnost byla v této praci testovana, je SINV. Jedna
se o0 virus rozs§ifeny témé&f po celém svété vyjma amerického kontinentu (Adouchief a spol.,
2016). Jeho nedavny zachyt v larvich komara Oc. communis, Oc. punctor a Oc. diantaeus
V piivodné neendemické oblasti Svédska okolo 64° severni §iiky tak naznaduje jeho $ifeni do
stale vyssich zemépisnych Sifek (Tingstrom a spol., 2016). Studie Tingstrom a spol., 2016 dale
indikuje vertikélni pfenos tohoto arboviru. V naSi praci se ndm vSak nepodatilo potvrdit
pfitomnost tohoto viru v polarnich oblastech Svalbardu a Gronska. Jednim z problémil miize
byt nedostatek informaci o druhu komara Oc. nigripes a piedevsim o kompetenci tohoto
komara virus prenasSet. Jak je jiz zminé€no vySe, ptrekazkou pro prenos viru muize byt i
nepfiznivé okolni klima. Jestli je mozny pienos SINV pomoci vektora Oc. nigripes
v extrémnich teplotach by se mohlo do budoucna otestovat v laboratornich podminkach. Bylo
by nutné piivézt kukly, ptipadné larvy tohoto druhu komara a nechat je vyvinout do stadia
dospélého jedince. Poté infikovat dospélce SINV a vytvoftit okolni podminky s postupné se
snizujici teplotou simulujici okolni klima nami vybranych oblasti. Vysledky by mohly
objasnit, zda je Oc. nigripes vibec kompetentnim vektorem SINV, ¢i zda je limitujicim
faktorem pro pifenos a pieziti viru v téchto lokalitach teplota. Zaroven by se mohl potvrdit
transovarialni pienos indikovany ve studii Tingstrém a spol., 2016. Studie McLean a spol.,
1977 popisuje obdobny zpusob infikovani komarti rodu Aedes, nachytanych v oblasti arktické
Kanady, virem kalifornské encefalitidy.

Zeyména ve Skandinavii a Karelské oblasti Ruska je SINV plivodcem fady
onemocnéni a lidé v téchto statech vykazuji pomérné vysokou seroprevalenci (Nielsen a spol.,

2001). Ve Finsku je nejCastéji diagnostikovanou arbovirovou infekci a to s prevalenci
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protilatek 5,2 %. Oblasti s nejvyssi seroprevalenci lezi na vychodé zemé (Severni Karélie a
Kainuu), ale také na zapadé Finska v oblasti centrdlni Ostrobothnii (Kurkela a spol., 2008).
Dle seroepidemiologické studie ziskané v 80. letech 20. stoleti byla v centralni ¢asti Svédska
seroprevalence 3,6 % sklesajicim trendem smérem na jih a sever zemé. Ve dvou
nejsevernéjsich krajich Svédska (Norrbotten a Vaster-botten) byla zjisténa prevalence
protilatek proti SINV pouze 0,1 — 1,0 %. Nicméné¢ klinicka studie z roku 2009 zabyvajici se
prevalenci protilatek proti SINV v téchto dvou S§védskych oblastech dosla k vysledné
seroprevalenci 2,9 %. To naznacuje neustale se zvySujici seroprevalenci v téchto polarnich
oblastech (Norrbotten lezi jiz v oblasti za polarnim kruhem). Do severni Evropy byl tento
arbovirus ve vétsi mite zavlecen pravdépodobné migrujicim ptactvem na prelomu 60. a 70. let
20. stoleti. Stejné jako ve Svédsku je rostouci trend seroprevalence zaznamenan i ve Finsku
(Ahlm a spol., 2014; Gylfe a spol., 2018).

Kromé SINV cirkuluje v oblastech Skandinavie a Ruska dal$i komary ptendseny
arbovirus, a to INKV (Peribunyaviridae). Zvlast¢ ve Finsku je prevalence protilatek proti
tomuto viru az 51% a ve Svédsku 41% (Lwande a spol., 2017; Putkuri a spol., 2007). Jeho
pozitivni zachyt v cca 64°C severni §iiky v ptivodné neendemické oblasti Svédska popsany
v praci Tingstrom a spol., 2016 tak naznaCuje moznost jeho zavleCeni i do vysSich
zemé&pisnych §ifek. Proto by v budoucnu bylo dobré provést testovani komara Oc. nigripes

také na pfitomnost tohoto viru.

5.1.2. Sbér a testovani vzorkua komaru

Cilem prvni ¢asti prace bylo otestovat cca 8000 koméatich vzorkli ze Svalbardu a
Grénska nasbiranych v rozmezi let 2013 az 2018 na pfitomnost SINV pomoci metody RT-
gPCR. Odchyt komari smykaci metodou probihal vzdy béhem letnich mésict. V téchto
polarnich oblastech je efektivita odchyti silné¢ zavisld na aktudlnich klimatickych
podminkach. Pfedevs§im se jedna o povétrnostni podminky a okolni teplotu. Proto se pocty

komari pro jednotlivé roky lisi.

Po sbéru byli jednotlivi komaii ulozeni do rozotku RNAlater, ktery zabranuje
degradaci RNA a dle dostupnych moznosti uchovavani v chladu. Az po jejich transportu do
Ceské republiky byli ulozeni do -80°C. Na zakladé predchoziho vyzkumu (Detekce
zoonotickych virtl v biologickych vzorcich z Arktidy, Millerova Jana, 2018) byly vSechny
komati vzorky urceny jako druh Oc. nigripes. Ve vysetfovanych vzorcich se nam ale ani
vV jednom piipadé nepodatilo opakované detekovat pfitomnost SINV. PfiCinou miize byt
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uchovavani vzork v nedokonalych podminkéach a dale také transport na dlouhou vzdalenost
a Casova prodleva mezi sbérem a testovanim danych vzorki. Kvalita vyizolované RNA byla
kontrolovana pomoci jeji elektroforetické separace na agarézovém gelu v ramci piedchozi
analyzy vzorku (Detekce zoonotickych virt v biologickych vzorcich z Arktidy; podkapitola
Kontrola kvality RNA (4.1.3.), Mullerova Jana, 2018). Ackoli byly ze vzorkd utvoieny
alikvoty, viceCetné rozmrazeni RNA nasledné ubiré na jeji kvalité, coz mtze byt také jedna

Z pticin nepotvrzeného pozitivniho nalezu.

Zasobni suspenze SINV slouzici jako pozitivni kontrola byla skladovana
v lyofilizovaném stavu. Proto bylo nutné ji resuspendovat v pufru PBS a dale kvtli malému
mnozstvi pomnozit na savéi (BHK-21) a komaii (C6/36) bunécné linii. Na sav¢i bunééné linii
byl pfi porovnani s kontrolni jamkou jasné zietelny cytopaticky efekt, a to jak v promyté
bunécné suspenzi, tak v pfeneseném supernatantu (viz Obr. 19A). Naproti tomu u bunééné
linie C6/36 tento efekt pozorovan nebyl, bunky jevily pouze sniZzenou vitalitu (viz Obr. 19B).
OvSem pii porovnani titru viru u obou linii se rychleji 1 do vysSich titrit virus pomnoZil na
komafi bunécné linii, coz je pravdépodobné ddno absenci obrannych mechanismii (RNA1)

proti viraim u C6/36 (Brackney a spol., 2010).

Z RNA vyizolované z komatich jedinct byly vytvoieny pooly za vzniku celkem 27
smésnych vzorki. Tento postup byl zvolen na zaklade€ prace Tingstrom a spol., 2016., ve které
narozdil od nas byly poolované homogenaty komarich larev. U pozitivnich nalezii bylo mozné
na zaklad¢ zpétné RT-PCR analyzy ptivodnich smésnych vzorka dohledat jednotlivé larvalni
vzorky (Tingstrom a spol., 2016). Metoda poolavani RNA by tedy na limit detekce nemél mit

vliv.

Jeden z testovanych smésnych vzorkti metodou RT-qPCR vysel hraniéné pozitivni
v hodnotach Ct blizkych limitu detekce metody (fedéni 108 kalibraéni kiivky pozitivni
kontroly). Béhem dalsiho opakovani totoZznou metodou se jiz pozitivni nalez nepodafilo
potvrdit. Dalsi analyza puvodnich smésnych vzorkl jak pomoci RT-gPCR tak pomoci
konvencni PCR také nepotvrdila pozitivni vysledek. Pti porovnédni detekéniho limitu u téchto
metod byla kiivka konvencéni PCR o 2 tady vyssi nez v pfipadé¢ metody RT-qPCR. PCR
produkty ziskané konvenéni PCR byly na zakladé sekvenovani a porovnani s dal$imi
sekvencemi z databaze GenBank vyhodnoceny jako nespecificka amplifikace. Pticinou
neuspéchu s potvrzenim pozitivniho zachytu byla pravdépodobné postupna degradace
materialu. RT-gPCR produkt ze suspektné pozitivniho vzorku byl dale vlozen do plazmidu
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PCR4 az 5 ndhodné vybranych klont vyizolovany plazmid amplifikovan pomoci specifickych
M13 primert. Tim doslo ke zvétSeni produktu umoziujicicho sekvenovani, nicméné ani u
jednoho z klonu vysledny produkt neodpovidal oc¢ekavané velikosti 300 bp. Nasledné
sekvenovani potvrdilo, ze i pozitivn¢ sekvenované plazmidy nenesly vlozeny tsek ¢i nesly
jiny nez cilovy tusek. Pfi¢inou byla nejpravdépodobnéji nizka koncentrace PCR produktu
v liga¢ni smési. Dle pokynd vyrobce, je u klonovani fragmenti mensich nez 100 bp vyssi
riziko fale$né pozitivnich vysledkta (TOPO® TA Cloning® Kit for Sequencing (Thermo
Fisher Scientific)).

V této praci se nam tedy nepodafilo potvrdit detekci SINV v testovanych komérech
Oc. nigripes nasbiranych na Svalbardu a v Gronsku. VVzhledem k velice nizké prevalenci vira
v polarnich oblastech je zapotiebi, aby bylo v dalSich sezonach odchyceno co nejvice komaru,
¢imz by se zvysila i pravdépodobnost pozitivniho zachytu. Je také nutné dale rozsifovat
informace a znalosti z polarnich oblasti, kterych je stale nedostatek. Zejména co se tyce
kompetence potencionalniho vektora Oc. nigripes a zjisténi hostitele, na kterém tento komar

saje.
5.2. Virus chripky

Jako obaleny virus je virus chiipky relativné citlivy na $kodlivé dopady na Zzivotni
prostfedi. V zavislosti na okolnich podminkach (napt. vlhkost a teplota) vSak muiZe preZit az
nékolik hodin a ve vod¢ pii nizkych teplotach (napt. < 20 ° C) i podstatné déle (az n€kolik
mésict (Zhang a spol., 2006)). Chiipkové viry jsou citlivé na teplo a nizké pH v zavislosti na
typu viru. Viry chiipky A s neroz$tépenym HA jsou stabilnéjsi (ztrata infekcnosti pi1 pH <
4,5) nez viry s roz§tépenym HA (ztrata infekénosti pii pH <5) (Scholtissek, 1985).

Nejvyraznéjsi vlastnosti chiipkovych virt je jejich rychly vyvoj, ktery vede k jeho
velké variabilité. To je pfipad zejména virt chiipky typu A (,,Influenza Virus", 2009).
Chiipkové viry vykazuji vysokou miru chybovosti béhem transkripce svych genomtl, coz je
dano nizkou ptesnosti RNA polymerazy. Tato vysoka mira chyb zptsobuje tak zvany
»quasispecies® jev, kdy v hostiteli ko-cirkuluje mnoho riznych virovych genotypi, ptficemz
kazdy virus ma potencialné rizné urovné zpusobilosti pro hostitelské prostiedi (Domingo a
spol., 1985). Vyhodou vysoké miry chybovosti je schopnost viri rychle se prizptsobit novému
prostiedi. K tomu muze dojit naptiklad béhem infekce nového hostitelského druhu, ktery
vyzaduje adaptivni genetické zmény pro optimalni replikaci a pienos. Priméarni nevyhodou je
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produkce mnoha virovych genotypt, které jsou defektni nebo maji sniZenou zpiisobilost pro

soucasného hostitele (Suarez, 2000).

Vyskyt a Sifeni AIV je Uzce spjato jak s migra¢nimi trasami volné zijicich ptakd, tak
S postupné se ménicim klimatem. Spletita sit’ migrac¢nich tras komplikuje dokumentaci
trasovani jednotlivych druhii ptakil. Casto dochazi ke kiizeni riiznych migra¢nich linii, a to
v mistech s vysokou hustotou i druhovou diverzitou, kde se AIV miiZze snadno pfenést mezi
jedinci, ktefi ji tak zavleCou do svych hnizdist’ (Lycett a spol., 2019; Tamova, 2008). Migrace
ptaki je predevsim v poslednich letech zna¢né ovlivnéna zménou klimatickych podminek.
Téni ledu v Arktickém oceanu znamena naruseni migra¢nich drah fady ptacich druht pfi cesté
do jejich hnizdist’ v polarnich oblastech. Led slouZi jako plocha pro mezipfistani. Je tak
mozné, ze nékteré druhy budou zistavat v arktickych oblastech po cely rok (Clairbaux a spol.,
2019). Tim by se zvysila hustota i kvantita perzistujicich jedincti, mezi kterymi by mohl AIV
cirkulovat. Roste také pravdépodobnost toho, Ze se stanou potravou jiného zvitete, které se
pak muze pii pozieni nakazeného jedince nakazit. Globalni oteplovani by mohlo mit ale i
opacny vliv na migraci. S rostouci teplotou se uz druhim, které ziji v severnich oblastech,
nevyplati z energetického hlediska migrovat, coz bude mit za nasledek zvySenou druhovou
variabilitu v téchto lokalitach. Dalsim néasledkem oteplovéani je dle studie Both a spol., 2005
ovlivnéni jarni migrace, ke které dochazi diive. Do arktickych oblasti by mohli za¢it migrovat
nové druhy ptaku, ¢imz by se opét zvysila pravdépodobnost pienosu ATV (Both a spol., 2005;
Lemoine a Bohning-Gaese, 2003).

Rostouci vyskyt infekci, vcetné ptaci chiipky, v disledku oteplovani a dalSich
klimatickych zmén ovliviiuje negativnim zptisobem fitness nakazenych jedincd. Doposud byly
infekce LPAI viry povazovany za benigni, nicméné napiiklad studie van Gils et al., 2007
uvadi, ze u labuté malé (Cygnus columbianus bewickii) ) doslo ke zhorSeni u¢innosti hledani
potravy a migrace. V dusledku tohoto chovani by mohlo dojit k opozdéné migraci do jejich
arktickych hnizdist, ¢imz by se snizila Sance na uspé$né rozmnozovani téchto ptaka v daném
roce infekce (Lebarbenchon et al., 2010). Dalsi studie poukazuje na snizeni télesné hmoty
infikovanych jedinct kachny divoké (Anas platyrhynchos) v porovnani se zdravymi jedinci
(Latorre-Margalef et al., 2009). Tyto zdanlivé mirné projevy LPAI virti u volné Zijicich ptaku
by tak v kone¢ném dusledku mohli mit vliv na druhové slozeni ptaka v daném Uzemi. Proto
je nutné sledovat tyto dopady na celkovou kondici nakazenych ptakid a ur€it jejich mozny
rozsah (Lebarbenchon et al., 2010).
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5.2.1. Odbér a testovani vzorki stéri z kloaky a oropharyngu

Cilem druhé ¢asti nasi prace bylo otestovat 100 vzork stérti z kloaky a 100 vzorki
stérti Z oropharyngu na pritomnost AIV pomoci metody RT-qPCR. Vzorky stért byly ziskany
Z jedincu kolonie racka tiiprstého (Rissa tridactyla) na Svalbardu v roce 2014. Kolonie téchto
moiskych ptaka byla zvolena jednak na zakladé piedchozi analyzy publikaci zabyvajicich se
tématem AIV v poléarnich oblastech vypracované v diplomové praci RNDr. Jany Mdllerové,
a dale pak na zédklad¢ skutecnosti, ze kolonie rackt tiiprstych hnizdi na pomém¢ dostupnych
mistech (okenni fimsy starych budov) na rozdil od ostatnich druhii ptaka, ktefi maji sva hnizda

na skalnich utvarech ¢i volnych prostranstvich.

Po odbéru stér byly jednotlivé vzorky uloZzeny do pufru RNAlater a uchovavany
v dostupném chladicim zafizeni (cca 4°C). Po transportu do Ceské republiky byly ulozeny do
-80°C. Stejné jako u vzorkd komart se nedokonalé uchovani po odbéru a transport na dlouhou
vzdalenost mohlo negativné odrazit na kvalit¢ RNA. Také v piipadé testovani téchto vzorka
stérll se ndm ani v jednom piipad€ nepodatilo opakované potvrdit pozitivni ndlez RNA AIV.
Kontrola kvality izolované RNA v tomto ptipadé byla pomérn¢ variabilni (viz Obr. 25), coz
mize byt jedna z pfi¢in nepotvrzeni pozitivity vzorkl. Ribosomalni RNA (rRNA)
eukaryotickych bun¢k obsahuje tfi ribosomalni RNA molekuly, 5,8 S, 18 S a 28 SrRNA
(Noller, 1984). V ptipadé separace RNA, ktera je jina nez hmyzi, v nasem piipad¢ ptaci, jsou
na gelu vidét 2 produkty o velikostech 28 S (velka ribozomalni podjednotka velka ptiblizné
3800 bp) a 18 S (mala ribozomalni podjednotka o velikosti ptiblizné 1900 bp) (Gillespie a
spol., 2006; Scheele a Hanafusa, 1972). V naSem piipad¢ je po vizualizaci gelu jasné zietelna
velka ribozomalni podjednotka odpovidajici velikosti okolo 3800 bp. Na zéklad¢ proménlivé
kvality RNA byly zjednotlivych vzorkli vytvofeny alikvoty, aby jiz nedochazelo

k opétovnému rozmrazovani celého objemu ribonukleové kyseliny a jeji dalsi degradaci.

Celkem dva vzorky ze stérli z oropharyngu vykazovaly pfitomnost virové RNA.
V obou ptipadech se jednalo o hodnoty za jiz limitni hodnotou 107 kalibraéni kiivky pozitivni
kontroly. Limitni fedéni 10° se jiz nepodaiilo amplifikovat v triplikatu. Vzhledem
k negativnimu vysledku pti opakovani dvou suspektné pozitivnich vzorkt z oropharyngu byly
oba vzorky zaklonovany do plazmidu pCR4. Po nasledné vizualizaci elekroforeticky
separovanych DNA produkti jich celkem $est odpovidalo oéekavané velikosti 300 bp. Ctyii
klony byly zaslany na sekvenaci a vysledné sekvence byly porovnany pomoci BLAST
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analyzy. Ani v jednom ptipadé nebyla potvrzena homologie produktu s Zadnou sekvenci
pripravy reak¢ni smeési pro metodu RT-qPCR pii amplifikaci vzorkt stérii. Dale mohlo dojit
k zaklonovani a nasledné izolaci jiného nez pozadovaného produktu. Také mohla nastat chyba
pii ptipravé reakéni smési pro PCR reakci vyizolovaného plazmidu. Nebo byly vzorky
negativni, ale v hodnotach detekéniho limitu doslo k nespecifickému nasednuti primerd.
Z casovych duvodi byl zvolen nizsi pocet vybranych klont, pouze 5 misto planovanych 10,

¢imz se snizila pravdépodobnost pozitivniho zachytu.
5.2.2. Testovani protilatek a dalsi vyzkum

Spolu s odbéry stéru z kloaky a oropharyngu bylo jedinciim z kolonie racka tiiprstého
(Rissa tridactyla) odebrano také 100 vzorka krve. Z nich bylo separovano sérum, které bylo
nasledné testovano na pfitomnost specifickych protilatek proti AIV pomoci metody
kompetitivni ELISY. Z celkového poctu vyslo 13 vzorka pozitivnich, 5 vzorkd hraniénich a
82 vzorkl negativnich. Pro subtypizaci AIV bylo 18 vzorkl (13 pozitivnich, 4 hrani¢ni a 1
negativni jako negativni kontrola) odeslano do Statniho veterindrniho Ustavu v Praze, kde
pomoci hemaglutina¢né inhibi¢niho testu (HIT) probéhla testovani téchto vzorki na vyskyt
protilatek proti AIV subtypu H16. Vysledna seroprevalence ¢inila 100% (negativni vzorek
jako kontrola vysel negativné) (Millerova, 2018). Déle se budou tyto vzorky sér testovat
pomoci HIT také na vyskyt protilatek proti AIV subtypu H13. Subtypy H13 a H16 jsou
nejcastéji detekované subtypy LPAI u ptaka z fadt dlouhoktidlych (Charadriformes), tedy u
rackl a jejich detekce je az na jednu vyjimku (H13N9) omezena je na severni polokouli

(Toennessen a spol., 2011).

V nasi praci nebyla opakované potvrzena cirkulace viru ptaci chiipky v ndmi sledované
oblasti (Svalbard) a oba vzorky lze povaZovat za negativni. AvSak ptaci, kteti zde hnizdi
vykazuji protilatky proti AIV (Mallerova, 2018). Vzhledem k faktu, ze pfevazna vétSina ptaka
v Arktid¢ jsou migrujici druhy, mize u nich dojit k nakazeni na vétSinou dalekych zimovistich
a cirkulace viru v arktickych hnizdistich je tak redukovana (Altizer a spol., 2011; Clairbaux a
spol., 2019). Kazdy rok se tu v8ak lihne nova, naivni populace, ktera se miize snadno nakazit.
Zejména s predikovanou zvySujici se hustotou i diverzitou pta¢ich druhtt migrujicich do

arktickych oblasti 1ze ocekavat rostouci promotenost ptacich kolonii AlV také na Svalbardu.
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6. Zaver

V prvni ¢asti této prace se ndm podafilo charakterizovat pozitivni kontrolu pro virus

Sindbis a nasledné ji namnozZit na buné¢nych kulturach (BHK-21, C6/36).

Dale pak bylo provedeno testovani téméf 8000 vzorkd komara Oc. nigripes
nachytanych v Gronsku a na Svalbardu na pfitomnost viru Sindbis. K detekci byla pouZzita
metoda jednokrokové RT-qPCR. V zadném =z testovanych vzorkd se nam nepodafilo

opakovan¢ prokazat pozitivni zachyt virové RNA.

V druhé ¢asti prace byla provedena detekce viru ptaci chiipky ze 100 vzorkl stért
z kloaky a 100 vzorki stérii z oropharyngu odebranych jedinctim z kolonie rackt ttiprstych
(Rissa tridactyla) na Svalbardu. Ke zjisténi pfitomnosti virové RNA byla pouzita metoda
jednokrokové RT-qPCR, na zaklad¢ které se nam nepodafilo ani v jednom pfipadé potvrdit
pozitivni vysledek.
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7. Seznam zKkratek

Ae. - Aedes

AIlV - Virus ptaci chiipky (z angl. ,,Avian influenza virus*)
ANADYV - 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 - Fetélni bovinni sérum

Bp - Baze

BVL - Virus bovinni leukémie

cDNA - Komplementarni deoxyribonukleova kyselina
CEV - Virus kalifornské encefalitidy

CP - Kapsidovy protein

Cx. - Culex

DENYV - Virus dengue

D-MEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium

DNA - Deoxyribonukleova kyselina

dNTP - Deoxynukleotid trifosfat

Dpi - Den po infekci (z angl. ,,day per infection *)

E (P) - Obalovy protein
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EB - Elu¢ni pufr (z angl. ,, elution buffer )

EEEV - Virus konské encefalomyelitidy vychodniho typu
ELISA -z angl. ,,Enzyme-Linked Immunosorbent Assay “
FAM - Flourescein

GETV - Virus Getah

GL - L-glutamin

HA - Hemaglutinin

HIT - Hemaglutinacné inhibi¢ni test

HPAI - Vysoce patogenni ptaci chiipka (z angl. ,,High Pathogenic Avian Influenza®)
CHATYV - Virus Chatanga

CHIKYV - Virus chikungunya

. - Ixodes

IAV - Virus chiipky typu A (z angl. ,,Influenza A virus)
INKV - Virus Inkoo

JCV - Jamestown Canyon virus

Kb- Kilobaze

L15 - Leibowitz‘s L15 médium

LB - Luria-Bertani médium

LPAI - Nizce patogenni ptaci chiipka (z angl. ,,Low PAthogenic Avian Influenza*)
M1/2 - Matrixovy protein

MAYYV - Virus Mayaro

MRNA - Mediatorova ribonukleova kyselina

NA - Neuraminidaza

NORYV - Virus Northway
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NSP - Nestrukturni protein

Oc. - Ochlerotatus

ONNYV - Virus O'nyong-nyong

PB1 - Protein PB1

PB1-F2 - Protein PB1-F2

PB2 - Protein PB2

PBS - Fosfatovy pufrovany fyziologicky roztok

PCR - Polymerdzova fetézova reakce

PFU - Pocet plakotvornych jednotek (z angl. ,, plaque-forming units )
PS - Buiky prasecich ledvin (z angl. ,,porcine kidney stable®)

PTS - Prekolostralni teleci sérum

RdRp - RNA-dependentni RNA-polymeraza

Rn (hodnota) - z angl. ,,Normalized reporter(value)*

RNA - Ribonukleové kyselina

RNAI - z angl. ,,RNA interference*

rRNA - Ribosomalni ribonukleova kyselina

RRYV - Virus Ross River

RT-PCR - Reverzni transkriptazova polymerazova fetézova reakce

RT-qPCR - Kvantitativni jednokrokova reverzni transkriptdzova polymerazova fetézova

reakce

RVFV - Virus horecky Rift Valley
S - Svedberg

SAV - Virus Salmonid

SDS - Dodecylsiran sodny
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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 — ethylendiamintetraoctova

UV - Ultrafialové zareni

VEEV - Virus venezuelské konské encefalomyelitidy

VKE - Virus klistové encefalitidy

WEEYV - Virus konské encefalomyelitidy zdpadniho typu

YFV - Virus zluté zimnice

ZIKV - Virus Zika

64



8. Pouzita literatura

Adouchief, S., Smura, T., Sane, J., Vapalahti, O., a Kurkela, S. (2016). Sindbis virus as a
human pathogen-epidemiology, clinical picture and pathogenesis: Sindbis virus as a human
pathogen. Reviews in Medical Virology, 26(4), 221-241. https://doi.org/10.1002/rmv.1876

Ahlm, C., Eliasson, M., Vapalahti, O., a Evander, M. (2014). Seroprevalence of Sindbis
virus and associated risk factors in northern Sweden. Epidemiology and Infection, 142(7),
1559-1565. https://doi.org/10.1017/S0950268813002239

Acha, P. N., a Szyfres, B. (2003). Zoonoses and Communicable Diseases Common to Man
and Animals. Pan American Health Org.

Alexander, D. J. (2000). A review of avian influenza in different bird species. Veterinary
Microbiology, 74(1-2), 3-13. https://doi.org/10.1016/S0378-1135(00)00160-7

Altizer, S., Bartel, R., a Han, B. A. (2011). Animal Migration and Infectious Disease Risk.
Science, 331(6015), 296-302. https://doi.org/10.1126/science.1194694

Arnal, A., Vittecoq, M., Pearce-Duvet, J., Gauthier-Clerc, M., Boulinier, T., a Jourdain,
E. (2015). Laridae: A neglected reservoir that could play a major role in avian influenza virus
epidemiological dynamics. Critical Reviews in Microbiology, 41(4), 508-5109.
https://doi.org/10.3109/1040841X.2013.870967

Arneberg, P. (2009). Impact of climate change on infectious diseases of animals [Review of
Impact of climate change on infectious diseases of animals, recenzoval M. Tryland a J.
Godfroid]. Kortrapport/Brief Report Series, 10, 28.

Arragain, L., Dupont-Rouzeyrol, M., O’Connor, O., Sigur, N., Grangeon, J.-P., Huguon,
E., Dechanet, C., Cazorla, C., Gourinat, A.-C., a Descloux, E. (2016). Vertical

Transmission of Dengue Virus in the Peripartum Period and Viral Kinetics in Newborns and

65



Breast Milk: New Data. Journal of the Pediatric Infectious Diseases Society, piw058.
https://doi.org/10.1093/jpids/piw058

Artsob, H., Lindsay, R., a Drebot, M. (2017). Arboviruses. In International Encyclopedia
of Public Health (s. 154-160). Elsevier. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-803678-5.00023-
0

Becker, N., Petric, D., Zgomba, M., Boase, C., Madon, M., Dahl, C., a Kaiser, A. (2010).

Mosquitoes and Their Control. Springer Science a Business Media.

Bennett, R. S., Gresko, A. K., Murphy, B. R., a Whitehead, S. S. (2011). Tahyna virus
genetics, infectivity, and immunogenicity in mice and monkeys. Virology Journal, 8, 135.
https://doi.org/10.1186/1743-422X-8-135

Bennike, O., Higgins, A. K., a Kelly, M. (1989). Mammals of central North Greenland. Polar
Record, 25(152), 43—49. https://doi.org/10.1017/S0032247400009979

Bocher, J., Kristensen (), N. P., Pape, T., a Vilhelmsen, L. (2015). The Greenland

Entomofauna: An Identification Manual of Insects, Spiders and their Allies. BRILL.

Both, C., G. Bijlsma, R., a E. Visser, M. (2005). Climatic effects on timing of spring
migration and breeding in a long-distance migrant, the pied flycatcher Ficedula hypoleuca.
Journal of Avian Biology, 36(5), 368-373. https://doi.org/10.1111/j.0908-8857.2005.03484.x
Bouvier, N. M., a Palese, P. (2008). The biology of Influenza viruses. Vaccine, 26 (Suppl 4),
D49-D53.

Brackney, D. E., Scott, J. C., Sagawa, F., Woodward, J. E., Miller, N. A., Schilkey, F. D.,
Mudge, J., Wilusz, J., Olson, K. E., Blair, C. D., a Ebel, G. D. (2010). C6/36 Aedes
albopictus cells have a dysfunctional antiviral RNA interference response. PLoS Neglected
Tropical Diseases, 4(10), e856. https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0000856

66



Breban, R., Drake, J. M., Stallknecht, D. E., a Rohani, P. (2009). The Role of
Environmental Transmission in Recurrent Avian Influenza Epidemics. PLoS Computational
Biology, 5(4), €1000346. https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1000346

Brummer-Korvenkontio, M., Saikku, P., Korhonen, P., Ulmanen, 1., Reunala, T., a
Karvonen, J. (1973). Arboviruses in Finland. 1V. Isolation and characterization of Inkoo
virus, a Finnish representative of the California group. The American Journal of Tropical
Medicine and Hygiene, 22(3), 404-413.

Ciota, A. T., a Kramer, L. D. (2010). Insights into Arbovirus Evolution and Adaptation from
Experimental Studies. Viruses, 2(12), 2594-2617. https://doi.org/10.3390/v2122594

Clairbaux, M., Fort, J., Mathewson, P., Porter, W., Strem, H., a Grémillet, D. (2019).
Climate change could overturn bird migration: Transarctic flights and high-latitude residency
in a sea ice free Arctic. Scientific Reports, 9(1), 1-13. https://doi.org/10.1038/s41598-019-
54228-5

Conway, M. J., Colpitts, T. M., a Fikrig, E. (2014). Role of the Vector in Arbovirus
Transmission. Annual Review of Virology, 1(1), 71-88. https://doi.org/10.1146/annurev-
virology-031413-085513

Corbet, P. S. (1967). Facultative Autogeny in Arctic Mosquitoes. Nature, 215(5101), 662—
663. https://doi.org/10.1038/215662a0

Corbet, P. S., a Danks, H. V. (1973). Seasonal emergence and activity of mosquitoes
(Diptera: Culicidae) in High-Arctic locality. The Canadian Entomologist, 105(6), 837-872.
https://doi.org/10.4039/Ent105837-6

Corbet, P. S., a Danks, H. V. (1975). Egg-laying habits of mosquitoes in the high arctic.
Mosquito News, 35(1), 8-14.

67



Coulson, S., Convey, P., Aakra, K., Aarvik, L., Avila-Jiménez, M., Babenko, A., Biersma,
E., Bostrom, S., Brittain, J., Carlsson, A., Christoffersen, K., De Smet, W., Ekrem, T.,
Fjellberg, A., Fureder, L., Gustafsson, D., Gwiazdowicz, D., Hansen, L., Hullé¢, M., a
Zmudczynska-Skarbek, K. (2014). The terrestrial and freshwater invertebrate biodiversity
of the archipelagoes of the Barents Sea, Svalbard, Franz Josef Land and Novaya Zemlya. Soil
Biology and Biochemistry, 2014, 440-470. https://doi.org/10.1016/j.s0ilbio.2013.10.006

Culler, L. E., Ayres, M. P., a Virginia, R. A. (2018). Spatial heterogeneity in the abundance
and fecundity of Arctic mosquitoes. Ecosphere, 9(8), e02345.
https://doi.org/10.1002/ecs2.2345

Cerny J., Elsterova J., Rizek D., a Grubhoffer L. Vertebrate viruses in polar ecosystems.
(in preparation).

da Costa, C. F., dos Passos, R. A., Lima, J. B. P., Roque, R. A., de Souza Sampaio, V.,
Campolina, T. B., Secundino, N. F. C., a Pimenta, P. F. P. (2017). Transovarial
transmission of DENV in Aedes aegypti in the Amazon basin: A local model of
xenomonitoring. Parasites a Vectors, 10(1), 249. https://doi.org/10.1186/s13071-017-2194-5

DeFoliart, G. R., Grimstad, P. R., a Watts, D. M. (1987). Advances in Mosquito-Borne
Arbovirus/Vector Research. Annual Review of Entomology, 32(1), 479-505.
https://doi.org/10.1146/annurev.en.32.010187.002403

Descamps, S. (2013). Winter Temperature Affects the Prevalence of Ticks in an Arctic
Seabird. PLoS ONE, 8(6), e65374. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0065374

D’Odorico, P., He, Y., Collins, S., De Wekker, S., Engel, V., a Fuentes, J. (2013).
Vegetation—microclimate feedbacks in woodland—grassland ecotones. Global Ecology a
Biogeography, 22. https://doi.org/10.1111/geb.12000

Domingo, E., Martinez-Salas, E., Sobrino, F., de la Torre, J. C., Portela, A., Ortin, J.,
Lépez-Galindez, C., Pérez-Brefia, P., Villanueva, N., Najera, R., VandePol, S.,

Steinhauer, D., DePolo, N., a Holland, J. (1985). The quasispecies (extremely
68



heterogeneous) nature of viral RNA genome populations: Biological relevance - a review.
Gene, 40(1), 1-8. https://doi.org/10.1016/0378-1119(85)90017-4

Dou, D., Revol, R., Ostbye, H., Wang, H., a Daniels, R. (2018). Influenza A Virus Cell
Entry, Replication, Virion Assembly and Movement. Frontiers in Immunology, 9.
https://doi.org/10.3389/fimmu.2018.01581

Elbing, K., a Brent, R. (2019). Recipes and tools for culture of Escherichia coli. Current
protocols in molecular biology, 125(1), e83. https://doi.org/10.1002/cpmb.83

Elsterova, J., Cerny, J., Miillerova, J., Sima, R., Coulson, S. J., Lorentzen, E., Strgm, H.,
a Grubhoffer, L. (2015). Search for tick-borne pathogens in the Svalbard Archipelago and
Jan Mayen. Polar Research, 34(1), 27466. https://doi.org/10.3402/polar.v34.27466

Fouchier, R., a Munster, V. (2009). Epidemiology of low pathogenic avian influenza viruses
in wild birds: -EN- Epidemiology of low pathogenic avian influenza viruses in wild birds -
FR- Epidemiologie des virus de I’influenza aviaire faiblement pathogene dans I’avifaune -ES-
Epidemiologia de la influenza aviar de baja patogenicidad en aves silvestres. Revue
Scientifique et Technique de I'OIE, 28(1), 49-58. https://doi.org/10.20506/rst.28.1.1863

Francy, D. B., Jaenson, T. G. T., Lundstrém, J. O., Schildt, E.-B., Espmark, A.,
Henriksson, B., a Niklasson, B. (1989). Ecologic Studies of Mosquitoes and Birds as Hosts
of Ockelbo Virus in Sweden and Isolation of Inkoo and Batai Viruses from Mosquitoes. The
American  Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 41(3), 355-363.
https://doi.org/10.4269/ajtmh.1989.41.355

Gelderblom, H. R. (1996). Structure and Classification of Viruses. In S. Baron (Ed.), Medical
Microbiology (4th vyd.). University of Texas Medical Branch at Galveston.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK8174/

Gillespie, J. J., Johnston, J. S., Cannone, J. J., a Gutell, R. R. (2006). Characteristics of the
nuclear (18S, 5.8S, 28S and 5S) and mitochondrial (12S and 16S) rRNA genes of Apis

69



mellifera (Insecta: Hymenoptera): structure, organization, and retrotransposable elements.
Insect Molecular Biology, 15(5), 657—686. https://doi.org/10.1111/j.1365-2583.2006.00689.x
Goff, G., Whitney, H., a Drebot, M. A. (2012). Roles of Host Species, Geographic
Separation, and Isolation in the Seroprevalence of Jamestown Canyon and Snowshoe Hare
Viruses in Newfoundland. Applied and Environmental Microbiology, 78(18), 6734—6740.
https://doi.org/10.1128/AEM.01351-12

Gylfe, A., Ribers, A., Forsman, O., Bucht, G., Alenius, G.-M., Wallberg-Jonsson, S.,
Ahlm, C., a Evander, M. (2018). Mosquitoborne Sindbis Virus Infection and Long-Term
IlIness—Volume 24, Number 6—June 2018—Emerging Infectious Diseases journal—CDC.
https://doi.org/10.3201/eid2406.170892

Hall, J. S., TeSlaa, J. L., Nashold, S. W., Halpin, R. A., Stockwell, T., Wentworth, D. E.,
Dugan, V., a Ip, H. S. (2013). Evolution of a reassortant North American gull influenza virus
lineage: Drift, shift and stability. Virology Journal, 10(1), 179. https://doi.org/10.1186/1743-
422X-10-179

Han, B. A., Kramer, A. M., a Drake, J. M. (2016). Global Patterns of Zoonotic Disease in
Mammals. Trends in Parasitology, 32(7), 565-577. https://doi.org/10.1016/j.pt.2016.04.007

Hernandez, R., Brown, D. T., a Paredes, A. (2014). Structural Differences Observed in
Arboviruses of the Alphavirus and Flavivirus Genera. Advances in Virology, 2014, 1-24.
https://doi.org/10.1155/2014/259382

Hesson, J. C., Lundstrom, J. O., Tok, A., Ostman, O., a Lundkvist, A. (2016). Temporal
Variation in Sindbis Virus Antibody Prevalence in Bird Hosts in an Endemic Area in Sweden.
PLOS ONE, 11(8), €0162005. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0162005

Huang, Y.-J. S., Higgs, S., a Vanlandingham, D. L. (2019). Arbovirus-Mosquito Vector-
Host Interactions and the Impact on Transmission and Disease Pathogenesis of Arboviruses.
Frontiers in Microbiology, 10. https://doi.org/10.3389/fmicb.2019.00022

70



Hubalek, Z. (2003). Emerging Human Infectious Diseases: Anthroponoses, Zoonoses, and
Sapronoses. Emerging Infectious Diseases, 9(3), 403-404.
https://doi.org/10.3201/eid0903.020208

Hubalek, Z., a Rudolf, I. (2011). Microbial Zoonoses and Sapronoses. Springer Netherlands.
https://doi.org/10.1007/978-90-481-9657-9

Hubalek, Z., Rudolf, 1., a Nowotny, N. (2014). Arboviruses Pathogenic for Domestic and
Wild Animals. In Advances in Virus Research (Ro¢. 89, s. 201-275). Elsevier.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-800172-1.00005-7

Hueffer, K., O’Hara, T. M., a Follmann, E. H. (2011). Adaptation of mammalian host-
pathogen interactions in a changing arctic environment. Acta Veterinaria Scandinavica, 53(1),
17. https://doi.org/10.1186/1751-0147-53-17

Hurt, A. C., Su, Y. C. F., Aban, M., Peck, H., Lau, H., Baas, C., Deng, Y.-M., Spirason,
N., Ellstrom, P., Hernandez, J., Olsen, B., Barr, I. G., Vijaykrishna, D., a Gonzalez-
Acuna, D. (2016). Evidence for the Introduction, Reassortment, and Persistence of Diverse
Influenza A Viruses in Antarctica. Journal of Virology, 90(21), 9674-9682.
https://doi.org/10.1128/JV1.01404-16

Chen, G.-W., Chang, S.-C., Mok, C.-K,, Lo, Y.-L., Kung, Y.-N., Huang, J.-H., Shih, Y .-
H., Wang, J.-Y., Chiang, C., Chen, C.-J., a Shih, S.-R. (2006). Genomic Signatures of
Human versus Avian Influenza A Viruses. Emerging Infectious Diseases, 12(7), 1353-1360.
https://doi.org/10.3201/eid1209.060276

Chen, L. H., a Wilson, M. E. (2004). Transmission of Dengue Virus without a Mosquito
Vector: Nosocomial Mucocutaneous Transmission and Other Routes of Transmission.
Clinical Infectious Diseases, 39(6), e56—€60. https://doi.org/10.1086/423807

Chen, Lin H, a Wilson, M. E. (2005). Non-Vector Transmission of Dengue and Other

Mosquito-Borne Flaviviruses. 29, 14.

71



Cheon, S.-H., Lee, Y.-N., Kang, S.-1., Kye, S.-J., Lee, E.-K,, Heo, G.-B., Lee, M.-H., Kim,
J.-W., Lee, K.-N., Son, H.-M., a Lee, Y.-J. (2018). Genetic evidence for the intercontinental
movement of avian influenza viruses possessing North American-origin nonstructural gene
allele B into South Korea. Infection, Genetics and Evolution, 66, 18-25.
https://doi.org/10.1016/j.meegid.2018.09.001

Christou, L. (2011). The global burden of bacterial and viral zoonotic infections. Clinical
Microbiology and  Infection, 17(3), 326-330. https://doi.org/10.1111/j.1469-
0691.2010.03441.x

Influenza Virus. (2009). Transfusion Medicine and Hemotherapy, 36(1), 32-39.
https://doi.org/10.1159/000197314

Ito, T., Okazaki, K., Kawaoka, Y., Takada, A., Webster, R. G., a Kida, H. (1995).
Perpetuation of influenza A viruses in Alaskan waterfowl reservoirs. Archives of Virology,
140(7), 1163-1172. https://doi.org/10.1007/BF01322743

Jansen, M. D., Bang Jensen, B., McLoughlin, M. F., Rodger, H. D., Taksdal, T., Sindre,
H., Graham, D. A., a Lillehaug, A. (2017). The epidemiology of pancreas disease in
salmonid aquaculture: A summary of the current state of knowledge. Journal of Fish Diseases,
40(1), 141-155. https://doi.org/10.1111/jfd.12478

Johansen, C. A., Mackenzie, J. S., Smith, D. W., a Lindsay, M. D. A. (2005). Prevalence
of neutralising antibodies to Barmah Forest, Sindbis and Trubanaman viruses in animals and
humans in the south-west of Western Australia. Australian Journal of Zoology, 53(1), 51.
https://doi.org/10.1071/Z2003042

Kerlinger, P. (2008). How Birds Migrate. Stackpole Books.

Kuno, G., a Chang, G.-J. J. (2005). Biological Transmission of Arboviruses: Reexamination

of and New Insights into Components, Mechanisms, and Unique Traits as Well as Their

72



Evolutionary ~ Trends. Clinical Microbiology Reviews, 18(4), 608-637.
https://doi.org/10.1128/CMR.18.4.608-637.2005

Kurkela, S., Manni, T., Vaheri, A., a Vapalahti, O. (2004). Causative Agent of Pogosta
Disease Isolated from Blood and Skin Lesions. Emerging Infectious Diseases, 10(5), 889—
894. https://doi.org/10.3201/eid1005.030689

Kurkela, S., Ratti, O., Huhtamo, E., Uzcategui, N. Y., Nuorti, J. P., Laakkonen, J.,
Manni, T., Helle, P., Vaheri, A., a Vapalahti, O. (2008). Sindbis Virus Infection in Resident
Birds, Migratory Birds, and Humans, Finland. Emerging Infectious Diseases, 14(1), 41-47.
https://doi.org/10.3201/eid1401.070510

Kurstak, E. (2012). Arctic and Tropical Arboviruses. Elsevier.

Latorre-Margalef, N., Gunnarsson, G., Munster, V. J., Fouchier, R. A. M., Osterhaus,
A.D. M. E., EImberg, J., Olsen, B., Wallensten, A., Haemig, P. D., Fransson, T.,
Brudin, L., & Waldenstrom, J. (2009). Effects of influenza A virus infection on migrating
mallard ducks. Proceedings of the Royal Society B: Biological Sciences, 276(1659), 1029—
1036. https://doi.org/10.1098/rsph.2008.1501

Lebarbenchon, C., Feare, C. J., Renaud, F., Thomas, F., & Gauthier-Clerc, M. (2010).
Persistence of Highly Pathogenic Avian Influenza Viruses in Natural Ecosystems. Emerging
Infectious Diseases, 16(7), 1057-1062. https://doi.org/10.3201/eid1607.090389

Lee, S. Y. (2009). Systems Biology and Biotechnology of Escherichia coli. Springer Science

a Business Media.

Lemoine, N., a Bohning-Gaese, K. (2003). Potential Impact of Global Climate Change on
Species Richness of Long-Distance Migrants. Conservation Biology, 17(2), 577-586.
https://doi.org/10.1046/j.1523-1739.2003.01389.x

73



Lequime, S., a Lambrechts, L. (2014). Vertical transmission of arboviruses in mosquitoes:
A historical perspective. Infection, Genetics and Evolution, 28, 681-690.
https://doi.org/10.1016/j.meegid.2014.07.025

Lequime, S., Paul, R. E., a Lambrechts, L. (2016). Determinants of Arbovirus Vertical
Transmission in Mosquitoes. PLOS Pathogens, 12(5), e1005548.
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1005548

Lundstréom, J. O., a Pfeffer, M. (2010). Phylogeographic Structure and Evolutionary History
of Sindbis Virus. Vector-Borne and Zoonotic Diseases, 10(9), 889-907.
https://doi.org/10.1089/vbz.2009.0069

Lundstréom, J. O., Schéafer, M. L., Hesson, J. C., Blomgren, E., Lindstrém, A., Wahlqvist,
P., Halling, A., Hagelin, A., Ahlm, C., Evander, M., Broman, T., Forsman, M., a
Vinnersten, T. Z. P. (2013). The geographic distribution of mosquito species in Sweden. 31,
15.

L'vov, D. K., Shchelkanov, M. Y., Alkhovsky, S. V., a Deryabin, P. G. (2015). Zoonotic

Viruses of Northern Eurasia: Taxonomy and Ecology. Academic Press.

L’vov, S. D., Gromashevsky, V. L., Chaporgina, Y. A., Miloserdov, V. Y., Schipanova,
M. V., Agapov, V. A, Dmitriyev, G. D., Guschina, Y. A., Galkina, 1. V., Zlobin, V. 1.,
Solovyov, A. S., Biti, W. J., Skvortsova, T. M., L’vov, D. K., Aristova, V. A., Golubinsky,
Y. L., Gorin, O. Z., Kolobukhina, L. V., Bolshakov, A. B., ... Feoktistov, A. Z. (1995).
Mosquito-borne arboviruses in the Baikal region. 4(40), 170-172.

Lwande, O. W., Bucht, G., Ahim, C., Ahlm, K., Naslund, J., a Evander, M. (2017).
Mosquito-borne Inkoo virus in northern Sweden—Isolation and whole genome sequencing.
Virology Journal, 14(1), 61. https://doi.org/10.1186/s12985-017-0725-5

Lycett, S. J., Duchatel, F., a Digard, P. (2019). A brief history of bird flu. Philosophical
Transactions of the Royal Society B: Biological Sciences, 374(1775).
https://doi.org/10.1098/rsth.2018.0257

74



MacLachlan, J., a Dubovi, E. (Ed.). (2017). Togaviridae. In Fenner’s Veterinary Virology
(s. 511-524). Elsevier. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-800946-8.00028-3

Mandary, Masomian, a Poh. (2019). Impact of RNA Virus Evolution on Quasispecies
Formation and Virulence. International Journal of Molecular Sciences, 20(18), 4657.
https://doi.org/10.3390/ijms20184657

Mansuy, J. M., Suberbielle, E., Chapuy-Regaud, S., Mengelle, C., Bujan, L., Marchou,
B., Delobel, P., Gonzalez-Dunia, D., Malnou, C. E., Izopet, J., a Martin-Blondel, G.
(2016). Zika virus in semen and spermatozoa. The Lancet Infectious Diseases, 16(10), 1106—
1107. https://doi.org/10.1016/S1473-3099(16)30336-X

Marchi, S., Trombetta, C. M., a Montomoli, E. (2018). Emerging and Re-emerging
Arboviral Diseases as a Global Health Problem. Public Health - Emerging and Re-Emerging
Issues. https://doi.org/10.5772/intechopen.77382

Matrosovich, M. N., Matrosovich, T. Y., Gray, T., Roberts, N. A., a Klenk, H.-D. (2004).
Human and avian influenza viruses target different cell types in cultures of human airway
epithelium. Proceedings of the National Academy of Sciences, 101(13), 4620-4624.
https://doi.org/10.1073/pnas.0308001101

Mclean, D. M. (1975). Mosquito-borne arboviruses in arctic america. Medical Biology, 53(5),
264-270.

McLean, D. M. (1983). Yukon isolates of snowshoe hare virus, 1972-1982. Progress in
Clinical and Biological Research, 123, 247-256.

McLean, D. M., Grass, P. N., Judd, B. D, Ligate, L. V., a Peter, K. K. (1977). Bunyavirus
isolations from mosquitoes in the western Canadian Arctic. The Journal of Hygiene, 79(1),
61-71.

75



McLean, D. M., Grass, P. N., Judd, B. D., a Stolz, K. J. (1979). Bunyavirus development
in arctic andAedes aegypti mosquitoes as revealed by glucose oxidase staining and
immunofluorescence. Archives of Virology, 62(4), 313-322.
https://doi.org/10.1007/BF01318105

Medical Ecology >> Infectious Diseases >> Influenza. (b.r.). Ziskano 1. biezen 2020, z

http://www.medicalecology.org/diseases/influenza/print_influenza.htm

Mellor, P. S. (2000). Replication of Arboviruses in Insect Vectors. Journal of Comparative
Pathology, 123(4), 231-247. https://doi.org/10.1053/jcpa.2000.0434

Meseko, C., Kumar, B., a Sanicas, M. (2018). Preventing Zoonotic Influenza. Influenza -
Therapeutics and Challenges. https://doi.org/10.5772/intechopen.76966

Mosquito Control—Kentucky Pesticide Safety Education. (b.r.). Ziskano 14. unor 2020, z
http://www.uky.edu/Ag/Entomology/PSEP/cat8mosquito.html

Mostafa, A., Abdelwhab, E. M., Mettenleiter, T. C., a Pleschka, S. (2018). Zoonotic
Potential of Influenza A Viruses: A Comprehensive Overview. Viruses, 10(9).
https://doi.org/10.3390/v10090497

Miillerova, J. (2014). Vyskyt arboviri v Grénsku a na Svalbardu [Bakalaiska prace].

JihoGeska univerzita v Ceskych Budé&jovicich.

Millerovd, J. (2018). Detekce zoonotickych viru v biologickych vzorcich z Arktidy

[Diplomova préce]. Jiho¢eska univerzita v Ceskych Bud&jovicich.

Miillerova, J., Elsterova, J., Cerny, J., Ditrich, O., Zarsky, J., Culler, L. E., Kampen, H.,
Walther, D., Coulson, S. J., RuzZek, D., a Grubhoffer, L. (2018). No indication of arthropod-
vectored viruses in mosquitoes (Diptera: Culicidae) collected on Greenland and Svalbard.
Polar Biology, 41(8), 1581-1586. https://doi.org/10.1007/s00300-017-2242-9

76



Nagy, A., Machova, J., Hornickova, J., Tomci, M., Nagl, I., Horyna, B., a Holko, I. (2007).
Highly pathogenic avian influenza virus subtype H5N1 in Mute swans in the Czech Republic.
Veterinary Microbiology, 120(1-2), 9-16. https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2006.10.004

Nielsen, O., Clavijo, A., a Boughen, J. A. (2001). Serologic Evidence of Influenza A
Infection in Marine Mammals of Arctic Canada. Journal of Wildlife Diseases, 37(4), 820-825.
https://doi.org/10.7589/0090-3558-37.4.820

Noller, H. F. (1984). Structure of Ribosomal RNA. Annual Review of Biochemistry, 53(1),
119-162. https://doi.org/10.1146/annurev.bi.53.070184.001003

Nuttall, P. A., Jones, L. D., Labuda, M., a Kaufman, W. R. (1994). Adaptations of
Arboviruses to  Ticks. Journal of Medical Entomology, 31(1), 1-9.
https://doi.org/10.1093/jmedent/31.1.1

Olsen, B., Munster, V. J., Wallensten, A., Waldenstrom, J., Osterhaus, A. D. M. E., a
Fouchier, R. A. M. (2006). Global Patterns of Influenza A Virus in Wild Birds. Science,
312(5772), 384-388. https://doi.org/10.1126/science.1122438

Prestrud, P. (Ed.). (2004). A catalogue of the terrestrial and marine animals of Svalbard.

Norsk Polarinst.

Putkuri, N., Kantele, A., Levanov, L., Kivisto, I., Brummer-Korvenkontio, M., Vaheri,
A., a Vapalahti, O. (2016). Acute Human Inkoo and Chatanga Virus Infections, Finland.
Emerging Infectious Diseases, 22(5), 810-817. https://doi.org/10.3201/eid2205.151015

Putkuri, N., Vaheri, A., a Vapalahti, O. (2007). Prevalence and Protein Specificity of
Human Antibodies to Inkoo Virus Infection. Clinical and Vaccine Immunology, 14(12), 1555—
1562. https://doi.org/10.1128/CV1.00288-07

Quicke, K. M., Bowen, J. R., Johnson, E. L., McDonald, C. E., Ma, H., O’Neal, J. T.,

Rajakumar, A., Wrammert, J., Rimawi, B. H., Pulendran, B., Schinazi, R. F,,

77



Chakraborty, R., a Suthar, M. S. (2016). Zika Virus Infects Human Placental Macrophages.
Cell Host a Microbe, 20(1), 83-90. https://doi.org/10.1016/j.chom.2016.05.015

Randolph, S. E., Gern, L., a Nuttall, P. A. (1996). Co-feeding ticks: Epidemiological
significance for tick-borne pathogen transmission. Parasitology Today, 12(12), 472-479.
https://doi.org/10.1016/S0169-4758(96)10072-7

Rappole, J., a Hubalek, Z. (2006). Birds and Influenza H5N1 Virus Movement to and within
North America. Emerging Infectious Diseases, 12(10), 1486-1492.
https://doi.org/10.3201/eid1210.051577

Reed, K. D., Meece, J. K., Henkel, J. S., a Shukla, S. K. (2003). Birds, Migration and
Emerging Zoonoses: West Nile Virus, Lyme Disease, Influenza A and Enteropathogens.
Clinical Medicine a Research, 1(1), 5-12. https://doi.org/10.3121/cmr.1.1.5

Revich, B., Tokarevich, N., a Parkinson, A. (2012). Climate change and Zoonotic infections
in the Russian Arctic. International journal of circumpolar health, 71, 18792.
https://doi.org/10.3402/ijch.v71i0.18792

Ring, R. A., a Tesar, D. (1981). Adaptations to cold in Canadian arctic insects. Cryobiology,
18(2), 199-211. https://doi.org/10.1016/0011-2240(81)90090-0

Ritter, D. G., a Feltz, E. T. (1974). On the natural occurrence of California encephalitis virus
and other arboviruses in Alaska. Canadian Journal of Microbiology, 20(10), 1359-1366.
https://doi.org/10.1139/m74-210

Robert, V., Rocamora, G., Julienne, S., a Goodman, S. M. (2011). Why are anopheline
mosquitoes not present in the Seychelles? Malaria Journal, 10(1), 31.
https://doi.org/10.1186/1475-2875-10-31

Saxena, S. (2018). Influenza: Therapeutics and Challenges. BoD — Books on Demand.

78



Scheele, C. M., a Hanafusa, H. (1972). Electrophoretic analysis of the RNA of avian tumor
viruses. Virology, 50(3), 753-764. https://doi.org/10.1016/0042-6822(72)90429-1

Scholtissek, C. (1985). Stability of infectious influenza A viruses at low pH and at elevated
temperature. Vaccine, 3(3), 215-218. https://doi.org/10.1016/0264-410X(85)90109-4

Smith, A. (2008). Infection prevalence and vector-borne transmission: Are vectors always to
blame? Trends in Parasitology, 24(11), 492-496. https://doi.org/10.1016/j.pt.2008.07.008

Suarez, D. L. (2000). Evolution of avian influenza viruses. Veterinary Microbiology, 74(1-
2), 15-27. https://doi.org/10.1016/S0378-1135(00)00161-9
Swayne, D. E. (2009). Avian Influenza. John Wiley a Sons.

Tingstrém, O., Wesula Lwande, O., Naslund, J., Spyckerelle, 1., Engdahl, C., Von
Schoenberg, P., Ahlm, C., Evander, M., a Bucht, G. (2016). Detection of Sindbis and Inkoo
Virus RNA in Genetically Typed Mosquito Larvae Sampled in Northern Sweden. Vector-
Borne and Zoonotic Diseases, 16(7), 461-467. https://doi.org/10.1089/vbz.2016.1940

Tirrell, S. J., Walters, L. L., a Shope, R. E. (1999). Seroepidemiology of California and
Bunyamwera serogroup (Bunyaviridae) virus infections in native populations of Alaska. The
American  Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 60(5), 806-821.
https://doi.org/10.4269/ajtmh.1999.60.806

Toennessen, R., Germundsson, A., Jonassen, C. M., Haugen, I., Berg, K., Barrett, R. T,
a Rimstad, E. (2011). Virological and serological surveillance for type A influenza in the
black-legged  kittiwake  (Rissa  tridactyla).  Virology  Journal, 8(1), 21.
https://doi.org/10.1186/1743-422X-8-21

Tamova, B. (2008). Ptaci chripka. Grada Publishing a.s.

van Gils, J. A., Munster, V. J., Radersma, R., Liefhebber, D., Fouchier, R. A. M., &
Klaassen, M. (2007). Hampered Foraging and Migratory Performance in Swans Infected

79



with Low-Pathogenic Avian Influenza A Virus. PLoS ONE, 2(1), e184.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0000184

Vasilakis, N., Lambert, A., Maclachlan, N., a Brault, A. (2016). Genome organization of
Arboviruses (s. 31-44).

Vosoughi, R., Walkty, A., Drebot, M. A., a Kadkhoda, K. (2018). Jamestown Canyon virus
meningoencephalitis mimicking migraine with aura in a resident of Manitoba. CMAJ :
Canadian Medical Association Journal, 190(9), E262-E264.
https://doi.org/10.1503/cmaj.170940

Wachtman, L., a Mansfield, K. (2012). Viral Diseases of Nonhuman Primates. In Nonhuman
Primates in Biomedical Research (s. 1-104). Elsevier. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-
381366-4.00001-8

Waits, A., Emelyanova, A., Oksanen, A., Abass, K., a Rautio, A. (2018). Human infectious
diseases and the changing climate in the Arctic. Environment International, 121, 703-713.
https://doi.org/10.1016/j.envint.2018.09.042

Weaver, S. C., a Reisen, W. K. (2010). Present and future arboviral threats. Antiviral
Research, 85(2), 328-345. https://doi.org/10.1016/j.antiviral.2009.10.008

Webster, R. (1998). Influenza: An Emerging Disease. Emerging Infectious Diseases, 4(3),
436-441. https://doi.org/10.3201/eid0403.980325

Webster, R. G., Laver, W. G., a Air, G. M. (1983). Antigenic Variation Among Type A
Influenza Viruses. In P. Palese a D. W. Kingsbury (Ed.), Genetics of Influenza Viruses (s. 127—
168). Springer. https://doi.org/10.1007/978-3-7091-8706-7_5

Webster, Robert G., Bean, J. W., Gorman, T. O., Chambers, M. T., a Kawaoka, Y.
(1992). Evolution and Ecology of Influenza A Viruses. Microbiological Reviews, 56(1), 152—
179.

80



Yang, Y., Halloran, M. E., Sugimoto, J. D., a Longini, I. M. (2007). Detecting Human-to-
Human Transmission of Avian Influenza A (H5N1). Emerging Infectious Diseases, 13(9),
1348-1353. https://doi.org/10.3201/eid1309.07-0111

Zarnke, R. L., Calisher, C. H., a Kerschner, J. (1983). Serologic evidence of arbovirus
infection in humans and wild animals in Alaska. Journal of Wildlife Diseases, 19(3), 175-179.
https://doi.org/10.7589/0090-3558-19.3.175

Zhang, G., Shoham, D., Gilichinsky, D., Davydov, S., Castello, J. D., a Rogers, S. O.
(2006). Evidence of Influenza A Virus RNA in Siberian Lake Ice. Journal of Virology,
80(24), 12229-12235. https://doi.org/10.1128/JV1.00986-06

81



9. Priloha

Ptiloha 1: Povoleni pro odbér vzorkd zjedincii kolonie racki tiiprstych (Rissa

tridactyla) na Svalbardu v letni sezoné 2014.

Centre for Polar Ecology, University of South

Bohemia
tomastyml @ gmail.com SYSSELMANNEN
tomas.hajek @prf.jcu.cz PA SVALBARD

GOVERNOR OF SVALBARD

TYBEPHATOP CBA/IBBAPJA
Executive officer: Our date: QOur ref: (o be quoted in further correspondence)
Henrik Rotneberg 24.6.2014 2013/00722-5

a.512
Your date: Your ref:

3.6.2014

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

Reference is made to your letter dated 1™ of June 2014 and to subsequent correspondence.

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

and microscopic soil and freshwater animals to parasitological examination. You also ask for
permission to take blood samples from birds and observation of nesting behavior.

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

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

The Governors considerations:

According to the Svalbard Environmental Protection Act of 15 June 2001 § 30, no person may hunt,
capture, injure or kill fauna or damage eggs, nests or lairs unless so authorized by the provisions of
chapter IV of the law. In § 37, the Governor is given authority to grant exemptions for scientific
purposes or when other special reasons so indicate.

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

Postal address: Phone: Fax: E-mail and Internet:
Postboks 633 +47790243 00 +477902 11 66 firmapost @sysselmannen.no
N-9171 LONGYEARBYEN www.sysselmannen.no
NORWAY
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Side 2 av 3

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

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

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

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

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

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

The permission to hold semi-permanent meteorological stations for one more year in Petuniabukta
are given for the period 15.08.2014 until 15.08.2015 under the provisions of the Svalbard
Environmental Protection Act § 57.

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

The Governor’s permission is granted on the following conditions.
All activities shall be of sort that the birds etc. are not inflicted unnecessary stress and strain.
Procedures for preventing transmission of any disease shall be followed.
The semi-permanent meteorological stations shall be marked with the owner's name, date of
deployment and retrieval. They shall be removed and sufficient clearing shall be made by
the end of the permit, at the latest 15. August 2015.

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

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

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

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

These exemptions are only valid for the people included in the projects.
This permission must be brought along during the fieldwork.
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Side 3 av 3

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

Best regards

Guri Tveito

Head of Department for Environment

Protection Henrik Rotneberg
Juridical Adviser

Approved and expedited electronically without signature

Copy: Norwegian Environment Agency
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