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POVZETEK

Virus klopnega meningoencefalitisa (KMEV) se v marahranja s krozenjem med
naravnimi gostitelji kot so mali sesalci in divjair klopi, ki so prenasalci virusa. Pri
¢loveku, ki je nakljgni gostitelj, lahko KMEV povzréi okuzbo osrednjega zfevja z
resnimi posledicami, kar ima pomemben vpliv na gazdravstvo v enderih podr@jih.
KMEV je flavivirus, ki ima, podobno kot ostali visuRNA, pogoste mutacije in zaradi tega
potencial za hitro evolucijo. Ker ni znano, alisé&loveniji pojavljajo genetske ragice
KMEV in katere so, je bil cilj naSe raziskave ugotp ali obstaja raznolikost evropskega
podtipa KMEV v Sloveniji. Doktorska disertacija pstavlja prvo raziskavo, ki prouje
nukleotidna zaporedja virusa KME pridobljena nepdsp iz rezervoarjev, prenaSalcev in
kon¢nih gostiteljev virusa KME na enem zemljepisnemrpdy.

Doktorsko nalogo smo razdelili na tri dele. VirusRNA smo izolirali neposredno iz
vzorcev klopov, majhnih glodavcev in vzorcev boimiks KME brez posrednega gojenja v
celicnih  kulturah ali laboratorijskih zivalih. Molekulaim izolatom smo dolali
nukleotidno zaporedije, ki nosi zapis za beljakoWs5 in E. Zapis za beljakovino NS5
smo izbrali, ker je beljakovina NS5 na§y@ nestrukturna beljakovina flavivirusov. Njen
zapis je najbolj ohranjen in stabilen del virusneggnoma. Ima osrednjo viogo pri
podvajanju virusne RNA. Vsebuje virusno od RNA @i RNA polimerazo in ima
metiltransferazno aktivnost, kar je pomembno @b#izaciji in prevajanju molekule RNA.
Sodeluje pri zaviranju imunskega odziva in je porbemvirulergni dejavnik virusa. Zapis
za beljakovino E smo izbrali, ker je beljakovinaghovna ovojriiina beljakovina virusa in
je zato tudi osnovna & nevtralizirajdih protiteles. Odgovorna je za kijue funkcije
vstopa virusa v celice, kot sta vezava na receptduzija z membrano ter za indukcijo
nevtraliziraj&ih protiteles. Zapis zanjo je dovolj dolg in kljubznolikosti dovolj dobro
ohranjen za filogenetske analize. Poleg tega jeenskj bazi podatkov na voljo veliko

informacij o Stevilnih zapisih za beljakovino E,ikiajo zemljepisno razlen izvor.

V prvem delu raziskave smo na osmih zemljepisnilrgidy Slovenije, ki se delno

razlikujejo v svojstvenih ekoloskih pogojih, v enweseénih presledkih v letih od 2005 do



2008 nabirali klope z metodo zastave. V raziskawo skljucili 9209 klopov, ki smo jih
uredili v 1192 skupin. RNA virusa KME smo dokazali sedemindvajsetih skupinah
klopov. Pomnozili smo 1075 bp dolg &ar odsek beljakovine NS5 pri devetih od
sedemindvajset pozitivnih vzorcev klopov in 931 dgig takni odsek beljakovine E pri
osmih pozitivnih vzorcih klopov. Nukleotidne zapisemo uporabili v nadaljnjih

filogenetskih analizah.

V drugi del raziskave smo vkiii glodavce, ki imajo pomembno vlogo pri enzootske
krozenju virusa KME. V raziskavo smo viiji 842 glodavcev, ki so bili ujeti z
zivolovkami na razlinih podr@jih Slovenije od leta 1992 do leta 2010. RNA virdddE
smo dokazali pri sedemnajstih glodavcih. Pomnogiio 536 bp dolg tani odsek
beljakovine NS5 pri osmih od sedemnajst pozitiwidorcev glodavcev in 1203 bp dolg
tarcni odsek beljakovine E pri osmih vzorcih glodavcEukleotidne zapise smo uporabili

v nadaljnjih filogenetskih analizah.

V tretji del raziskave smo vklfii 121 vzorcev bolnikov, obolelih s KME. Za nadgg
raziskave smo izbrali 22 vzorcev, ki so zadovoljbbgojem, da so vsebovali zadostno
koli¢cino materiala, da je bil rezultat RT-PCR v realn&msu pozitiven, in da je bil&m
vecja zemljepisna razprSenost izolatov glede na nableanja bolnika. Pomnozili smo
1003 bp dolg tamni odsek beljakovine NS5 pri devetnajstih od dvaajdet izbranih
vzorcev bolnikov in 757 bp dolg tari odsek beljakovine E pri dvaindvajsetih vzorcih

bolnikov. Nukleotidne zapise smo uporabili v naigt filogenetskih analizah.

Z analizo dela genoma virusa KME smo neposrednkldpov, glodavcev in bolnikov
potrdili, da v Sloveniji krozi v& genetskih raztic virusa KME. Dokazali smo, da je
genetska raznolikost virusa KME v Sloveniji zemigm razporejena, saj se genetske
razlicice zdruzujejo v zemljepisno dene monofiletske linije. Opazili smo razmeroma
visoko genetsko raznolikost virusa KME in dé@losedem filogenetskih skupin. Dokazali
smo, da je zdruzevanje v filogenetske skupine nisadvod gostitelja, iz katerega smo

pridobili zapis za tdna zaporedja beljakovin NS5 in E virusa KME, inrdad prenaSalci



oziroma gostitelji na enem zemljepisnem pggropreviaduje enaka genetska razia
virusa KME. Pri vzorcih, pridobljenih iz klopov iglodavcev, smo dokazali povezavo med
filogentskim in zemljepisnom zdruzevanjem. Pri aé@pi pridobljenih iz bolnikov s KME,
smo pridobili bolj heterogene rezultate, saj pithzja zemljepisni izvor okuzbe upoStevamo
kraj stalnega bival&, ker je dejansko mesto okuzbe tezko ugotoviti. dralizi
filogenetskih dreves posameznihétah odsekov za beljakovini NS5 in E smo ugotowvh,
kaZzeta oba odseka enako filogenetsko sorodnostultdgz so nakazali moznost
rekombinacijskega dogodka v genomu virusa KME,nkogga pridobili iz vzorca bolnika.
Z raziskavo smo potrdili izsledke iz literature, sk@ zapisa za beljakovini NS5 in E v
primerjavi s celotnim genomom dobra ozewaalca za robustne filogenetske analize. NasSa
raziskava je prva, ki pr@uje nukleotidna zaporedja virusa KME, pridobljereposredno

iz vzorcev prenasalca, gostitelja in Koega gostitelja na enem zemljepisnem pg&dro

Izsledke raziskav, ki so del doktorske naloge, sipjavili v revijah, ki jih citira Science
Citation Index (SCI):

« Knap N., Durmidi E., Saksida A., Korva M., Petroviéc, Avsié-Zupanc T. 2009.
Influence of Climatic Factors on Dynamics of Quagtixodes ricinus Ticks in
Slovenia. Veterinary Parasitology, 164: 275-281XIE,278).

« Durmisi E., Knap N., Saksida A., Trilar T., Duh Bw3i¢-Zupanc T. 2011. Prevalence
and Molecular Characterization of Tick-Borne Enadjgis Virus in Ixodes ricinus
Ticks Collected in Slovenia. Vector Borne and Zdamm®@iseases, 11: 659-664 (IF =
2,607).

« Fajs L., Durmidi E., Knap N., Strle F., Ae&upanc T. 2012. Phylogeographic
Characterization of Tick-Borne Encephalitis Virusrh Patients, Rodents and Ticks in
Slovenia. PLOS ONE 2012; 7: e48420 ( IF = 4,092).



SUMMARY

Tick-borne encephalitis virus (TBEV) is maintainednature by natural convection between
hosts that include small mammals and deer, and tithe carriers of the virus. In humans, the
dead-end hosts of TBEV, it can cause infectionhef ¢entral nervous system with serious
consequences which has a significant impact oniptielalth. TBEV is the flavivirus which,
like other RNA viruses, has a high frequency ofatiohs and therefore the potential for rapid
evolution. It is not known whether there is hetenogity of TBEV in Slovenia. The aim of our
study was to determine the genetic diversity of TBits variants present in TBE endemic
regions of Slovenia from tick, rodent and human@ams To the best of our knowledge this is
the first study that employed direct determinatcdmucleotide sequences and simultaneous
analysis of TBEV sequences from three TBEV hostsni@ geographical area.

In the experimental part of the thesis, viral RNAsnsolated directly from samples of ticks
and rodents and clinical samples of patients wiBETwithout indirect cultivation in cell
cultures or laboratory animals. We directly seqeentwo viral protein genes: NS5 and E.
NS5 protein is the largest non-structural flavivipeotein whose gene sequence is preserved
and the most stable part of the viral genome.dypla central role in the duplication of viral
RNA and contains the viral RNA dependent RNA polyase and the methyl transferase
activity, which is important in stabilization ancnslation of RNA molecules. It participates
in the inhibition of immune response and is an ingd virulence factor. E protein was
selected because it is basic envelope proteineoVitus and is therefore a primary target of
neutralizing antibodies. It is responsible for Kewmctions of viral entry into cells such as
receptor binding, membrane fusion and the inductbmeutralizing antibodies. E protein
gene sequence is long and, despite the heterogemwedl conserved for phylogenetic
analysis. In addition, in the genetic data basemoformation is available for E protein gene

sequences from multiple geographical origins.

Doctoral thesis was divided into three parts. Tih& part of the study was focused on eight
geographical areas of Slovenia, which partly diffeecological conditions. In these areas we
have collected ticks monthly from 2005 to 2008 agging. The study included 9,209 ticks
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arranged in 1192 groups. The viral RNA was deteate?l7 groups. We amplified 1075 bp
long segment of the NS5 protein gene directly f@mick samples and 931 bp long segment
of the E protein gene from 8 tick samples. Nuctimtiecords obtained were used for further
phylogenetic analysis.

In the second part of the study we have includetemts, who play an important role in
enzootic circulation of TBEV. Rodents were collecten collaboration with the Natural

History Museum of Slovenia on different locatiomeni 1992 to 2010 using live traps. The
study included 842 small rodents and viral RNA wagected in 17 of them. We amplified
536 bp long segment of the NS5 protein gene dydicdm 8 rodent samples and 1203 bp long
segment of the E protein gene directly from 8 rodsmples. Nucleotide records obtained

were used for further phylogenetic analysis.

In the third part of the study we have included THfical samples of patients with TBE.

Among 121 samples 22 were selected that met thditaans that they included sufficient

guantity of material, so that the samples weretpasion real time RT-PCR, and that the
isolates originates from maximum geographical sp@ecording to their residential address.
We detected viral RNA in 22 samples. We amplifi@d3 bp long segment of the NS5 protein
gene directly from 19 patient samples and 757 bg kegment of the E protein gene directly
from 22 patient samples. Nucleotide records obthinere used for further phylogenetic

analysis.

The analysis of NS5 and E protein gene sequnecp#fiaoh from ticks, rodents and patients

with TBE revealed high genetic variability of TBEAhd geographical clustering of TBEV in

Slovenia. Seven phylogenetic clades were determibotkd on the E and NS5 protein gene
sequence analyses. Our results show that simil&VTtariants are present in all three hosts.
Correlation analysis of phylogenetic and geogragdtgtustering showed that ticks and rodents
from the same or nearby isolation sites sharedjla leivel of sequence identity, whereas ticks
and rodents from different locations showed greaeguence divergence. From records

obtained from patients with TBE, we acquired mostelogeneous data because we have

\Y,



considered the place of residence to be the gebigadporigin of infection, since the actual
site of infection was unknown. Our study confirntad findings from the literature: the NS5
and E protein gene sequences compared to a whalemgeare good markers for robust
phylogenetic analysis. According to the availabtéoimation, our study gives the first
evidence of possible recombination event betweteardnt TBEV variants from patients. Our
study is the first that examines ncleotide sequeméelBE virus obtained directly from the

vector, the host and the dead end host on one gegloigal area.

Research results, which are part of the doctoesdish were published in journals, quoted by
Science Citation Index (SCI):

« Knap N., Durmidi E., Saksida A., Korva M., Petroviéc, Avsié-Zupanc T. 2009.
Influence of Climatic Factors on Dynamics of Quegtixodes ricinus Ticks in
Slovenia. Veterinary Parasitology, 164: 275-281XIE,278).

« Durmisi E., Knap N., Saksida A., Trilar T., Duh Bwsi¢-Zupanc T. 2011. Prevalence
and Molecular Characterization of Tick-Borne Enadjgis Virus in Ixodes ricinus
Ticks Collected in Slovenia. Vector Borne and Zdom®@iseases, 11: 659-664 (IF =
2,607).

« Fajs L., Durmisi E., Knap N., Strle F., A¥&upanc T. 2012. Phylogeographic
Characterization of Tick-Borne Encephalitis Virugrh Patients, Rodents and Ticks in
Slovenia. PLOS ONE 2012; 7: e48420 ( IF = 4,092).
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1 UuUvOoD

1.1 VIRUS KLOPNEGA MENINGOENCEFALITISA

Virus klopnega meningoencealitisa (virus KME, KME)M) predstavnik v rodélavivirus in
ga uvr§amo v druzinoFlaviviridae (Heinz in sod., 2000). Piloveku povzréa okuzbo

osrednjega Zitevja, ki ima lahko resne posledice.

1.1.1 Zgradba virusa

Virusni delci so okrogle oblike, premera od 40 dbrén. Ikozaedtino nukleokapsido, ki v
premeru meri priblizno 30 nm, sestavljatvieopij ene same virusne beljakovine C (angl.
capsid) in genomska RNA. Nukleokapsido obdaja mamdr Razlikujemo zrel in nezrel
virusni delec. Zreli virusni delci imajo ovojnicestavljeno iz beljakovine E (angl. envelope)
in beljakovine M (angl. membrane). Znotrajé¢ali nezreli virusni delci, vsebujejo namesto
beljakovine M prekurzor prM (angl. precursor M),da proteoliitno cepi pri izstopu viriona
iz celice (Heinz in sod., 2000). PrM deluje kot &agm, ki usmerja pravilno zvijanje
beljakovine E. Ovojiina beljakovina E ustvarja dimere v obliki palic, b usmerjene
vzporedno na membrano, in tako prekriva povrSimasviega delca (slika 1-1).

Virusni delec je zgrajen iz 6% ribonukleinskih kis{RNA), 66% beljakovin, 17 % lipidov, ki
izvirajo iz celénih membran gostitelja, in 9% ogljikovih hidratoSahlesinger in Schlesinger,
1991; Heinz in sod., 2000).



nezrelvirion

prM (~ 18 kDa)

membrana

E(~ 50kDa)

nukleokapsida

Edimer zrelvirion M (~ 8 kDa)

Slika 1-1 Zgradba flavivirusnega delca (Lindenbachn sod., 2007).

1.1.2 Organizacija genoma

Genom virusa je enojnovijaa pozitivno polarna RNA, dolga priblizno 11 00kieotidov.
Genomska RNA je kuzna in je edina virusna mRNAsgina v okuzenih celicah (Heinz in
sod., 2000). Sestavljena je iz dveh kratkih nelaydith zaporedij na 5°- in 3"- koncu in enega
odprtega bralnega okvirja (angl. open reading fra@®&F), ki je dolg v& kot 10 000
nukleotidov. Po prevajanju in procesiranju virusm@g@noma nastane 10 ranih beljakovin.
Tri strukturne (C, prM in E) in sedem nestruktur(i¥S1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B,
NS5) (slika 1-2) (Heinz, 2003; Fischl in sod., 2D0B’- kratko nekodirajge zaporedje je
dolgo priblizno 130 nukleotidov in vsebuje kapaatip(m-7GpppAmp), ki ji sledita ohranjena
dinukleotida AG. Dolzina 3'- kratkega nekodir&égga zaporedja lahko variira od 450 do 800
nukleotidov in lahko vsebuje notranji poli-A repdidz in sod., 2000; Gritsun in sod., 2003).
RNA nekodiraj@i zaporedji ustvarjata sekundarne strukture, kiebgdjo kot cis-regulatorni
elementi pri podvajanju genoma, prevajanju in séjsigu virusnega delca (Gritsun in sod.,
2



2003). Genom virusa ima tri razhe vioge: (1) kot spotiina RNA (mRNA) za translacijo
virusnih beljakovin, (2) kot matrica (angl. temgpakza pomnozevanje RNA in (3) kot genetski
material, shranjen v novih virusnih delcih. Shenmrgaanizacije genoma virusa KME je
prikazana na sliki 1-2 (Lindenbach in sod., 2007).

1.1.3 Virusne beljakovine

Genom virusa se prevede v eno samo polipeptidnekuald (~3400 aminokislin). Primarni
produkt prevajanja se nato kotranslacijsko in pas#lacijsko cepi na spedcifih mestih z
gostiteljskimi in virusnimi proteazami. Tako nastgntri strukturne in sedem nestrukturnih
beljakovin, ki sodelujejo pri razmnozevanju viryséika 1-3) (Gritsun in sod., 2003; Mandl,
2005). Signalne peptidaze gostitelja cepijo poligiro na stikin C/prM, prM/E, E/NS1 in
2K/NS4B. Serinska proteaza virusa cepi poliprotaea stikih NS2A/NS2B, NS2B/NS3,
NS3/NS4A, NS4A/2K in NS4B/NS5. Ni znano, kateri emge odgovoren za cepljenje stika
med NS1-2A. Ptiakovana topologija flavivirusnega poliproteina jgkazana na sliki (1-2)
(Lindenbach in sod., 2007).

~10.8 kb 3

s cap( | 1
1'mGpppMm <4 ORF —on

: ~ 3400 AK
- STRUKTURNIGENI | NESTRUKTURNI GENI —
A N b N
T | | l e e I |[vase (YL | cooH
C prM E NS1 stAzB NS3 4A NS4B NS5

Y l
oo

pr M 2A Razcepljen NS3

00T i

Lumen ER sta NS4A NS4B

Slika 1-2 Organizacija in ekspresija genoma virus&ME (Lindenbach in sod., 2007).



1.1.3.1Strukturne beljakovine

Pri prevajanju poliproteina se strukturne beljakevivsidrajo v endoplazmatski retikulum
gostitelja (ER) z raztnimi signalnimi zaporedji in transmembranskimi doaei (Slika 1-2).
Beljakovina C vsebuje hidrofobno signalno zaporedjekoncu C, ki translocira beljakovino
prM v lumen ER. Beljakovina prM vsebuje dve tranasmbeanski domeni, ki vsebujeta
zaporedja za ustavljanje prenosa in signalno zapmr&ot rezultat tega je tudi beljakovina E,
translocirana v lumen ER. V lumnu ER beljakovinvpin E sestavljata stabilne heterodimere
(slika 1-3) (Lorenz in sod., 2002; Mukhopadhyagad., 2005).

Beljakovina E

Lumen ER

NS1.

rUf Y

Postranslacijsko cepljenje:

Virusha serinskaproteaza
«ff== Gostiteljeva signalaza
Gostiteljeva proteaza furin

Belja-kovina
Slika 1-3Topologija membrane strukturnih beljakovin flavissov (Mukhopadhyay in sod., 2005).

Beljakovina C (~120 aminokislin, 11 kDa) je majhna, émo baztna beljakovina, ki tvori
strukturno komponento nukleokapside (Lindenbacsokh., 2007). Osnovni gradnik kapside je
dimer beljakovine C. Vsak monomer je sestavljestigh razlinih a-vijacnic (a1l doa4), ki
S0 povezane s kratkimi zankami (Patkar in sod.720@ja¢nici a2 in o4 enega monomera sta
antiparalelni vijgnicamao2 in a4 drugega monomera. Vse Stiri vijace so del centralne
hidrofobne domene, odgovorne za medsebojno delevamptraj dimera. Domnevajo, da se
ad-vijacnica, ki ima visoko vsebnost pozitivho nabith ankisbn, nespeciiino veze z virusno
RNA. Na vsakem koncu dimera sta dve hidrofalitivijacnici, ki vzpostavljata interakcijo z
membrano, ki obdaja nukleokapsido, in sta znotielpe, ki ga obdajal-vijacnica (Mandl,
2005; Patkar in sod., 2007). Hidrofobni C konedkpreorja beljakovine vsidra beljakovino C
4



na citoplazemsko stran membrane ER in je interrgnadno zaporedje, ki omogo
translokacijo beljakovine prM v lumen ER. Signalreporedje se pri zrelem virusnem delcu
odcepi s pomgjo virusne proteaze NS2B-NS3.

Pri pomnozZevanju virusa nastanejo popolni viruseicidin manjSa kotiina sub-virusnih
neinfektivnih delcev. Zaradi datenih izbrisov ali sprememb v aminokislinskem zappre
beljakovine C lahko pri sestavljanju virusnih deiggide do poveéanega deleza neinfektivnih
sub-virusnih delcev (Kofler in sod., 2002). Beljgko prM in E lahko nedvisno od

beljakovine C sestavijo sub-virusni delec, ki neluge nukleokapside (Heinz in sod., 2000).

Beljakovina prM (~165 aminokislin, 26 kDa) je glikoziliran prekorzstrukturne beljakovine
M (=75 aminokislin, 8 kDa). Pri nezrelih virusni Idé ustvarja beljakovina prM
heterodimerne komplekse z beljakovino E in jo s t&fi, saj prepréi njeno fuzijo z
membrano trans-Golgijevega omreZzja, kar bi se 2gadnasprotnem primeru zaradi nizkega
pH. Beljakovina prM deluje kot Saperon za pravikestavljanje in zvijanje beljakovine E
(Lorenz in sod., 2002). Tik preden se nezreli \nrgelci sprostijo iz celice, gostiteljeva furin
proteaza cepi beljakovino prM na N-terminalni (toper* odsek) in C-terminalni (strukturna

beljakovina M, ki je zasidrana v membrani) odsetad®r in sod., 1997).

Beljakovina E (~496 aminokislin, 52 kDa) je osnovna ovéjm beljakovina, ki prekriva
skoraj celotno zunanjo povrSino zrelega virusnegéa in je zato tudi osnovna &ar
nevtraliziraj&@ih protiteles. Odgovorna je za kijoe funkcije vstopa virusa v celice, kot so
vezava na receptor in fuzija z membrano, ter zakioigb nevtraliziraj@ih protiteles (Rey in
sod., 1995). Domnevajo, da se lahko pritrdi nanralicnih receptorjev gostiteljskih celic tako
vretertarjev kot tudi razlinih ¢lenonozcev (klopi in komarji) (Kroschewski in so@Q03;
Mandl, 2005). Beljakovina E je podolgovata molekuta je pred fuzijo v obliki dimera,
monomera sta usmerjena nasprotno en na drugegeéa (pl@ega gleda rep drugega). Na
povrsSini virusa ustvarja beljakovine E edinstveakot imenovan vzorec ribje kosti (engl.
herringbone pattern). Pri nizkem pH dimerna obbk$akovine E disociira v monomere in se
potem ireverzibilno spremeni v trimerno obliko, j&i bolj stabilna (Stiasny in sod., 2001).
Izpostavljen zunanji del monomera beljakovne E gstavljen iz treh razinih domen:
centralnap-sendvé domena (domena 1), podaljSana dimerizacijska dan{domena II) in
5



domena z zn@lno, imunoglobulinom podobno obliko (domena li$jika 1-4). Povezave med
domenami so fleksibilne, kar je zelo pomembno presiembi iz nezrelega v zrel virusni
delec kot tudi pri procesu fuzije z membrano (Zhargpd., 2004). C konec beljakovine je
vsidran v membrano ER. NovejSe raziskave kazejojnta tudi transmembranska regija
beljakovine E pomembno vilogo pri sestavljanju virega delca in pri kasnejSih fazah
membranske fuzije, ker omoggnujno potrebne znotraj- in medmolekulske stikdrpnerih
beljakovine E (Fritz in sod., 2011).

b)
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Slika 1-4 Shematska predstavitev zunanjega in tnansbranskega dela beljakovine E, od zgoraj (adistoani
(b) (Mukhopadhyay in sod., 2005).

Zapis za beljakovino E je dovolj dolg in kljub ratikosti dovolj dobro ohranjen za
filogenetske analize (Gubler in sod., 2007). Pdlegn je v genski bazi podatkov na voljo
veliko informacij o Stevilnih zapisih za beljakowarE, ki imajo zemljepisno razken izvor.
Opredelili so Stevilne mutacije v domeni lll, kihleo spremenijo nevrovirulenco in
nevroinvazivnost virusa KME, virusa Louping-ill () in virusa Langat (LGTV) (Campbell
in Pletnev, 2000; Holzman in sod., 1990, 1997; giensod., 1993; Mandl in sod., 2000). Ze
ena aminokislinska zamenjava v domenah |, Il dlivlizapisu za beljakovino E je lahko
povezana z atenuacijo nevrovirulence ali nevroiwansti pri laboratorijskin  miskah
(McMinn 1997, Holzman in sod., 1990). Dosedanjastaae pri flavivirusih, kot so virus
Zahodnega Nila, virus Denga in virus encefalitidqa L®uis kazejo na to, da je le nekaj
sprememb v aminokislinskem zaporedju beljakovineld¥olj za spremembo v virulenci
virusa (Pletnev in sod., 1993; Vorndam in sod.,3t®btha in sod., 2008).



1.1.3.2Nestrukturne beljakovine

Beljakovina NS1 (351 aminokislin, 46 kDa) je &no ohranjen glikoprotein, ki se med sintezo
premesti v ER. Signalna peptidaza gostitelja joepdod beljakovine E. Znotraj okuzenih
celic deluje kot kofaktor pri podvajanju virusne RNBeljakovina NS1 ustvarja homodimere.
V heksamerni obliki (trije homodimeri) se iz v serum bolnikov. Beljakovine NS1 v
heksamerni obliki prevzamejo hepatociti in jih paBijejo do poznih endosomov kjer se
kopicijo (Mackenzie in sod., 1996; Alcon-LePoder in s@&05; Lindenbach in sod., 2007).
Beljakovina NS2A (229 aminokislin, 22 kDa) je réaib majhna hidrofobna beljakovina.
Domnevajo, da ima vlogo pri vezavi matre RNA na membrano ER v kompleks za
podvajanje (Mackenzie in sod., 1996).
Beljakovina NS2B (130 aminokislin, 14 kDa) je mahmembransko vezana beljakovina.
Ustvarja stabilen kompleks z beljakovino NS3 inugielkot kofaktor za serin proteazno
delovanje beljakovine NS3.
Beljakovina NS3 (621 aminokislin, 70 kDa) je velikdtoplazemska beljakovina, ki se
povezuje z membrano s podjm beljakovine NS2B. Ima vsaj trojno vlogo pri poodevanju
virusa: helikazno, RNA trifosfatazno in, v komplekg beljakovino NS2B, serin proteazno
aktivnost (Lindenbach in Rice, 2003). NS2B-3 prateaposreduje Wno cepitev v
nestrukturni regiji virusnega poliproteina kot tuckpitev, ki osvobodi beljakovino C od
transmembranskega signalnega zaporedja. Pri heli&tivnosti izkoriga energijo hidrolize
nukleozid trifosfatov (NTPs) za odvijanje novonést&NA od matrice in pri odvijanju
sekundarnih struktur, ki so signal zaletek podvajanja. Z RNA trifosfatazno aktivnostjo je
vklju¢ena v modifikacijo 5° konca genoma (Lindenbach iceR2003).
Beljakovini NS4A (149 aminokislin, 16 kDa) in NS4B52 aminokislin, 27 kDa) sta majhni
hidrofobni beljakovini. Njihova vioga je vsidranjgoliproteina, ki nastane pri prevajanju
genoma virusa, v znotrajc&tie membrane. To omogd pravilno delovanje polimeraznega
kompleksa in pravilno cepitev poliproteina (Mackenm sod., 1996; Lindenbach in Rice,
2003).
Beljakovina NS5 (902 aminokislin, 103 kDa) je ndajee nestrukturna beljakovina
flavivirusov. Njen zapis je najbolj ohranjen in lsitan del virusnega genoma. Ima osrednjo
vlogo pri podvajanju virusne RNA. Vsebuje virusreoRNA odvisno RNA polimerazo in ima
7



metiltransferazno aktivnost, kar je pomembno pabsizaciji in prevajanju molekule RNA.
Sodeluje pri zaviranju imunskega odziva in je pornemvirulegni dejavnik (Best in sod.,
2005; Mansfield in sod., 2009).

1.1.4 PomnoZevanje virusa

Genom virusov s pozitivno polarno enojnovipa RNA sluzi hkrati za prenos informacije,
vgrajene v RNA iz ene generacije virusov v drugot tudi za tvorbo proteinov v procesu
prevajanja.

Prvi korak pomnoZevanja virusa KME je vezava virasapovrSino gostiteljske celice. Do
povezave pride med virusno ova@jno beljakovino E in, kot predvidevajo, med éelm
glikozaminoglikan heparan sulfatom, ki je obilne@stavljen na membranah ré&nih celic
vretertarjev in klopov (Kroschewski in sod., 2003). Virwstopi v celice gostitelja z
receptorsko posredovano endocitozo. Najprej se jaahgrelizosomalnem endocitotskem
mestku gostiteljske celice. Nizek pH povzidkonformacijske spremembe in prerazporeditev
ovojniéne beljakovine E, kar privede do zlitja virusne nbeame z membrano endocitotskega
mestka. Nukleokapsida preide v citoplazmo gostiteljay lse sprosti genomska RNA. che

se prevajanje RNA za sintezo virusnih beljakoviemt sledi podvajanje genoma virusa.
Podvajanje genoma virusa je kombinacija dveh pmcegenomska RNA se pomnozi v
negativno polarno kopijo RNA, ki potem deluje kottmca, na podlagi katere od RNA
odvisna RNA polimeraza (replikaza RNA) katalizireepis pozitivno polarne RNA, ki je
komplementaren genomski RNA. Beljakovini prM in & go prevajanju preneseta v lumen
ER. V& kopij beljakovine C in ena kopija genomske RNAaditaplazemski strani membrane
ER sestavljajo nukleokapsido. Nukleokapsida brstiER in pridobi lipidno ovojnico.
Nastanejo neinfektivni, nezreli virusni delci, ki@jo na svoji povrsini beljakovini prM in E in
se brez tezav prenaSajo po sekretorni poti ggsatitebleg tega v ER nastanejo tudi sub-virusni
delci (SVD), ki jim manjka nukleokapsida. Sub-vinusdelci tudi po zorenju ostanejo
neinfektivni (Kofler in sod., 2002). Zorenje virugastopi, ko proteaza gostitelja cepi prM v
cisternah trans-Golgijevega omrezja in tako podiznorerazporeditev beljakovine E, Kki

ustvarja fuzijsko kompetentne homodimere. Zrelifeltivni virusi, ki na svoji povrsini
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izrazajo beljakovini M in E, se z eksocitozo spijosiz celice (slika 1-5) (Ludwig in lacono-
Connors, 1993; Heinz, 2003; Mandl, 2005; Lindenbactod., 2007).
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Slika 1-5Zivijenjski cikel virusa KME (Lindenbach in so@007).

1.15 Patogeneza virusne okuzbe

Vecina okuzb z virusom KME se zgodi zaradi ugriza klgfeprav lahko pride do okuzb tudi
z uzivanjem okuzZenega nepasteriziranega mleka (Bumpsod. 1999). Virus se najprej
pomnozuje na mestu vboda klopa, dokazali so gangédnansovih celicah koze. Od tam se
preko lokalnih limfnih vozlov in limfatinega sistema sprég v krvni obtok. Sirjenje virusa po
krvi omogai okuzbo razknih organov, predvsem retikulo-endotelijski sistémanica, jetra

in kostni mozeg). Virus se v teh organih pomnozujespro§a nazaj v krvni obtok, kar
omoga@a nekaj dnevno trajanje viremije (Haglund in Gunti2003; Lindenbach in sod.,
2007; Ruzek in sod., 2010). &asu viremije pride do vstopa virusa v moZgane, kjarZi

osrednji zi¥ni sistem (McMinn, 1997). Za prehod krvno-mozgangkegrade je potrebno
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visoko virusno breme (Chambers in Diamond, 2008mRbzevanje virusa povata vnetje,
lizo in celicno disfunkcijo. Nataten mehanizem prehoda virusa preko krvno-mozganske
pregrade Se ni znan. Predlagajo Stitina prenosa: (1) nevronska pot po okuzbi perifernih
Zivcev, (2) okuzba visoko ehtljivih vohalnih nevronov, (3) vstop virusa v endljske celice
mozganskih kapilar, temu sledi transcitoza in visessprosti v mozganski parenhim, in (4)
virus difundira med endotelijskimi celicami kapilar tako preide porozno krvno-mozgansko
pregrado (Dorrbecker in sod., 2010; Ruzek in s2@i10).

Nevropatogeneza KME vklfuje dve l@eni lastnosti: nevroinvazivnost in nevrovirulenco
(Mandl, 2005). Sposobnost virusa, da se razmnozperifernih tkivih, povzréa viremijo in
vstopi v osrednji zitmi sistem, imenujemo nevroinvazivnost. Nevrovira@rne sposobnost
virusa, da povzré citopatsko okuzbo osrednjega &wja in razvoj encefalitisa (McMinn,
1997).

PatoloSke spremembe v osrednjentidem sistemu so razsirjene in vkljgyejo predvsem sivo
snov in leptomeninge, préemer so Se posebej prizadeti podaljSana hrlitenjgedra
mozganskih zivcev, mozgansko deblo, mali mozgariristenj&a. Glavne tamne celice so
nevroni. Opazna je njihova degeneracija, nekrozaewrofagija (Haglund in Gunther, 2003;
Ruzek in sod., 2010). Poskodovani so zaradi cig®aoksti virusa in indukcije
imunopatogenega odgovora (Mandl, 2005). Pri razvepncefalitisa so dokazali pomen
citotoksenih limfocitov T. Predvidevajo, da je KME posledic@mpleksnih dejavnikov
propadanja zignih celic in imunopatologije (Haglund in GuntheQ03; Dorrbecker in sod.,
2010; Ruzek in sod., 2009, 2010).

Za razliko od¢loveka je pri zivalih, ki so se po naravni poti @ka z virusom KME,
gostiteljski imunski odziv sposoben prefiterazvoj bolezni. Na tem podéu so potrebne

nadaljnje raziskave (Mansfield in sod., 2009).
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1.16 Obéutljivost in stabilnost virusa

Virusi KME se zaradi lipidne ovojnice enostavnoti®) inaktivirajo z organskimi topili in
detergenti. Ovojnicac#ti genom virusa pred ceéhimi nukleazami in ob delovanju reagentov
ribonukleaze razgradijo golo nukleokapsido (Monatkleniz, 1996).

Flavivirusi so optimalno obstojni pri pH 8,4 do 88irus KME se razlikuje od ostalih
flavivirusov, ker ohrani vsaj delno infektivhosip¥d podr@ju od pH 1,42 do 9,19. Pri kislem
pH se beljakovina E konformacijsko spremenic¢aprav so virusi manj infektivni, virioni
ostanejo kuzni v kislem mleku in prebavnih sokowharadi¢esa je mozna pot okuzbe skozi
prebavni trakt (slika 1-6) (Gritsun in sod., 20@8asny in sod., 2007). @btljivost na kisline,
Zolg, lipaze in proteaze v prebavnem traktu navadnprgfeje okuzbo po oralni poti, vendar
je virus KME na to delno odporen, kar Se p&avenoznost okuzbe s pitjiem kontaminiranega
mleka (Monath in Tsai, 1997).

Pri temperaturi nad 50 °C se virusi hitro inakiyar, Ze po 10-ih minutah se izgubi 50 %
infektivnosti. Popolno inaktivacijo virusa, suspeadega v krvi ali drugi proteinski raztopini,
dosezemo pri 56 °C za 30 minut. Virus je zelo gbsteri ultra nizkih temperaturah (pod — 70
°C). V laboratoriju so lahko vir okuzbe aerosolj so virusi pri sobni temperaturi obstojni
vsaj 6 ur, kar predstavlja potencialno nevarnostkagbo prek dihalnih poti (Gritsun in sod.,
2003).

Viruse inaktivira UV svetloba, obsevanje z Zaykinizek pH, visoka temperatura, ionski in
neionski detergenti, tripsin, formaldehigtpropiolakton, etilenamin in ¥&a dezinficiensov,
ki vsebujejo formaldehid, glutaraldehid, vodikowglesid, alkohol, klor, jod in fenol (Monath
in Heinz, 1996; Heinz in sod., 2000).
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1.2 TAKSONOMIJA IN EVOLUCIJA VIRUSA KME

Druzino Flaviviridae delimo na rodové-lavivirus, Pestivirus in Hepacivirus (Heinz in sod.,
2000). Druzina je poimenovana po latinski bedelius, ki v prevodu pomeni rumen, saj je
bil prvi izoliran virus, ki spada v to druzino, us rumene mrzlice (Monath in Tsai, 1997).

Na podlagi antigenskih determinant beljakovine Hatio s seroloSkimi testi (test navzkrizne
reaktivnosti in nevtralizacijski test) razdeliliafliviruse v osem serokompleksov (Ludwig in
lacono-Connors, 1993). Antigensko razvrstitev sdppb tudi s filogenetskimi raziskavami.
Virusi iz rodu Flavivirus se od ostalirclanov druzineFlaviviridae razlikujejo po svojih
antigenskih, ekoloskih in epidemioloskih lastnosttod sestavlja 73 virusov (50 vrst in 23
podtipov) (Gould in sod., 2003). Ustvarjajo monetfsko linijo, ki je trenutno razdeljena v tri
skupine: klopno prenosljivi virusi, virusi, ki segmasajo s komatriji, in skupina brez znanega
prenaSalca (slika 1-7) (Grard in sod., 2007). Bathtev virusa na speatfiega gostitelja
vretertarja in speciinega prenaSalca nevretarnja vpliva na njegovo evolucijo, Sirjenje,
epidemiologijo in patogenezo (Grard in sod., 2007).

Skupina virusov, ki se prenaSajo s komarji, sejvijala nepovezano, nadjd zemljepisnih
razdaljah in dosegla ¥ raznolikost (Gould in sod., 2003).

Razvoj klopno prenosljivih virusov je glede na malarno epidemioloske Studije potekal
pocasneje in povezano zadnjih 2500 let. Verjetno soospojavu v Afriki postopoma razprsili
v severno Azijo, in nato proti zahodez gozdove Azije v Evropo. Pasen razvoj je verjetno
posledica p&asnega pomnozevanja virusa in podaljSanega ziskegp cikla klopov, ki traja
od dve do pet let, ptiemer se klop trikrat hrani. Klopno prenosljive fldwse naprej delimo
v tiste, katerih gostitelji so sesalci, in tistatérin gostitelji so morske ptice. Skupini si delit
istega prednika znotraj rodelavivirus (Thiel in sod., 2005). Klopi, ki se lahko hranijo
okuzijo tako sesalce kot morske ptice, predstavigjolucijski most med temi linijami (Grard
in sod., 2007).
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Slika 1-6 Filogenetska analiza na podlagi celotmagdeotidnega zaporedja za poliprotein. S svetlerzo barvo
je pobarvana skupina klopno prenosljivih virusowadro barvo je pobarvana skupina virusov, ki smna$ajo s
komarji, in z rumeno barvo je pobarvana skupina Ip@znanega prenasalca (Grard in sod., 2007).

Klopno prenosljivi virusi, katerih gostitelji so meke ptice, so se razsirili z neodvisnimi
selitvami ptic in tako genetska evolucija teh vinuodraza prilagoditev na raihie ekoloske
nise (Grard in sod., 2007). Klopno prenosljivi @rukaterih gostitelji so sesalci, verjetno
izvirajo iz centralne Azije. Po dostopnih podatkih je njihova filogenetskadilev zaela po
umiku zadnje ledene dobe, ki je omeil@ nastanek danasnje flore in favne ter sklopitev
klopov z njihovimi gostitelji (gozdnimi glodavci) gozdnih habitatih. Zemljepisno Sirjenje po
severni polobli se je zalo v regijah tajg daljnje vzhodne Rusije in senpgaleljevalocez
Evropo vse do britanskih otokov (Dobler, 2010).

V skupino klopno prenosljivih flavivirusov, ki tvbtudi svoj serokompleks, spadajo virus
Powassan (POWV), virus Louping ill (LIV), virus Lgat (LGTV), virus hemoragne mrzlice
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Omsk (OHFV), virus bolezni gozda Kyasanur (KFDViyug Alkhamra (ALKV), virus Karshi
(KSIV), virus Gutgets Gully (GGTV), virus Royal Far (RFV) in virus klopnega
meningoencefalitisa (virus KME, angl. Tick-bornecephalitis virus, TBEV) (Gritsun in sod.,
2003). Virusu KME so genetsko najbolj sorodni virusuping ill in virus turSkega in
Spanskega encefalitisa (slika 1-8). V tabeli 1-1pso abecednem redu prikazani klopno

prenosiljivi flavivirusi, ki so jim gostitelji sesal(Dobler, 2010).

—— SSEV
— LIV
TBEV-Eu
— TSEV
—— GGEV
= TBEV-Sib
- TBEV-Fe
Klopno
OHFV P I
prenosljivi
LGTV flavivirusi,
—— AHEV Katerih g.t)stitelii
so sesalci
—— KFDV
POWYV
GGYV
RFV
KSIvV
KADV }
srev =~ Klopno prenosljivi
— MEAV flavivirusi, katerih
L TYUV gostitelji so
CFAV morske ptice

Slika 1-7Filogenetska analiza klopno prenosljivin flaviay na podlagi homologije aminokislin beljakovine
NS3. Dolzina vodoravnih linij ni sorazmerna z geket razdaljo. Kratice virusov za klopno prenosljive
flaviviruse, ki so jim gostitelji sesalci, so pothrm razloZzene v tabeli 1. Kratice virusov za klogwenosljive
flaviviruse, ki so jim gostitelji morske ptice, sS&REV — virus grebena Saumarez, MEAV — virus Meaban
TYUV — virus Tyuleniy, CFAV - virus posrednika zétcelic (Grard in sod., 2007).
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Tabela 1-Xlopno prenosljivi flavivirusi (Dobler, 2010).

Virus Oznaka Prena3alec Zemljepisna Bolezen pri ljudeh
razsirjenost
virus Gutgets Gully GGTV Ixodes uriae Avstralija ni znana
virus Karshi KSIV argasidni klopi Uzbekistan, Kazahstan ni znana
virus bolezni gozda KFDV Haemaphysalis Indija hemoragina
Kyasanur spinigera mrzlica, encefaliti
virus Alkhumra ALKV ixodidni klopi (?) Arabski polotok hemoragtna
mrzlica, encefaliti
virus Langat LGTV ixodidni klopi Jugovzhodna Azija, mrzlica, encefalitis
Sibirija
virus Louping-ill LIV ixodidni klopi
britanski podtip LIV-Brit Ixodesricinus Britanski otoki, encefalitis
Norvesk:
irski podtip LIV-Ir Ixodesricinus Britanski otoki encefalitis
Spanski podtip LIV-Span ixodidni klopi Iberski polotok ni znana
turski podtip LIV-Turk ixodidni klopi Turija ni znana
virus hemoragicne OHFV Dermacentor spp. Zahodna Sibirija hemoragina
mrzlice Omsk mrzlica
virus Powassan POWV Ixodes cookie, Ixodes ~ Severna Amerika, encefalitis
persulcatus dalinovzhodna Sibirij
virus Royal Farm RFV argasidni klopi Afganistan ni znana
virusklopnega KMEV ixodidni klopi
meningoencefalitisa
evropski podtip KMEV-Eu Ixodesricinus Evropa encefalitis
daljnovzhodni podtip  KMEV-FE  Ixodes persulcatus Rusija, Japonska, encefalitis
Kitaiska
sibirski podtip KMEV-Sib  Ixodes persulcatus Finska, evropski del encefalitis

Rusije, Sibirij

121

Podtipi virusa KME

Poznamo tri podtipe virusa KME:
» daljnovzhodni podtip (virus KME - FE), predhodnozpan kot virus ruskega pomladno
poletnega encefalitisa (RSSE). Prototipni sev ardME — FE je virus Sofjin, ki je
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razsSirjen v vzhodni Evropi, Rusiji in na Japonskévie¢cinoma ga prenaSa klop vrste
Ixodes persulcatus. Pri ljudeh povzréa okuzbo osrednjega #evja, najpogosteje
encefalitis z 20 - 40 % smrtnostjo.

e sibirski podtip (virus KME - Sib), predhodno znaot kahodno sibirski virus. Prototipni
sev virusa KME — Sib je virus Vasilchenko, ki je$ajen v sibirskem pasu Rusije in se
nekoliko prekriva z podi@em podtipa KME-Eu na zahodu in KME-FE na vzhodu.
Vecinoma ga prenaSa klop vrstexodes persulcatus. Pri ljudeh povzréa okuzbo
osrednjega Zevja, najpogosteje encefalitis s 6 - 8 % smrtnostjo

» evropski podtip (virus KME - Eu), predhodno znant karus centralno evropskega
encefalitisa (CEE). Prototipni sev virusa KME — fjewirus Neudoerfl, ki je razSirjen v
osrednji Evropi in na Balkanu. ¥moma ga prenasSa klop vrdtedes ricinus. Pri ljudeh
povzraia okuzbo osrednjega Zmvja, najpogosteje encefalitis z 1 - 2 % smrtnostjo
(Gritsun in sod., 2003a).

Na Baltiku so odkrili prekrivanje vseh treh podtparusa KME (Golovljova in sod., 2004).

NovejSe Studije so pokazale, da sta daljnovzhodnisibirski podtip medsebojno bolj

filogenetsko povezana, kot evropski podtip, kar poinda sta se tila kasneje (Grard in sod.,

2007). Do razhajanja sibirskega in daljnovzhodnaggtipa naj bi prislo pred 1700 - 2100 leti

(Hayasaka in sod., 2001). V Studiji Grard in sodelgredlagajo edinstveno taksonomsko

vrsto - virus klopnega encefalitisa s Stirimi vicugahodni virus KME, vzhodni virus KME

(vkljucuje daljnovzhodni in sibirski podtip), virus tur§e owjega encefalitisa (vklguje

virus grskega kozjega encefalitisa) in Loupingvkljucuje Spanski, britanski in irski podtip)

(Grard in sod., 2007).

1.3 KROZENJE VIRUSA V NARAVI

Virus KME v naravi krozi med prenasSalci (klopi)jhgvimi gostitelji (mali gozdni sesalci) in
nakljunimi gostitelji ¢lovek) (GreSikova in Calisher, 1989). Gostiteljrusa KME so lahko
tudi divjad in doma&e Zivali. Ceprav ne razvijejo dovolj visoke viremije, ki bi ogcila

nadaljni prenos virusa, te Zivali omdggo razmnozevanje klopov in na tac¢maposredno

pripomorejo k ohranjanju virusa v naravi (A&&upanc in Petrovec, 1997).
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Slika 1-8 KoZenje virusa KME v naravi med prenaSalgostitelji; pot okuzbe (RuZek in sod., 2010).

131 Klopi

Klopi in prSice so najmanjSi pajkovci. Pri njih sggavoprsje in zadek zdruzena v celoto,
netlenast meh. Klopi so zt#ni ektoparaziti Zivali in tudloveka (Logar, 1999). Znani so kot
prenaSalci raztnih mikroorganizmov, ki povzi@jo bolezni pri ljudeh. Obstajata dve glavni
druzini klopov:Ixodidae ali trdi, Eitasti klopi (694 vrst) inArgasidae ali mehki, usnjati klopi
(177 wvrst). Tretjo druzinoNuttalliellidae predstavlja samo ena vrsta v juzni Afriki
(Sonenshine, 1991). Mehki klopi soc¢uema v toplejSih podnebjih. Qajno so aktivni
poncii, ko parazitirajo razéine divje in domé&e Zivali in Wasih tudi¢loveka. Trdi klopi so
bolj zemljepisno razsirjeni kot mehki klopi in jlahko najdemo tudi v subarktiih podrajih
(Gustafson, 1994).
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Populacije klopov sluzijo kot prenaSalci in naravezervoarji, virusu pa nudijo tudi ¢ia
prezimitve (Ludwig in lacono-Connors, 1993).

Glavni prenaSalec evropskega podtipa virusa KMHEQe Ixodes ricinus, medtem ko je klop

I. persulcatus glavni prenaSalec daljnovzhodnega in sibirskegdtipa virusa v Aziji in
severovzhodni Evropi (GreSikova in Calisher, 1989ndquist in Vapalahti, 2008).
Zemljepisna razSirjenost podtipov se ujema z rpegdstjo prenaSalcev. Na severu Finske so
le v enem primeru dokazali evropski podtip virusMK v klopu vrstel. persulcatus
(Jaaskeldinen in sod., 2011). Kot prenaSalci laslkdijo tudi druge vrste klopov, kot so:
I. arboricola, I. hexagonus, I. niponnensis, 1. ovatus, Haemaphysalis punctata, H. concinna,
Dermacentor marginatus, D. reticulatus (Gustafson, 1994; Nuttall in Labuda, 1994; Suss,
2003; Kim in sod., 2008;).

Ko se klop enkrat okuzi, ohrani virus vse zivlje(fainz, 1992). Virus se v klopu razmnozuje
v razliénih organih, tudi Zlezah slinavkah, in se prenasne ob vbodu klopa (Av&iZupanc

in Petrovec, 1997). Virus KME se v klopih prenagatikalno. Vertikalni prenos vklguje
spolni (iz okuzenega samca na samico), transonafial samice na jégca) in transstadialni
(iz licinke na nimfo, iz nje na odraslo zival) prenos (Mgl in lacono-Connors, 1993). Za
dolgotrajni obstoj pa je zaradi izgub virusa prefppdih v nove stadije (le 1% ¢&c okuzene
samice prejme virus; le 10% odraslih klopov, kiragvijejo iz okuzenih &ink, in 30% iz
okuzenih nimf, je okuzenih) nujno potreben Se tanialni prenos, ki vkljtuje stik med klopi

in sesalci (Monath in Heniz, 1996; Perez-Eid in.sd®92). Klop se hrani na viretnmem
gostitelju in hkrati s krvjo zauzije virus. Da hi brenos mogo, je potrebna visoka viremija
gostitelja, kar se zgodi pri malih sesalcifiovek in veliki sesalci ne razvijejo tako visoke
viremije, ki bi omogdala prenos virusa na klopa, zato so le-ti dorgostitelji (Nutall in
Labuda, 1994). Obstaja Se takoimenovan nevitemiprenos, ki se zgodi ob ¢&ssnem
hranjenju larv in nimf na nevirednem ali lahko tudi na imunem gostitelju. Virus seadi
neposredne blizine (do 1 cm) prenese iz okuZzenegaeokuzenega klopa (Labuda in sod
1996; Randolph in sod., 1996). Iz slovstva je znateje prekuzenost klopav ricinus v
Evropi od 0-5 % (Oehme in sod., 2002; Danielovasod., 2002; Siss in sod., 2003;
Golovljova in sod., 2004; Casati in sod., 2006; liMen sod., 2007; Carpi in sod., 2009;

Jaaskelainen in sod., 2010; Durmisi in sod., 2011).
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1.3.1.1lIxodes ricinus

Trdi ali Xitasti klopi druzine Ixodidae imajo najve predstavnikov in so medicinsko
najpomembnejsi klopi v Evropi.

Klop Ixodesricinus je prenaSalec Stevilnih medicinsko pomembnih ndkganizmov: borelij,
babezij, erlihij in virusa KME (Dumpis in sod., 199 RazsSirjen je po vsej Evropi, od Irske,
Velike Britanije, skandinavskih drzav, preko sredijvrope do Sredozemskega morja. Na
tako velikem podrgu previadujejo zelo razini naravni pogoji, kar kaze na veliko
prilagodljivost in trdoZivost klopovCeprav je njegov osnovni Zivljenjski prostor gozé, g

najdemo tudi na travnikih (Sonenshine, 1993).

1.3.1.2Zivljenjski krog in ekologija

Vse razvojne stopnje kloph ricinus prezimijo v zgornji plasti zemlje ali pod odpadlim
listiem. Aktivni postanejo, ko se temperatura zendyigne na 5 do 7 °C. Vsaka razvojna
stopnja ige gostitelja, se pritrdi in se na njem hrani nekaj Ko se klopi nasitijo, se spustijo
in padejo z gostitelja, nato po&o mesto za patek, kjer v miru prebavijo svoj obrok in se
levijo v naslednjo razvojno stopnjo. Preobrazbane razvojne stopnje v drugo ponavadi traja
eno leto, Zivljenjski krog klopa je torej dopolnjentreh letih (Sonenshine, 1993). Klopi so
relativno okutljivi na suso in se obajno nahajajo v travi in gridevju. . ricinus se najraje
zadrzuje v gozdovih, kjer je visoka relativna viaghin ni suhih mest.

Licinka, nimfa in odrasel klop so aktivhe razvojnepsie klopov, ki se hranijo s krvjo
gostitelja (Sonenshine, 1993). Ko aktivn@eigostitelja, se klop hitro odzove na r&zé
draZljaje, kot so C¢) NHjs, telesno temperaturo, vibracije v zraku in osthbZljaje, ki kazejo
na prisotnost gostitelja. Prav zaradi tega jih tabkiramo z metodo zastave, na katero se takoj
pritrdijo, saj v z&etku ne razlikujejo zastave od zivega gostiteljang&hshine, 2005)iSina,

na katero klop spleza, je odvisna od razvojne $e&opn vetini primerov I€inke splezajo na
nizko rastlinje blizu tal, kjer je najbolj verjetnda bodo si&le majhne sesalce, ptice, ki se
hranijo na zemlji, in ostale gostitelje. Odraslofd splezajo na viSje rastline, kjer jecjee

verjetnost, da bodo naleteli nac¢jee zivali, kot so jeleni, raztihi mesojedci in ljudje. Klopi

19



lahko ¢akajo na spodnji strani lista tudidvar, vse dokler se ne &@ejo izsuSevati. Takrat se
spustijo na tla, ki so hladnejSa in vlaznejSa. Tandobijo vodo z neposredno absorbcijo
atmosferske vlage. Nato splezajo nazaj na rastiimadaljujejotakanje (Sonenshine, 2005).
Ko klop najde gostitelja, najprej nekaj ur plezagen se zZme hraniti. Pritrjanje se 2ae, ko
klop vbode ritek v koZo. Najprej se zarijejo njegove helicererdasirijo ranico za hipostom.
Zobci na hipostomu so obrnjeni nazaj, kar trdnardiriklopa v koZzo (Logar, 1999). Temu
sledi tvorba lepila, ki prepoji rano in se raz&ia kozo v podrge okoli ust. Lepilo je material
iz beljakovin, ki ga izl¢ajo Zleze slinavke. Hitro strjanje lepila pritrdoga na vbodno mesto.
Izlo¢anje lepila traja 2 do 3 dni. Dokler se lepilo plymona ne strdi, se pritrjeni klopi lazje
izpulijo iz koZe. Po tem dolgotrajnem pritrjanjuedi sesanje krvi. Zleze slinavke iz#go
razlicne snovi, kot so antikoagulanti, antihistaminikikalni anestetiki, toksini in encimi, ki
olajSajo sesanje krvi. Zaradi lokalnih anestetikaev necuti, ko klop vbode ritek v kozo.

Po pritrditvi morajo klopi najprej ustvariti novoutikulo, da pripravijo dovolj prostora za
veliko koli¢ino krvi, ki jo bodo izsesali. Zaradi tega klop ars¢ razmeroma dolgo pritrjen (2
do 3 dni, samice pa vse do 13 dni). Podamem hranjenju se masa klopa p@veri licinkah

in nimfah priblizno 10- do 20-krat, za odrasle sanpa lahko tudi od 100- do 120-krat
(Sonenshine, 2005).

Parjenje se w@noma odvija na gostitelju, akajno pred zé&tkom sesanja krviceprav sd.
ricinus lahko pari tudi na rastlinah. Po parjenju in heayl na gostitelju se samica spusti in
pade na tla. Tam pai8 primerno razpoko ali odpadlo listje v gozdu irl@vi svoj obrok.
Potem na varnem kraju izlezedega, od 400 do ¥ekot 20 000 (Sonenshine, 1991).ééa@a
so ovalne oblike in komaj vidna s prostimiesom. Izleganje jagc lahko traja v&tednov,
nakar izZrpana samica pogine. Inkubacijslas jagec traja od par tednov do nekaj mesecev
glede na temperaturo. Po izvalitvi izdeg¢ so IEinke velike od 0,5 do 1,0 mm. Sledi iskanje
prvega gostitelja in njihov prvi obrok krvi, temledi levitev v razvojno stopnjo nimfe. Temu
sledi drugi obrok krvi in dozorevanje v odrasledapla. Odrasla samica je velika 3 do 4 mm,

samec 2,5 mm. Samec lahko oplodi gamic in potem pogine (Gustafson, 1994).
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Slika 1-9Razvojne stopnje kloparicinus. a-nimfa, b-odrasel samec, c-odrasla samica, desamapita s

krvjo gostitelja (Foto: Trilar, 2002).

1.3.2 Glodavci

Mali sesalci, predvsem Zuzkojedi in glodavci, sonpmbni gostitelji virusa KME, saj Zivijo v
podobnem zivljenjskem okolju kot klopi, ki so nanavezervoar in glavni prenasSalci virusa.
Glavna hrana glodavcev sta Zir in zelod, ki stalpl@ bukve in hrasta. Plodovi ne rastejo in
zorijo vsako leto enako obilno, zato je od tegaismiy gostota populacije glodavcev, ki se v
letu obilnega zorenja plodov zelo pdagPucek in sod., 1993). d4su zorenja plodov pride v
blizino dreves veliko divjadi, ki so gostitelji aslih klopov. Ko so na istem podjo v
velikem Stevilu prisotni razini gostitelji in klopi v vseh svojih razvojnih stgh, je krozenje
virusa v naravi najhitrejse (Randolph, 1999). Zyé#o(rovke, krti, jeZi) imajo v nasprotju z
glodavci stabilnejSo populacijo, saj njihovo prestje ni tako méno odvisno odasa zorenja
drevesnih plodov, ker se gisoma prehranjujejo s hrano Zivalskega izvora (Ruoesod.,
1993).

Glavni gostitelji virusa so gozdna voluharidslyodes glareolus), rumenogrla gozdna mis
(Apodemus flavicollis), navadna gozdna mi#\godemus sylvaticus), poljska mis Kicrotus
arvalis), veverica $iurus vulgaris) in jeZ Erinaceus europaeus) (Avsi¢-Zupanc in Petrovec,
1997). NaCeskem, ki prav tako kot Slovenija spada med endamsKkra@ja virusa KME, so
pokazali, da sta rumenogrla mis$ in gozdna volubanigjpomembnejSa gostitelja virusa KME

(Zeman in Januska, 1999). Na zahodu Slovaske sdigatbtitelesa proti virusu KME pri 15
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% rumenogrlih gozdnih miSi in gozdnih voluharic, tem predstavljajo 75 % populacije
glodavcev (Kozuch in sod., 1990). S Studijo v Kosgj z molekularnimi metodami dokazali
evropski podtip virusa KME pri 20 % prostozéie glodavcev (Kim in sod., 2008). Glavni
gostitelji virusa KME v Sloveniji sta gozdna volulta (Myodes glareolus) in rumenogrla mis
(Apodemus flavicolis) (Avsi¢-Zupanc in Petrovec, 1997; Knap in sod., 2012). Kra
sodelavci so ugotovili speatfa protitelesa proti virusu KME pri 5,9 % glodaveceyetih v
Sloveniji v obdobju od leta 1990 do leta 2009. Dmeso, da je v Sloveniji incidenca bolezni

povezana s prevalenco virusa KME pri lokalnih ghadla (Knap in sod., 2012).

1.3.2.1 Krozenje virusa KME med malimi sesalci

Prenos virusa med glodavci lahko poteka vertikahdorizontalno. Vertikalen prenos je
prenos virusa med materjo in potomci ter se lahgode prenatalno ali ponatalno. Pred
rojstvom se zarodki okuzijo transplacentalno, pstvo pa s sesanjem okuzenega materinega
mleka. Horizontalni prenos poteka med Zivalmi vavamed parjenjem (Bakhvalova in sod.,
2009).

Pri glodavcih traja viremija le nekaj dni, a je @jwisoka, da se klopi ob hranjenju lahko
okuzijo (Heigl in Zeipel, 1966). Okuzba gostiteljpoteka po do sedaj znanih podatkih brez
simptomov. Po okuzbi z virusom razvije gostitelesiicna protitelesa proti virusu KME. Za
vzdrZzevanje virusa v naravnih z&il$ je zato potrebno, da je vselej zagotovljeno zaum
Stevilo mladih, za okuzbo dovzetnih Zivali. StaseroloSko pozitivne (imune) zivali nanire
kot rezervoar za virus niso primerne. Mali sesatczato zaradi kratkega generacijskégsa

in visoke reproduktivnosti primeren naravni gogté@usa (Solomon in Mallewa, 2001). Mali
sesalci, ki so ze razvili protitelesni odziv prerusu KME in niso vé viremicni, tudi
omoga@ajo prenos virusa med okuzenim in neokuzenim klgpkinse séasno hranita en ob
drugem (Labuda in sod., 1997). Tak prenos virusernedno hiter in tinkovit. Na mestu
vboda klopa virus najprej vstopi v Langerhansoveeanalega sesalca in potuje v bezgavke.
Tam se prenese v nove limfocite, ki potujejo natmeboda drugega neokuzenega klopa kot

odziv na antigene v slini klopa (Labuda in sod9@)9
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1.3.2.2Rumenogrla mis

Rumenogrla mis (latApodemus flavicollis) je razSirjena po vsej Evropi vse do Skandinavije
na severu, Urala na vzhodu in severozahoda Pikieggs polotoka. V Sloveniji je sploSno
razsSirjena od nizin do nadmorske viSine 1500 mgerajp jo povsod razen v priobalnem pasu
(slika 1-10).

Rep je navadno daljSi od telesa, ima velike dolge uhlje in stopala. Sneznobel trebuh je
ostro omejen od intenzivno rjavega hrbta. Pri nilagvalih prevladujejo sivkasti toni, tudi na
trebuhu. Prek grla se ji pogosto &ezn&ilen sklenjen rumen trak.

Zivi v suhih in toplih, meSanih ali listnatih goadb, kjer je neredko najpogostejsi mali
sesalec. Lahko jo najdemo tudi v iglastih gozdawiina odprtih podrgih. Zlasti jeseni zaide
tudi v stavbe. Drzi se gozdnih tal, vendar tudirdopleza in si ¥asih zgradi gnezdo v drevju
(ali v ptigji gnezdilnici). Zival je zelo hitra in aktivha piesem pond. Prehranjuje se s
semeni in plodovi, vendar v prehrani potrebuje &idalsko komponento. Razmnozuje se od
marca do oktobra. Rumenogrle miSi v naravi Ziviggvet 18 mesecev. Plenijo jih ujede, sove
ter majhne in srednje zveri (KryStufek, 1991).
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Slika 1-10Razsirjenost rumenogrle miggodemus flavicollis) v Sloveniji (KryStufek, 1991).
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1.3.2.3Gozdna voluharica

Gozdna voluharica (latMyodes glareolus) je razSirjena od Pirinejev in Anglije do
Bajkalskega jezera v Rusiji. V Evropi seze na jwge do Apeninov in severne &e, na
severu pa do polarnega kroga. RazSirjena je poSis&gniji, od nizin do nadmorske viSine
2000 m (slika 1-11).

To so manjSe voluharice z razmeroma dolgim repamcé&k je nekoliko bolj zaSiljen kot pri
ostalih voluharicah in ima ¥ge uhlje. Hrbet je intenzivno rderjave barve, trebuh je siv z
rumenimi ali oker odtenki. Rep je dvobarven, zgdeapno rjav, spodaj svetel. Na koncu repa
je ¢op daljsih dlak.

Najdemo jo v listnatih, meSanih in iglastih gozdguarjanskih grmi8h, gostem rastlinju ob
vodah in v zivih mejah. Izjemoma gre tudi v ruSemjg&kameniga. Najpogosteje jo najdemo v
vlaznih nizinskih gozdovih in ob velikih vodnih tokih subpanonskega sveta.

Zivijo predvsem na in v gozdnih tlebeprav tudi dobro pleza. Aktivne so cel dan, pore
bolj kot podnevi. Voluharice so rastlinojede in nag@g uzivajo mehke plodove in semena.
Poleg tega jedo Se glive, mahove, zelene delerrasthevretetarje. RazmnoZuje se od aprila
do oktobra. Mladii so ob rojstvu slepi in goli, sesajo 18 dni in-g 8edni dosezejo spolno
zrelost. Zivljenjska doba je najyd8 mesecev. Plenijo jih vse zveri, ujede in sdyFtufek,
1991).
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Slika 1-11Razsirjenost gozdne voluhariddyodes glareolus) v Sloveniji (KryStufek, 1991).
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1.3.3 Clovek

Na ¢loveka lahko prenesejo virus vse razvojne oblilapél Ogrozeni so predvsem ljudje, ki
zivijo, delajo ali se zadrzujejo v naravnih zaitisvirusa KME, gozdni delavci, taborniki in
vojaki (Monath in Heinz, 1996).

Pokazali so, da je prevalenca virusa KME v klopitistranjenih sloveka, znailno viSja kot
pri nenahranjenih, prosto zi&l klopih vrstel. ricinus na istem podm§u, kar je verjetno
povezano z razlinimi pomnozevalnimi strategijami virusa v klopih sesalskih celicah (Suss
in sod., 2006). Za razliko od glodavceigvek ne razvije dovolj visoke viremije, da bi okuz
klope, in klopi se olsiajno nacloveku ne hranijo v velikem Stevilu ali tako tesdoug ob
drugem, da bi lahko priSlo do prenosa virusa alaseem hranjenju (Labuda in sod., 1993).
Zaradi tega jetlovek opredeljen kot kami gostitelj. Strokovnjaki za evolucijo virusov ta
fenomen razlagajo s kratkotrajno interakcijo medusom KME in ¢lovekom, ter
pomnozevanjem v Se ne prilagojenem gostitelju (BQIA010).

Clovek se z virusom KME lahko okuZi tudi posredneaizivanjem nepasteriziranih ndkgih
izdelkov, saj domé& Zivali (krave, koze, ovce) med viremijo ig&go virus KME v mleko
(Suss, 2003; Cisak, 2010).

1.4 EPIDEMIOLOGIJA OKUZBE Z VIRUSOM KME

1.4.1 Naravna zari&a

Virus KME najdemo le na omejenih podjit, imenovanih zari&, ki so lahko velika od
nekaj kvadratnih metrov do nekaj kvadratnih kiloroet (Suss, 2003; Zeman, 1997). Po
teoriji, ki jo je razvil Evgenij Pavlovsky, je nanao Zari€e zemljepisno podige, kjer je
evolucija vodila do posebnih odnosov med virusorappsSalcem in gostiteljem. Pri déémih
botanénih, zooloskih, podnebnih in geo-ekoloSkih pogojiaravnega zar®& lahko virus
KME krozi med okuzenimi malimi sesalci in klopi. @kske okoligine, v katerih se ohranja
naravno krozenje virusa KME, so kompleksne in krifRandolph in Rogers, 2000; Suss,
2003).
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Nastanek in obstoj naravnih z&rig odvisen od vedejavnikov: podnebnih razmer, gostote in
stabilnosti populacije klopov in gostiteljev, dowzesti gostiteljev, trajanja viremije v
gostiteljin, deleZza imunih gostiteljev, lastnosibtopa (Avst-Zupanc in Petrovec, 1997;
Gustafson, 1994; Heinz, 2007). Naravno ZzZa&rige aktivho, kjer so velike in stabilne
populacije klopov, malih sesalcev in Zuzkojedovjrkajo sinhrono sezonsko aktivnost. Kot
latentno zari®& imenujemo podige kjer ugotovimo prisotnost virusa KME v gostiile)j

bolezen pa se pri prebivalstvu ne izraza (Randiogod., 1999; Randolph in sod 2000).

142 Razsirjenost KME v svetu

Klopni meningoencefalitis (KME) je najpomembnejSkvivirusna okuzba osrednjega
Zivéevja v Evropi in Rusiji (Donoso Mantke in sod., 8p0Virus KME je endenden na
podraiju, ki sega od severa Kitajske in Japonske preksij&w Evropo (Mansfield in sod.,
2009). Zemljepisna razSirjenost podtipov virusapsma z razsSirjenostjo glavnih prenasalceyv,
klopov vrstel. ricinus, ki prenaSajo evropski podtip virusa KME, in kleparste I.
persulcatus, ki prenasajo sibirski in daljnjovzhodni podtippngsa KME (Golovljova in sod.,
2008; Lindquist in Vapalahti, 2008; Petri in so@(10). Na omejenih podiph srednje,
vzhodne in severne Evrope najdemo evropski podtiysa KME. V Rusiji, na severu Kitajske
in na Japonskem najdemo daljnovzhodni podtip virkisE. Sibirski podtip virusa KME
najdemo na endeiih podr@jih sibirskega dela Rusije in na severu Finske. Wispodtipe
virusa najdemo v Baltskih drzavah (Slika 1-13) §k&#ainen in sod., 2006; Golovljova in
sod., 2008; Lindquist in Vapalahti, 2008; Kovalev sod., 2009; Kovalev in sod., 2010;
Jaaskelainen in sod., 2010).

Na svetu je vsako leto prijavljenih 10 000 do 1D @imerov KME, od tega okrog 3000 v
Evropi (Suss, 2003; Donoso Mantke in sod., 2008nhbdobju od leta 2001 do leta 2008 je
bilo zabelezeno 56 617 primerov KME (pov§jesje 7077 na leto), od tega 43 451 primerov v
Rusiji (povpreje je 4306 na leto) in 22 166 primerov v ostaliiaktah Evrope (povpége
2771 na leto) (Arnez in Av&iZupanc, 2009). Drzave z najyje incidenco so Latvija (30
primerov na 100 000 prebivalcev na leto), Rusij@,%2 Estonija (16,5), Slovenija (14) in
Litva (11,2) (Kaiser, 2008). Bolnikov s KME zaenkmai v Veliki Britaniji, na Irskem,
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Islandiji, Belgiji, Nizozemskem, Spaniji in na Pagalskem (Donoso Mantke in sod., 2008;
Siiss, 2011). Stevilo prijavljenih obolenj se v poeanih drzavah iz leta v leto spreminja, kar
je posledica sprememb podnebnih razmer, gostotalpdpge malih sesalcev in gostote
populacije okuzenih klopov. Bolezen je potrebnoexdno prijaviti v 16 drzavah: v 13 drzavah
Evropske unije (AvstrijaCeska, Estonija, Finska, Neija, Grija, MadZarska, Latvija, Litva,
Poljska, Slovaska, Slovenija, Svedska) ter na Nskew, v Svici in Rusiji (Suss, 2008;
Masfield in sod., 2009). Primerjava obdobij od 121661989 in od 1990 do 2007 kaze, da se
je delez obolelih na pod¢u drzav Evrope, razen v Avstriji, posed za okoli 300 % (Suss,
2008; Mansfield in sod., 2009; ArneZ in A¥upanc, 2009). Stevilo prijavljenih primerov
KME z leti narasa in endentina podrdja se razsSirjajo (Suss, 2003).

Pove&ano Stevilo obolelih s KME pripisujejo podnebnimreapembam, ki vplivajo na
zivljenjski cikel klopov in njihovo Sirjenje v bokeverna podiga kot tudi podrgja z visjo
nadmorsko viSino. ZviSevanje povpne temperature in povanje koltine padavin vodita do
pove&anja vlaznosti, kar izboljSa zZivljenjske pogojekiape in glodavce (Siss, 2008). Poleg
podnebnih sprememb prispevajo k poviSanju incideabelelih tudi socialni, politini,
ekoloski, ekonomski in demografski dejavniki (Stig608). Spremembe, kot so poaaje
Stevila nezaposlenih, potemnje prostegd&asa pri ljudeh z visjim ekonomskim standardom in
upokoijitev ljudi z visjim standardom, ki so boljradi in zato tudi bolj aktivni, privedejo, da
se ljudje vse wecasa zadrzujejo v naravi (sprehodi, planinarenmlov, nabiranje gob) in so
tako bolj dovzetni za ugriz klopa. Ponekod se jemdazmanjSanja obdelovanja zemlje in
prepovedi uporabe nevarnih pesticidov g@ale moznost za bivanje glodavcev (gostiteljem
klopov). Potovanja so postala zelo priljubljengmredhodno zelo nedostopna mesta so postala
dostopna, gimer je narasla moznost okuzbe ljudi, ki potujegoendentina podrdja (Sumilo

in sod., 2008a; Siiss, 2008; Sumilo in sod 2008msfield in sod., 2009).
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Slika 1-12Razsirjenost KME in njegovih prenaSalcev. Z&alerekinjenoirto je ozndena meja, ki obkroza

endeméno podrdje (Lindquist in Vapalahti, 2008).

143 Razsirjenost KME v Sloveniji

Slovenija je Ze od leta 1953 znana kot del velikegainjeevropskega endemskega pdjdro
KME. Obvezno prijavljanje bolezni je bilo uvedenetd 1977 (Kraigher in sod., 1996;
Vesnjak-Zmijanec in sod., 1995). Tudi v Slovenijie j pojavljanje klopnega
meningoencefalitisa vezano na naravna &ariki imajo razkéno intenziteto: izredno aktivna
(podraije Mozirja in Kranja, kjer je moznost okuzbe in tda@nja velika), nizko aktivha
(podraije Skofje Loke in llirske Bistrice) in celo latertrzariga (kjer okuzba in obolenje
nista verjetni) (Av&-Zupanc in sod., 1995). Endemsko pafose v Sloveniji raztezaez
severni del Slovenije od Jesenic do Sentilja, jajase v Celjski kotlini, Savinjski dolini na
Gorenjsko, potem do Ljubljanske kotline in napregwdo Cerknice in Postojne ter d¢éwja
(Kraigher in sod., 2010; Av&iZupanc in sod., 2009). Regije z najvidjo stoprijmlevanja
zaradi KME sta Gorenjska in Koroska (slika 1-14ydi&-Vitek in Klavs, 2011). Glede na
velikost ima drzava ne le Stevilne r&nle habitate, temvetudi zn&ilno razlicne podnebne
pogoje na relativno majhni povrsini (Knap in sdD09). V Sloveniji zabelezimo letno okoli
200 - 300 primerov bolezni (Jereb in sod., 2002).
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Slika 1-13Povpreéna letna incidenca KME po regijah v Sloveniji othl2000 do 2009 (GrgiVitek in Klavs,
2011).

Tveganju okuzbe so izpostavljeni ljudje vseh staibsskupin. Struktura zbolelih po spolu
ostaja iz leta v leto skoraj nespremenjena. Delesterih moskih je nekoliko Vg kot delez
Zzensk (Kraigher in sod., 2010). V Evropi je bildl5, 12,9 % vseh potanih primerov
klopnega meningoencefalitisa pri otrocih, mlajsthi® let (Arnez in Av&-Zupanc, 2009). V
Sloveniji je precepljenost otrok izjemno nizka (bkb %) in je incidenca 40-krat ¢@ kot v
Avstriji, kjer je uvedeno cepljenje otrok (Zenzsod., 2005; ArneZ in Av&Zupanc, 2009).
KME je v Sloveniji najpogostejSi vzrok akutnega efaditisa pri otrocih, mlajSih od 15 let in
je najpogosteje dokazana vnwska bolezen, ki se pojavi v Sestih tednih po wbdtbpa
(Cizman in Jazbec, 1993; ArneZ in sod., 2003). Nggveveganje za okuzbo je pri ljudeh, ki
se z&asno ali trajno zadrzujejo na endémh podr@jih. Med take skupine ljudi spadajo
predvsem delavci v kmetijstvu, gozdnem gospodardianih podijetjih, lesno-predelovalni
industriji in gradbenistvu. Veliko Stevilo oboleljb tudi med ljudmi, ki hodijo v gozd zaradi

rekreacije, nabiranja gozdnih sadezev in gob (Kmign sod., 2010).
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1.5 KLINI CNA SLIKA, ZDRAVLJENJE IN PREPREEVANJE OKUZBE

151 Klini éna slika

KME je virusno obolenje osrednjega &nega sistema. \ééa okuzb (70 - 95 %) z virusom
KME poteka asimptomatsko (brez bolezenskih simptomanakov) (Venturi in sod., 2009).
Pri vsaj dveh tetjinah bolnikov, ki kazejo prizaakst osrednjega zéevja, je potek bolezni
dvofazen (Av&-Zupanc in sod., 2009).

Prva, vireména faza bolezni nastopi @ajno 7-14 dni po okuzbi in traja do enega tedna.
Zanjo so znélni nespeciféni, gripi podobni simptomi (vi&@na, glavobol, slabo gotje,
utrujenost in bol&na v Zrelu) in sovpada s prisotnostjo virusa vi Khotri¢-Furlan in sod.,
2002; Gritsun in sod., 2003). Prvi fazi boleznidslasimptomatski interval, ki traja od 2 do 10
dni. Pri 20 do 30 % obolelih bolezen napreduje ugds fazo bolezni, kjer pride do
nevroloSkih zapletov, in ta sovpada z vdorom virusasrednje zivevje (Dumpis in sod.,
1999; Donoso Mantke in sod., 2008). Okuzba osrg@dnj@cevja se lahko kaze kot vnetje
mozganskih ovojnic (meningitis), mozganskega tkiemcefalitis), hrbtenge (mielitis),
korenin Zzivcev (radikulitis) ali kot kombinacija es Stirih (Mansfield in sod., 2009).
Praviloma to fazo spremlja rdan glavobol, slabost, bruhanje, otrdelost vratwiocina
(Avsi¢-Zupanc in sod., 2009). Dolgotrajne ali celo trajnevroloske posledice kot so
glavobol, motnje v zaznavanju, koncentraciji, spamisluhu, koordinaciji, ravnotezju in
delne paralize ali depresija, se pojavijo pri 1058 % bolnikov (Bogow in sod., 2010;
Haglund in Gunther, 2003; AwZupanc in sod., 2009). Smrtnost zaradi KME, ki ga
povzraia evropski podtip virusa KME je 1 do 2 % (MandIQ3).

Pri otrocih je praviloma potek bolezni blazji kat pdraslih. Pri 2 % zbolelih otrok so zaznali
dolgoraine nevroloSke motnje, pri 26 % dolgotrajne konaijske in gibalne motnje in pri
60 % abnormalne encefalograme (ArneZ in Aa&ipanc, 2009). Resnost bolezni n&eas
starostjo in je najviSja pri ljudeh, starejSih dallét (Logar in sod., 2000; Jereb in sod., 2002;
Logar in sod., 2006).

Tudi potek bolezni po zauzitju okuzenega mlekaviefaizen, podoben omenjenemu poteku po
vbodu klopa (Gritsun in sod., 2003). Razlika od k@1 z vbodom klopa je, da se pojavlja
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epideméno, zbolevajo celotne druzine, ne prihaja do teaghiroloskih zapletov in bolniki v
veliki vecini popolnoma okrevajo (Gritsun in sod., 2003).

Smrtnost zaradi KME, ki ga povaf@ daljnovzhodni podtip virusa KME je 20 do 40 %,
popolno okrevanje nastopi le pri 25 % bolnikov. 8rost zaradi KME, ki ga povzéa sibirski
podtip virusa je 2 do 3 % in le pri 2 % poteka siompatsko (Gritsun, 2003; Arnez in AvSi
Zupanc, 2009).

152 Zdravljenje in prepre ¢evanje bolezni

Trenutno ni specifinega zdravila za zdravljenje KME. Zdravljenje bkbv s KME je
simptomatsko in podporno ter je odvisno od izradZesimptomov pri posameznem bolniku.
Bolnike je potrebno nadziraiCe pride do ohromitve dihalnih misic, je potrebntubacija in
umetno predihavanje (Telford in Foppa, 2000; Dumipissod., 1999). Bolezen lahko
prepr&imo z zmanjSanjem moznosti vboda klopa na pgdrokjer je virus KME prisoten.
Preprosti preventivni ukrepi so noSenje primerrbratil (dolgi rokavi in dolge hlae, gladkih
tkanin in svetlih barv, zataknjene v nogavice), napa repelentov, tusiranje in pregledovanije
telesa takoj po obisku gozda ¢m hitrejSa odstranitev pritrjenega klopa z uporgiacete
(Grgic-Vitek in Klavs, 2011). Pomembo je, da pred zaemitjmleko toplotno obdelamo
(Cisak in sod., 2010; Ruzek in sod., 2010).

NajuéinkovitejSi n&in za%ite pred boleznijo je cepljenje. V Sloveniji je pel leta 1986
uvedeno obvezno cepljenje za vse, ki so poklicpostavljeni tveganju za okuzbo in od leta
1990 za dijake in Studente, ki so pri praékih vajah izpostavljeni nevarnosti okuzbe. Od leta
1991 cepivo priporgajo vsem, tudi otrokom, starejSim od enega letZi\kjo ali potujejo v
endeména podrgja (Grgi-Vitek in Klavs, 2011).

Za popolno cepljenje so potrebni trije odmerki gapil do 3 mesece po prvem odmerku sledi
cepljenje z drugim odmerkom, 9 do 12 mesecev podieai cepljenje s tretjim odmerkom.
Da dosezemo ustrezno Z#8 Se preden postanejo klopi aktivni, je najbotids za z&etek
cepljenja v zimskih mesecih. Prvo revakcinacijmpeavi z enim odmerkom cepiva tri leta po
tretiem odmerku, naslednje revakcinacije pa nal@etPri osebah, starejSih od 50 let se

priporaia obnavljanje za&te z revakcinacijo na tri leta. Kljub pot@nemu Stevilu cepljenih v
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zadnijih letih, je delez cepljenih proti KME v Slaoug nizek, okoli 12,4 % prebivalcev (Grgi
Vitek in Klavs, 2011).

V Evropi sta v uporabi dve cepivi, ki vsebujet&Sden antigen virusa KME, pripravljen na
celiéni kulturi pi&angjih fibroblastov, ki je inaktiviran s formalinom (tafson, 1994). Obe
cepivi sta narejeni s sevi virusov KME, ki sodijeevropski potip virusa KME, in obe zaradi
navzkrizne reaktivnosti z&sita proti vsem trem podtipom virusa KME (Holzmammsod.,
1992). Cepivo FSME-Immun® (Baxter GmbH, Dunaj, Aijg} je narejeno na podlagi
avstrijskega seva virusa KME Neudorfl, cepivo EngefChiron Behring) pa je narejeno na

podlagi nemskega seva virusa KME Karlsruhe.

1.6 DIAGNOSTIKA

Pri diagnostiki KME je pomembno vedeti, ali je b&lobiskal kraj, ki je endensen, in ali se
spominja vboda klopa pred pojavom simptomov ozir@iige uzival nepasterizirano mleko
ali mlecne izdelke. Pomemben podatek je tud,je bil bolnik cepljen proti KME ali proti
kateri drugi bolezni, ki jo povzt@jo flavivirusi (virus japonskega encefalitisa,ugrrumene
mrzlice) in kdaj (Holzmann, 2003). Pri laboratdkijgliagnozi uporabljamo vzorce, odvzete
antemortem (serum in likvor) in postmortem (tkiybljolzmann, 2003). Za pravilno diagnozo
pri vrednotenju rezultatov je potrebno in je bistwe sodelovanje zdravnikov ter
laboratorijskega osebja (Arnez in A¥upanc, 2009). Da bi rezultate lahko primerjalidme
razlicnimi drzavami, je potrebno vpeljati standardizira@eoloSke in molekularne teste v vse

evropske drzave (Donoso Mantke in sod., 2008).
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Diagnostika: IV,PCR = seroloske metode —»
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Slika 1-14Diagnostika KME pri dvofaznem poteku bolezni. Keat IV — izolacija virusa, PCR — verizna

reakcija s polimerazo (Holzmann, 2003).

16.1 Neposredno dokazovanje virusa

Za neposredno dokazovanje virusa KME se najpogosigprablja dokazovanje virusne RNA
v vzorcih bolnikov z verizno reakcijo s polimerazaeverzno transkripcijo (RT-PCR, angl.
reverse transcription polymerase chain reaction)REZ-PCR lahko dokazemo okuzbo z
virusom KME pred pojavom spedifiih protiteles (slika 1-14), to je v prvi fazi baltg, v
drugi fazi pa le izjemoma pri redkih bolnikih, ki z2e88etnem obdobju druge faze KME Se
nimajo specifnih protiteles. RT-PCR je primeren tudi za dokazggavirusa KME v tkivih
oseb, ki umrejo kmalu po zetku KME (Holzmann, 2003; Saksida in sod., 2005n@xm
Mantke in sod., 2008; ArneZ in AwsZupanc, 2009). Z RT-PCR lahko dokaZzemo virus brez
predhodne osamitve tudi pri prena3alcih in gogitit¢Avsic-Zupanc in Poljak, 1993).

Za neposredno dokazovanje virusa lahko uporabirddo metodo osamitve virusa iz kuznin
bolnika. Ta metoda ni primerna za hitro diagnostkazbe, saj j€asovno zamudna, tekinio
zahtevna in razmeroma nevarna. Virus lahko osanemaorcev krvi, likvorja, redkeje urina
in blata (Avst-Zupanc in Poljak 1993; Holzmann, 2003).
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1.6.2 Posredno dokazovanje virusa

V rutinski diagnostiki najpogosteje uporabljamo iemko imunsko metodo (ELISA, angl.
enzyme linked immunosorbent assay) in imunoflueasw metodo (IFA, angl.
immunofluorescence assay). Testa temeljita na dnleagu specitinih protiteles razreda IgM
in IgG v serumu ali likvorju bolnika (Holzmann, 28)0 Protitelesa se praviloma pojavijo
hkrati z nevroloSkimi simptomi (slika 1-15). Pret#sa razreda IgM lahko zaznamo v serumu
do Sestega dne po nastopu nevrolosSkih simptomgihifahko s testi dokazemo do nekaj
mesecev po akutni okuzbi. Protitelesa razreda Ig&tkjo najvisjo vrednost okrog Sestega
tedna po okuzbi in jih lahko v serumu dokazemo ¥sdienje. Zaradi tega prepiejejo
ponovno okuzbo (Mansfield in sod., 2009). V serucapljenih oseb lahko tudi do deset
mesecev po cepljenju zaznamo spédiprotitelesa razreda IgM (Holzmann, 2003).

Dokaz samo protiteles razreda IgM ni zadosten zgrdizo, potrebno je dokazati tudi
protitelesa razreda IgG.e so prisotna le IgM protitelesa testiranje ponavitaz 1-2 tedna
(Holzmann, 2003)Ce v serumu bolnika dokazemo samo sp&uifiprotitelesa razreda 1gG, so
ta lahko rezultat brezsimptomske okuzbe, imunskedaiva po uspeSnem cepljenju ali
navzkrizno reaktivnih protiteles. Nastanek navazkoizZreaktivnih protiteles izzovejo ostali
flavivirusi in cepiva proti njim, saj je virus KME njimi antigensko soroden (Holzmann,
2003). Da bi potrdili pozitiven rezultat testa ERS je Wasih potrebno narediti
nevtralizacijski test, ki je najbolj tipsko speédn seroloski test (Holzmann, 2003).

Tezave pri diagnozi se pojaviljajo pri osebah, ki dmwlele kljub popolnem ali delnem
cepljenju. Pri teh bolnikih se imunski odziv pojaxizamikom in je potrebno za dokaz
specifenih protiteles razreda IgM odvzeti serumski vzot€cdni po pojavu simptomov. Pri
teh primerin potrdimo diagnozo z dokazom intratekaltvorbe speciénih protiteles
(Holzmann, 2003; ArneZ in AwsiZupanc, 2009).
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2 NAMEN DELA (CILJI, HIPOTEZE)

Slovenija je endemsko podie za KME. ki ga povzrga evropski podtip virusa klopnega
meningoencefalitisa. Virus se v naravi ohranja&&njem med naravnimi gostitelji, kot so
mali sesalci in divjad ter klopi, ki so prenaSaltiusa. Virus KME je flavivirus, ki ima,
podobno kot ostali RNA virusi, visoko pogostost auift in zaradi tega potencial za hitro
evolucijo (Lundkvist in sod., 2001). Majhno Stevilwukleotidnih in/ali aminokislinskih
sprememb ima lahko velik vpliv na razlike v virubervirusa. Ni znano, ali se v Sloveniji
pojavljajo genetske razice KMEV in ¢e se, katere so.

Namen doktorske naloge je ugotoviti, ali obstajageka raznolikost virusa KME v Sloveniji.

V ta namen smo postavili naslednje hipoteze:

* V Sloveniji obstajajo genetske raitie virusa KME.
* Genetska variabilnost virusa KME je v Sloveniji 2@pisno razporejena.

* Med prenaSalci oziroma gostitelji prevladuje eng&aetska razalica virusa KME, ki
je omejena na posamezna ekoloska pgdro
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3 MATERIALIIN METODE

3.1 MATERIALI

Raziskava je bila sestavljena iz treh delov. V pnwaelu smo protevali klope, v drugem
glodavce in v tretiem bolnike, obolele s KME.

3.1.1 Klopi

Klope smo nabirali na osmih daélenih lokacijah. VV¢asu aktivnosti klopov smo v eno-
mesenih presledkih z metodo zastave nabirali klope rE&kem rastlinju in grmievju.
Klope smo nabirali od aprila do novembra leta 2085 februarja do decembra leta 2006,
od januarja do decembra leta 2007 in od januarjektizbra leta 2008.

3.1.1.1 Izbor lokacij

Lokacije smo doléili glede na stopnjo endetmosti naravnega Zzati&8 KME v preteklosti
in danes. Natame podatke o primerih KME smo pridobili z InStitta varovanje zdravja
Republike Slovenije in v Laboratoriju za diagnost#oonoz, InStituta za mikrobiologijo in
imunologijo, ki rutinsko testira vzorce bolnikov KME. Izbrali smo osem lokacij (Tabela
3-1). Lokacije Sodrazica, Rakovnik, Mozirje in Kaiia Bistrica so na pod¢u z velikim
Stevilom obolelih s KME. Lokaciji Stefanja gora @solnik sta na podigu z velikim
Stevilom obolelih s KME in sta bili izbrani zaradsje nadmorske viine. Lokac{jirni Kal

in Murska Suma sta bili izbrani, ker je na teh @gfin zelo malo bolnikov s KME.
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Tabela 3-1 Podatki o izbranih lokacijah

Zemljepisna Zemljepisna Nadmorska

Lokacija Sirina dolzina vigina Razlog izbire

Crni Kal 13°51" 45°32' 144 m V preteklosti nizka ypaienca- nizka danes
SodraZica 14°45' 45°45' 533 m V preteklosti nizkevplenca- visoka danes

'\Sﬂajr:]s:a 16°30' 46°29' 154 m V preteklosti nizka prevalenuaka danes

Rakovnik 14°22' 46°08' 326 m Srednja prevalenceeteflosti- srednja danes
Mozirje 14°57' 46°19' 377 m V preteklosti visokapalenca- visoka danes
gie;rtrrlinciika 14°35' 46°19' 592 m V preteklosti visoka prevalendsoka danes

Stefanja gora  14°28' 46°17 678 m Enako kot Kamanbiktrica — vi§ja nadmorska viSina
Osolnik 14°20' 46°08' 672 m Enako kot Rakovnik §jaZinadmorska viSina

3.1.1.2Metoda zastave

Metoda zastave je najpogosteje uporabljena metadaabiranje klopov z vegetacije
(Sonenshine, 1993). Zastavo smo naredili tako, ma sa leseno palico pritrdili belo
bombazno tkanino velikosti 1 anKlopi so se pritrdili na zastavo, ko smo jo viefb
rastlinju in grméevju. Zbiranje smo izvajali na gozdnih robovih imetranjosti gozda na
podraiju vsaj 100 M. Po priblizno vsakih 2,5 metra ¥enja zastave smo jo obrnili in
preverili prisotnost klopov. S sesalno napraveosrkio jo izdelali sami, smo pobrali klope z
zastave. Klope smo do obdelave hranili pri 4 °Cogqulicah, v katere smo dodali vlazen
list ali navlazen kos statevine, ki je $itil klope pred hitro izsusitvijo. Tako hranjeninliao
klopi prezivijo od dva do tri tedne.

3.1.1.3Razkuzevanije in identifikacija klopov

Klopi imajo zn&ilen eksoskelet iz hitina. Na povrSini klopov séha@ mnogo netanih

organizmov in umazanij. Zato je potrebno klope ppedmitvijo celokupne RNA ustrezno
obdelati (Sparagano in sod., 1999). Klope, ki $ioshranjeni pri 4 °C, smo najprej prenesli
za pet minut v 70 % etanol in po potrebi z njihtcalsli umazanijo. Nato smo jih spirali v

sterilni destilirani vodi dve do tri minute. Preddaljnjo obdelavo smo vzorce klopov
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identificirali glede na vrsto klopa, razvojno stgpmn spol. Klope smo kali v smiselne
skupine: odrasle smodidi po spolu in v skupine po 5, nimfe v skupine p0, larve v

skupine po 30. Vzorce smo do nadaljnje obdelavarsihpri — 20 °C.

3.1.2 Glodavci

Glodavce smo lovili v sodelovanju s Prirodoslovnimuzejem Slovenije. Vzdéenje
glodavcev utéeno poteka Ze od leta 1990. Terensko delo je plotelekrat na leto, takrat
ko je priakovana najviSja gostota populacije malih glodavig@gazno spomladi in zgodaj

jeseni).

3.1.2.1lov z zivolovkami

Lovili smo male gozdne glodavce z Zivolovkami tigherman ali Elliot. Zivolovke smo
napolnili z vato in vabo. Vata nudi ujetim Zivalimavetje in tako zviSa odstotek prezivetja.
Za vabo smo uporabili meSanico ovsenih k@swiin konzerviranih sardel, ki s svojim
zn&ilnim vonjem prekrijejo vonj pasti. Pasti smo padji v poznih ve&ernih urah, saj so
Zivali aktivne predvsem v gaemcasu. Vsako nbsmo namestili 150 pasti neposredno ob
luknjah v zemlji ali ob podrtih drevesih, da bi jm bolj priblizali naravnemu gibanju

malih glodavcev. Zgodaj zjutraj smo pasti pobnalujete zZivali takoj prenesli v laboratorij.

3.1.2.2Meritve in Zrtvovanje glodavcev

Glodavce, ki smo jihcez n& ujeli v naravi, smo v laboratoriju previdno v dkiaz
zagitnimi ukrepi (zasitne halje, maske in rokavice) obdelali. Ujetimaim smo doldili
spol in vrsto, nato smo jih izmerili (velikost, dolo repa, stopala in uhlja), potem smo jih
stehtali in odstranili morebitne zajedavce. Zivaino potem Zrtvovali in jim steriino
odvzeli kri in organe (srce, pla, jetra, ledvice, vranica, @& mehur). S pom§o

steklenih cevk smo odvzeli tudi vzorec mozganowviadan&ina odvzema ne moremo
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vedeti, kateri del mozganov smo preiskovali. Kriosnato centrifugirali in 18ili serum, ki
smo ga shranili pri — 20 °C. Ostale zbrane magesgaio shranili pri — 80 °C.

3.1.3 Vzorci bolnikov

V raziskavo smo VKkljéili vzorce krvi, tkiv in serumov bolnikov s KME, lgo bili poslani v
Laboratorij za diagnostiko zoonoz InStituta za mikologijo in imunologijo v obdobju od
leta 2000 do leta 2011.

3.1.3.1lzbira vzorcev

Izbrali smo vzorce bolnikov, kjer smo imeli na \wlysaj tri vzorce krvi. Izbrali smo tiste,
pri katerih v prvem vzorcu po seroloskih preiskamabilo prisotnih protiteles proti virusu
KME. Drugi vzorec je bil odvzet teden dni po prvemorcu in smo v njem po seroloskih
preiskavah potrdili prisotnost speciiih protiteles razreda IgM proti virusu KME. Tretji
protiteles razreda IgM in poviSan titer spegifh protiteles razreda IgG proti virusu KME.
Za raziskavo smo od teh treh vzorcev istega bolagarabili prvi vzorec, ki je bil odvzet v

viremi¢ni fazi KME.
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3.2 METODE

3.21 Osamitev celokupne RNA

Celokupno RNA smo osamili po izboljSani metodi Cleagnskega in Sacchija, ki jo pri
uporabi reagenta TRIZdlin TRIzof’LS pripor@a proizvajalec reagenta Invitrogen Life
Technologie§” (Carlsbad, Kalifornija, ZDA) (Chomczynski in Satchi987). Metoda
temelji na fenol-kloroform-alkoholni osamitvi cel@ne RNA iz vzorcaTRIzol Reagent
(raztopina gvanidin izotiocianata, fenola in ostatiomponent) &ti izolirano RNA pred
RNAzami, ohranja integriteto RNA, kljub temu, dadregomogenizacijo razgradi celice in
celicne komponente. Izolirana RNA ne vsebuje beljakamidNA. Delo smo izvajali v

bioloski komori za varno delo Il. stopnje.

3.2.1.10samitev celokupne RNA iz klopov

Vzorce klopov, ki so bili shranjenih pri -20 °C, emajprej pripravili za homogenizacijo.
Odrasle klope smo pred homogenizacijo prenesli bgktno stekelce, ki smo ga
predhodno obrisali z absolutnim etanolom. S steniliskalpelom smo jih prerezali na
polovico. Eno polovico smo shranili v sterilno pdem in jih tako pripravljene shranili za
potrebe nadaljnih raziskav. Polovice petih odradflbpov smo zdruzili, razrezali s
skalpelom in Se dodatno mehansko homogeniziraliparaesaom Tissue Lyser (Retsch
Qiagen) v 300 pl filtriranega fosfatnega pufra (PB®gl. Phosphate Buffer Saline).
Vzorce nimf in larv smo tudi mehansko homogenizirahparatom Tissue Lyser (Retsch
Qiagen) v 300 ul filtriranega fosfatnega pufra.

V vseh primerih smo 100 pl homogenata uporabilogamitev RNA, preostalih 200 pl
smo shranili za nadaljnje raziskave.

Opis postopka

e 100 pl homogenata smo prenesli v sterilno plasti 1,5-mililitrsko epruveto

(Eppendorf, Nerja) in mu dodali 300 pl reagenta TRIZolMeSanico vzorca in
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TRIzola smo dobro premesali ter inkubirali 5 mipuk sobni temperaturi. S tem smo
lizirali celice, nukleoproteinski kompleksi pa szpadli.

Po inkubaciji smo meSanici dodali 60 pl klorofornf@HCl;) (Merck, Nentija),
sunkovito pretresli in premesali na vibracijskenmsairiku. Inkubirali smo 10 minut pri
sobni temperaturi (po petih minutah inkubacije sgacse enkrat sunkovito pretresli in
premesali na vibracijskem mesSalniku).

Po inkubaciji smo vzorce centrifugirali 15 minut gr°C in 15 000 obratih/minuto.

Po centrifugiranju smo v epruvetki dobili tri plagtpodnja fenol - kloroformna plast z
raztopljeno DNA in preostalimi gestocami, srednjo plast, v kateri so beljakovine in
lipidi, ter zgornjo vodno plast z raztopljeno RN¥odno plast smo previdno prenesli v
novo 1,5-mililitrsko epruveto.

Vodni fazi smo dodali 150 pl izopropanola (Merclerija), ohlajenega na -20 °C in
dobro premesali, centrifugirali 15 minut pri 4 4€15.000 obratih/minuto.

Po centrifugiranju RNA precipitra na dnu in stenapruvete. Odstranili smo
supernatant, dodali 300 pl 75 % etanola, ohlajemege20 °C. Vsebino epruvete smo
dobro premesSali na vibracijskem meSalniku in cémditali sedem minut pri 4 °C in
12 000 obratih/minuto.

Previdno smo odstranili supernatant in RNA susilbdprtih epruvetah v komori ob
toku zraka priblizno 25 minut.

Osuseno RNA smo raztopili v 30 — 35 ul vode breARNavtoklavirana, deionizirana,
ultrafiltrirana, destilirana voda brez RNAz).

Raztopljeno RNA smo shranili pri -20 °C do nadj@japorabe.

3.2.1.20samitev celokupne RNA iz organov glodavcev

Za osamitev celokupne RNA glodavcev smo uporabibree vranice, ledvic in mozganov.

Vranice glodavcev, ki so bile shranjene pri — 80, %no najprej pripravili za

homogenizacijo. Na objektno stekelce, ki smo gadippeno obrisali z absolutnim

etanolom, smo s sterilnimi pincetami prestavilinica. S sterilnim skalpelom smo odrezali

koXek tkiva (~ 25 mg) in ga prestavili v sterilno 2lifitrsko epruveto (Eppendorf,
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Nemtija). Preostanek organa smo shranili pri -80 °@aaebe nadaljnih raziskav. Na enak

natin smo pripravili homogenate iz ledvic glodavcev.

Vzorce mozganov, ki so bili v steklenih cevkah sigai pri -80 °C, smo za

homogenizacijo pripravili tako, da smo steklenekeepolozili na objektno stekelce, ki smo

ga predhodno obrisali z absolutnim etanolom. Cesrtko objeli s stagevino in previdno
odlomili ko&ek, v katerem je priblizno 25 mg tkiva. Steklenwla® v kateri se nahaja
vzorec mozganov, smo prestavili v sterilno 2-ntillko epruveto. Ostale cevke smo
shranili pri -80 °C za potrebe nadaljnih raziskav.

Koscku tkiva (vranica, ledvica ali mozgani) v steriRvmililitrski epruveti smo dodali 200

pl filtriranega fosfatnega pufra in ga mehansko bgemizirali z aparatom Tissue — Lyser

I (Qiagen, Hilden, Nerija). V vseh primerih smo 200 pl homogenata updirata

osamitev celokupne RNA.

Opis postopka

e V epruveto z 200 ul homogenata smo dodali 600 plizdlR. MeSanico smo dobro
premesali in inkubirali 5 minut pri sobni tempermratu

* Po inkubaciji smo mesSanici dodali 120 pl kloroformsankovito pretresli in premesali
na vibracijskem mesSalniku. Inkubirali smo 10 miputsobni temperaturi.

* Po inkubaciji smo vzorce centrifugirali 15 minut pr°C in 15 000 obratih/minuto.

* Po centrifugiranju smo vodno fazo previdno prenesiovo 1,5-mililitrsko epruveto in
dodali 300 ul izopropanola, ohlajenega na -20 °@hrd premesali, centrifugirali 15
minut pri 4 °C in 15 000 obratih/minuto.

* Po centrifugiranju smo odstranili supernatant, R&Ao sprali s 600 ul 75 % etanola,
ohlajenega na -20 °C. Vsebino epruvete smo dobemes$ali na vibracijskem
mesalniku in centrifugirali sedem minut pri 4 €12 000 obratih/minuto.

e Previdno smo odstranili supernatant in RNA susilbdprtih epruvetah v komori ob
toku zraka priblizno 25 minut.

e OsuSeno RNA smo raztopili v 30 — 35 pl vode bre ARN

* Raztopljeno RNA smo shranili pri -20 °C do nad@japorabe.
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3.2.1.30samitev celokupne RNA iz vzorcev bolnikov

3.2.1.3.1 Osamitev celokupne RNA z reagentom TRf1®

Z reagentom TRIzSLS, ki je reagent za izolacijo celokupne RNA izd&k vzorcev, smo
izolirali celokupno RNA iz Kklinénih vzorcev krvi in serumov. Za izolacijo smo uguaha
200 pl seruma ali polne krvi, ki smo jo prenestiterilno plastino 1,5-mililitrsko epruveto.
Uporabljali smo enak postopek, kot je opisan pamigvi celokupne RNA iz organov
glodavcev (3.2.1.2), le da smo namesto TRizehgentaiporabili TRIzofLS reagent.

3.2.1.3.2 Avtomatska osamitev virusne RNA v delovni post&ilEAdvanced XL

Iz klini¢nih vzorcev serumov smo za osamitev virusne RNAalpb avtomatsko osamitev
s komercialnim kompletom reagentov EZ1 Virus Mini ¥2.0 (Qiagen, Hilden, Ned&ija).
Osamitev smo izvedli po navodilin proizvajalca. t@pgk izolacije je sestavljen iz Stirih
korakov: proteoliza seruma ali plazme s protein&an inaktivacija RNaz, vezava
nukleinskih kislin na silika povrsino magnetnih @al, spiranje vezanih nukleinskih kislin
z dvema spiralnima pufroma in etanolom ter elumjascenih nukleinskih kislin z
elucijskim pufrom.

Za osamitev, ki poteka pri sobni temperaturi v delgostaji EZ1 Advanced XL (Qiagen,
Hilden, Nengija), smo uporabili 200 pl seruma. RNA smo eluiralb0 pl elucijskega

pufra. Do nadaljnje uporabe smo vzorce shranili20i°C.

Zaradi omejene kaline izhodi§nega vzorca in zaradi malih elucijskihn volumnov

osamljene RNA nismo merili koncentracije le-te.
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3.2.2 Preverjanje uspesnosti osamitve klopne RNA

Uspesnost osamitve celokupne RNA smo preverili dZzme reakcijo s polimerazo z
reverzno transkripcijo (RT-PCR) samo pri vzorcih RNsamljene iz klopov, saj pri teh
vzorcih celokupna osamljena RNA ni bila vidna sgtima aiesom v nobenem koraku
osamitve RNA. Uporabili smo reagente iz komercigmekompleta Access RT-PCR
System (Promega, Madison, WI, ZDA) inc¢etna oligonukleotida F-16sixodes in R-
16sixodes, ki v genomu klopla ricinus nalegata na gen za 16S rRNA (Schwaiger in
Cassinotti, 2003) (Tabela 3-2).

Tabela 3-2 Nukleotidna zaporedjatemih oligonukleotidov za preverjanje uspesSnostinaitve klopne RNA.

_ _ mesto
nukleotidno zaporedje 3—3’ )
naleganja

F-16sixodes AAA AAA ATA CTC TAG GGA TAA CAG CGT AA  254-282
R-16sIxodes ACC AAA AAA GAATCC TAATCC AACA 327-351
# nukleotidno zaporedije za 16S ribosomsko RNA klopédes ricinus (Z97882).

Reakcijska meSanica s konm volumnom 50 pl je vsebovala AMV/Til 5x reakdijs
pufer, MgSQ, meSanico dNTP-jev, dva oligonukleotidnatetamika (F-16slxodes in R-
16slxodes), AMV reverzno transkriptazo, Tfl polimmeo DNA, ddHO in RNA, osamljeno
iz klopov.
Pomnozevanje je potekalo v cikliem termostatu Primus 96 plus (MWG Biotech Inc.
North Carolina, ZDA).
Temperaturni cikli so si sledili: eno uro pri temairi 42 °C je potekal reverzni prepis
RNA v komplementarno DNA (cDNA). Dve minuti pri tgrraturi 94 °C je potekala
inaktivacija reverzne transkriptaze irtéwanje nastale dvovijaice RNA-cDNA. Sledilo je
35 ciklov reakcije:

* denaturacija cDNA: 30 sekund pri 94 °C

» pripenjanje zé&etnih oligonukleotidov: 30 sekund pri 40 °C

» podaljSevanje z#&tnih oligonukleotidov: 45 sekund pri 68 °C

* na koncu Se ohlajanje reakcijske meSanice pri 4 °C.
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Z elektroforezo v agaroznem gelu smo preverili mémpst pomnozenega pridelka, ali je
bila osamitev klopne RNA uspeSna (Schwaiger in iBa#is 2003).

3.2.3 Preverjanje prisotnosti RNA virusa KME z RT-PCR v realneméasu

Z metodo RT-PCR v realnegrasu smo iz velikega Stevila vzorcev osamljene cglok
RNA prepoznali vzorce, ki vsebujejo RNA virusa KMBEporabili smo reagente iz
komercialnega kompleta SuperScHptlll Platinunf” One-Step Quantitative RT-PCR
System (Invitrogen, Life Technologie§ Carlsbad, Kalifornija, ZDA) in z@tna
oligonukleotida F-TBE1 in R-TBEL, ki nalegata nangkodiraj@éo regijo genoma virusa
KME in pomozujeta 67 baznih parov dolg odsek (Sagerain Cassinotti, 2003) (Tabela 3-
3).

Za dokaz virusne RNA smo uporabili zelocabljiv detekcijski sistem, pri katerem je
spodnja meja detekcije pet kopij na reakcijo. Reklereakciie PCR zaznamo po
fluorescetinem signalu specifne TagMan lovke TBE-Probe-WT. Lovka TBE-Probe-WT
je na 5 koncu ozn&ena s fluorescentnim barvilom FAM (6-karboksi-flascein), na '3
koncu pa ima dusSilec TAMRA (6-karboksitetrametilandain) (Tabela 3-3).

Tabela 3-3 Nukleotidna zaporedjatemih oligonukleotidov in lovk za RT-PCR v realnéasu

nukleotidno zaporedje 3—3' mesto naleganja
F-TBE 1 GGG CGGTTCTTGTTC TCC 11054 - 11071
R-TBE 1 ACA CAT CACCTCCTT GTC AGACT 11099 - 11121
TBE-Probe-WT TGA GCC ACC ATC ACC CAG ACA CA 11073 - 11085
YFP3 ATC GTT CGT TGA GCG ATT AGC AG 1€

® nukleotidno zaporedje virusa KME sev Neudoerfl 7425);
¢ lovka za zaznavanje pomnoZevanja interne konftGle
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3.2.3.1Interna kontrola za RT-PCR v realn€asu

Interno kontrolo (IC, angl. internal control) smeedli, da bi potrdili, da v RT-PCR
reakciji v realnentasu ni prislo do zaviranja reakcije. Pomaga namivd&zno negativne
rezultate. Pripravili smo jo iz izdelanega sinteiga RNA prepisa, ki je sestavljen iz
tarknega zaporedija divjega tipa virusa KME, v katersem@ vstavili alternativnho vezavno
mesto za lovko interne kontrole, ptemer smo prekinili vezavno mesto za virusno
specifiéno lovko (Drosten et al., 2006). Uporabili smo rexatg iz komercialnega kompleta
pCR 2.1-TOPO TA cloning reagent set (Invitrogen eLiTechnologie®', Carlsbad,
Kalifornija, ZDA). Pridelek PCR, pomnozen z izbramizaetnimi oligonukleotidi, smo
vstavili v plazmidni vektor pCR 2.1-TOPO TA in Klioali v E. coli. 1z bakterijske kulture
smo osamili plazmidno DNA, ki je vsebovala vstanljpridelek PCR. S spedifiimi
zatetnimi oligonukleotidi, ki nalegajo na plazmidno BNnh vsebujejo promotorsko mesto
za T7 polimerazo, smo pomnozili vstavljen pridelPER. V naslednjem koraku smo
uporabili T7 polimerazo, ki je prepisala vstavljerodukt PCR iz DNA v RNA. Sledilo je
ciscenje prepisov RNA in spektrofotomemo merjenje njihove koncentracije. Pripravili
smo ustrezno re&tho interne kontrole, ki ne bo zavirala pomnoZzeeamjorebitno prisotne
RNA virusa KME. Za detekcijo interne kontrole snabriali speciftno lovko YFP3, ki je
na 3 koncu ozn&ena s barvilom JOE, nd Boncu pa ima duSilec TAMRA (Tabela 3-3).
Interno kontrolo in lovko za interno kontrolo smodali v vsako reakcijsko meSanico za
preverjanje prisotnosti RNA virusa KME z RT-PCRealnemcasu.

3.2.3.2RT-PCR v realneniasu

Reakcija je potekala v aparaturi Rotor Gene (Corlptsearch, Sidney, Avstralija).
Speciféne lasnosti zgetnih oligonukleotidov in sond TagMan omaég® s@&asno
pomnozevanje in detekcijo divjega tipa virusa iteine kontrole. Reakcijska meSanica, s
koncnim volumnom 25 ul je vsebovala 2-krat koncentrrareakcijsko mesSanico, ki
vsebuje ustrezen pufrski sistem, MgS@NTP-je in stabilizatorje, dva oligonukleotidna
zatetnika (F-TBE1 in R-TBE1), lovki TBE-WT in YFP3, terno kontrolo, encim SSllI
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RT/Platinum Tag Mix (Invitrogen, Life Technologi®s Carlsbad, Kalifornija, ZDA),

ddH,O in RNA, osamljeno iz klopov, glodavcev ali vzordelnikov.

Temperaturni cikli so potekali po naslednjem vretneedu: najprej je potekal reverzni

prepis RNA v cDNA, in sicer 30 minut pri 42 °C. 8i je inaktivacija reverzne

transkriptaze SS Il in aktivacija Platinum Tagqip@raze: 4 minute pri 95 °C in 40 ciklov

reakcije:

e denaturacija: 15 sekund pri 95 °C

« prileganje z&etnih oligonukleotidov in sond, podaljSevanjeiteaga odseka: 1 minuta
pri 60 °C.

Po korgani reakciji smo analizo rezultatov opravili n&uaalniku. Kot pozitivne rezultate

smo upostevali tiste vzorce, ki so presegli lifijmrescetinega praga (Ct) in jih primerjali

Z rezultatom pozitivhe kontrole.

3.24 Pomnozevanje dela genoma virusa KME neposredno izercev klopov,
glodavcev in bolnikov

Vzorce celokupne RNA, ki so bili pozitivni pri prejanju prisotnosti RNA virusa KME z

RT-PCR v realnentasu, smo uporabili za pomnoZzevanje dveh delov ganorasa KME,

ki nosita zapis za beljakovini NS5 in E. Da bi pti pridelke PCR, primerne za

sekveniranje, smo izvedli enostopenjski RT-PCRgnezdeni PCR.

Za optimizacijo metode RT-PCR za posamezni pé&etnéh oligonukleotidov smo uporabili

naslednje komercialne komplete reagentov:

* Access RT-PCR System (Promega Corporation, MadiZDA)

e SuperScript® 1l One-Step RT-PCR System with Platm® Taq DNA Polymerase
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, KalifomiZDA)

e SuperScript® 1lll One-Step RT-PCR System with Plat® Taq High Fidelity DNA
Polymerase (Invitrogen Life Technologies, Carlsb€alifornija, ZDA)

» Qiagen OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden, Nga)

Za optimizacijo metode vgnezdena PCR smo uporatitiercialne komplete reagentov:

e Platinum® PCR SuperMix (Invitrogen Life Technologii€arlsbad, Kalifornija, ZDA)
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« ABgené PCR Master Mix (ABgerie Epsom, Velika Britanija)

+ KOD Xtremé™ Hot Start DNA Polymerase (NovadenEMD Chemicals, Inc.,
Madison, WI, ZDA).

3.2.4.1PomnoZzevanje dela genoma za zapis beljakovine Ng&avKME

3.2.4.1.1 Izbira z&etnih oligonukleotidov

Za pomnoZzevanje krajSega dela genoma za zapisktelig NS5 smo uporabili ze
objavljene z&etne oligonukleotide FSM1, FSM2, FSM3 in FSM4 (Fharher-Stockl in
sod., 1995) (Tabela 3-4). S parom zunanjiteiaih olgonukleotidov FSM1 in FSM2 smo
pomnozevali 357 baznih parov dolg dair odsek. FSM3 in FSM4 oligonukleotida se
pripenjata znotraj ténega dela FSM1 in FSM2 &atnih oligonukleotidov in pomnoZujeta
252 baznih parov dolg odsek DNA.

Za pomnoZevanje daljSega dela genoma za zapiskbele NS5 smo uporabili ze
objavljena z#&etna oligonukleotida TBE-7547 in TBE-c8732, ki pamjeta 1165 baznih
parov dolg odsek DNA (Kuja in sod., 2010) (Tabela 3-4).

Tabela 3-4 Nukleotidna zaporedja¢emih oligonukleotidov za dotevanje nukleotidnih zaporedij za del

genoma za zapis beljakovine NS5.

nukleotidno zaporedje 3—3’ mesto _
naleganijd’
FSM1 GAG GCT GAA CAA CTG CAC GA 7687 - 7706
FSM2 GAA CAC GTC CATTCC TGATCT 8024 - 8044
FSM3 ACG GAA CGT GAC AAG GCT AG 7748 — 7768
FSM4 GCT TGT TAC CAT CTT TGG AG 7980 - 7999
TBE-7547 CTG ACACGT TGT GGACGA TG 7547 - 7567
TBE-c8732 AAC ACT CTC TGC TGT CCG AAA G 8732 - 8754

4 nukleotidno zaporedie virusa KME sev Neudoerfl 7495).
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3.2.4.1.2 RT-PCR krajSega dela genoma za zapis beljakovirle NS

Za pomnozevanje krajSega dela genoma za zapiskbele NS5 smo uporabili
komercialen komplet reagentov Access RT-PCR Sygnomega Corporation, Madison,
ZDA) in z&etna oligonukleotida FSM1 in FSM2. PomnoZevanj@géekalo v aparaturi
Eppendorf Mastercycl@ pro (Eppendorf, Hamburg, Neija). Reakcijska meSanica s
koncnim volumnom 50 pul je vsebovala 10 pl 5-krat koridesmega reakcijskega pufra, 4
ul 25 mM MgSQ, 4 ul 10 mM dNTP meSanice, 1 pkeénega oligonukleotida FSM1 (50
pmol/ul), 1 pl z&etnega oligonukleotida FSM2 (50 pmol/ul), 1 pl emziAMV reverzne
transkriptaze (5 enot/pl), 1 pl encima Tfl DNA poéraze (5 enot/pl), 23 pl sterilne
deionizirane vode in 5 pl vzorca RNA.

Temperaturni cikli so si sledili: eno uro pri temgteiri 42 °C je potekal reverzni prepis
RNA v cDNA. Dve minuti pri temperaturi 94 °C je pd#hla inaktivacija reverzne
transkriptaze in lgevanje nastale dvovijaice RNA-cDNA. Sledilo je 35 ciklov reakcije:

* denaturacija cDNA: 30 sekund pri 94 °C

» pripenjanje zé&etnih oligonukleotidov: 30 sekund pri 40 °C

* podaljSevanje z#tnih oligonukleotidov: 45 sekund pri 68 °C

* nakoncu pa Se ohlajanje reakcijske meSanice {iZi. 4

Pridelke PCR smo shranili pri 4 °C za nadaljnjonapo.

3.2.4.1.3 Pomnozevanje krajSega dela genoma za zapis beijekb\s5 z vgnezdenim
PCR

Pridelke RT-PCR reakcije smo nato pomnozevali ooetvgnezdenega PCR z notranjima
zatetnima oligonukleotidoma FSM3 in FSM4. Za to smmrnapili komercialni komplet
reagentov ABgerfePCR Master Mix (ABgerieé Epsom, Velika Britanija). PomnoZevanje
je potekalo v aparaturi Primus 96 plus (MWB Biotektt., North Carolina, ZDA).
Reakcijska meSanica s konm volumnom 50 pl je vsebovala 45 pl 1,1-krat

koncentriranega PCR Master Mix-a, 1 ptéetega oligonukleotida FSM3 (50 pmol/ul), 1
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ul zatetnega oligonukleotida FSM4 (50 pmol/ul), 1 ul kter deionizirane vode in 2 pl
pridelka PCR, pridobljenega s FSM1, FSM2 parotetzah oligonukleotidov.
Temperaturni cikli so si sledili: ena minuta dematije pri 94 °C. Sledilo je 35 ciklov
reakcije:

* denaturacija DNA: 20 sekund pri 94 °C

* pripenjanje zé&etnih oligonukleotidov: 30 sekund pri 56 °C

* podaljSevanje z#tnih oligonukleotidov: 30 sekund pri 72 °C

* na koncu pa Se ohlajanje reakcijske meSanice {€i. 4

Po korg¢ani reakciji smo pridelke PCR shranili pri 4 °C.

3.2.4.1.4 RT-PCR daljSega dela genoma za zapis beljakovire NS

Za pomnozevanje daljSegadaega dela genoma za zapis beljakovine NS5 smo hitiora
komercialni komplet reagentov SuperScript® Il CBiep RT-PCR System with
Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen Life Teologies, Carlsbad, Kalifornija,
ZDA) in z&etna oligonukleotida TBE-7547 in TBE-c8732. Pomnaitge je potekalo v
aparaturi Eppendorf Mastercyclerpro (Eppendorf, Hamburg, Neija). Reakcijska
meSanica s kamim volumnom 50 pl je vsebovala 25 pl 2-krat korideamega
reakcijskega pufra, 1 pl Zatnega oligonukleotida TBE-7547 (20 pmol/ul), 1zaletnega
oligonukleotida TBE-c8732 (20 pmol/ul), 2 pl enckasnesanice SSIII RT/PlatinfhTaq
Mix, 16 pl sterilne deionizirane vode in 5 pl vzaiRNA.
Temperaturni cikli so si sledili: 45 minut pri teeraturi 50 °C je potekal reverzni prepis
RNA v cDNA. Pet minut pri temperaturi 94 °C jeotekala inaktivacija reverzne
transkriptaze in lgevanje nastale dvovijaice RNA-cDNA. Sledilo je 40 ciklov reakcije:
* denaturacija cDNA: 30 sekund pri 94 °C
» pripenjanje zé&etnih oligonukleotidov: 30 sekund pri 55 °C
* podaljSevanje z#tnih oligonukleotidov: 60 sekund pri 68 °C
* kon¢no podaljSevanje: 10 minut pri 68 °C
* nakoncu pa Se ohlajanje reakcijske meSanice {iZi. 4
Pridelke PCR smo shranili pri 4 °C za nadaljnjonapo.
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3.2.4.2Pomnozevanje dela genoma za zapis beljakovineuSsariKME

3.2.4.2.1 Izbira za&etnih oligonukleotidov

Za pomnozevanje dela genoma za zapis beljakovinem® na osnovi poravnave
nukleotidnih zaporedij beljakovine E iz genske p&dene baze na spletu oblikovali in
uporabili dva z&etna oligonukleotida (ENV 3F in ENV 3R), ki pommg2ta 1309 baznih
parov dolg tafni odsek genoma virusa KME (Tabela 3-5). Na podlaginega
nukleotidnega zaporedja seva virusa KME LjubljanAF091012), ki so ga izolirali v
Sloveniji leta 1993 (Av&Zupanc in sod., 1995), smo izbrali ohranjene oesé&k
oblikovali dodatne notranje Zetne oligonukleotide: ENV 3.1F, ENV 3.1R, ENV 4.1rF
ENV 4R (Tabela 3-5). Te smo uporabili za vgnezd®DR in sekveniranje.

Za pomnozevanje dela genoma za zapis beljakovisen& uporabili tudi Zze objavljena
zaetna oligonukleotida TBE-1082 in TBE-c2022, ki pamueta 941 baznih parov dolg
odsek DNA (Kuga in sod., 2010) (Tabela 3-5).

Tabela 3-5 Nukleotidna zaporedjac¢etih oligonukleotidov za dotevanje nukleotidnih zaporedij za del

genoma za zapis beljakovine E.

nukleotidno zaporedje 3—3' mesto _
naleganja
ENV 3F TGA GGG GAA GCC TTC AAT 105-122
ENV 3R TCATGT TCAGGC CCAACCA 1396-1414
ENV 3.1F AAG TCG AAC CAC ACACG 425-441
ENV 3.1R ACATAG TCT CCC GTG TG 436-452
ENV 4.1F GTG TTACTG AAG GCTCT 787-803
ENV 4R GGC TTGACG CCATTT ACCA 908-925
TBE -1082 GGA AGC CTT CAATGG ATG TG 1082-1102
TBE-c2022 CGT TCA CAT CTG GAG ATC CAT G 2022-2044

° nukleotidno zaporedije beljakovine E virusa KMEev &jubljana 1 (AF091012);
"nukleotidno zaporedje virusa KME sev Neudoerfl (425).
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3.2.4.2.2 PomnoZevanje ténega dela genoma za zapis beljakovine E virusa KME

Za pomnozevanje téamega dela genoma za zapis beljakovine E smo upaliabi
komercialne komplete reagentov: SuperScript® Illecdiep RT-PCR System with
Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen Life Teologies, Carlsbad, Kalifornija,
ZDA), SuperScript® Il One-Step RT-PCR System wilatinum® Taq High Fidelity
DNA Polymerase (Invitrogen Life Technologies, Chad, Kalifornija, ZDA) in Qiagen
OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden, N&m@m). Pomnozevanje je potekalo v aparaturi
Eppendorf Mastercycl&pro (Eppendorf, Hamburg, Neija).

Edina razlika pri uporabi komercialnega kompletagentovSuperScript® Il One-Step
RT-PCR System with Platinum® Tag DNA Polymerasevi{togen Life Technologies,
Carlsbad, Kalifornija, ZDA) in komercialnega kopeteagentov SuperScript® Il One-
Step RT-PCR System with Platinum® Taqg High FideltyA Polymerase (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, Kalifornija, ZDA) je v me& encimov. Pri obeh je reakcijska
mesSanica s kamim volumnom 50 pl vsebovalkrat koncentriran reakcijski pufer, 1 pl
za’etnega oligonukleotida ENV 3F (50 pmol/ul), 1 péetmega oligonukleotida ENV 3R
(50 pmol/ul), 2 ul encimske meSanice (pri prvem Rgtatu reagentov smo uporabili SSIII
RT/Platinun® Taq Mix, pri drugem kompletu reagentov smo uporab8illsRT/Platinun?
Taq High Fidelity), 16 pl sterilne deionizirane voae5 pl vzorca RNA.

Temperaturni cikli so si sledili: 30 minut pri teeraturi 50 °C je potekal reverzni prepis
RNA v cDNA. Dve minuti pri temperaturi 94 °C jpotekala inaktivacija reverzne
transkriptaze in lgevanje nastale dvovijaice RNA-cDNA. Sledilo je 45 ciklov reakcije:

» denaturacija cDNA: 30 sekund pri 94 °C

» pripenjanje zé&etnih oligonukleotidov: 60 sekund pri 56 °C

» podaljSevanje z#&tnih oligonukleotidov: 1 minuta in 30 sekund PB8i &

* kon¢no podaljSevanje: 5 minut pri 68 °C

* nakoncu pa Se ohlajanje reakcijske meSanice {iZi. 4

Pridelke PCR smo shranili pri 4 °C za nadaljnjonapo.

Po enakem protokolu smo pripravili tudi pridelkeFPZ uporabo TBE-1082 in TBE-c2022

kot zaetna oligonukleotida.
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Pri uporabi komercialnega kompleta reagentov Qia@eeStep RT-PCR Kit (Qiagen,
Hilden, Nengija) je reakcijska meSanica s koim volumnom 50 pl vsebovala 10 pl 5-krat
Qiagen OneStep RT-PCR pufra, 2 pul meSanice dNTRI18-krat Q-raztopine, 0,6 ul
zatetnega oligonukleotida ENV 3F (50 pmol/ul), 0,6zpletnega oligonukleotida ENV 3R
(50 pmol/ul), 2 ul encimske meSanice Qiagen OneSREpPCR, 14,8 ul sterilne
deionizirane vode in 10 pul vzorca RNA.

Temperaturni cikli so si sledili: 30 minut pri teeraturi 50 °C je potekal reverzni prepis
RNA v cDNA. Petnajst minut pri temperaturi 95 °C petekala inaktivacija reverzne
transkriptaze in lgevanje nastale dvovijaice RNA-cDNA. Sledilo je 45 ciklov reakcije:

* denaturacija cDNA: 30 sekund pri 94 °C

* pripenjanje zé&etnih oligonukleotidov: 60 sekund pri 56 °C

» podaljSevanje z#tnih oligonukleotidov: 1 minuta in 30 sekund [2i “C

* kon¢no podaljSevanje: 10 minut pri 72 °C

* na koncu pa Se ohlajanje reakcijske meSanice {€i. 4

Pridelke PCR smo shranili pri 4 °C za nadaljnjonapo.

3.2.4.2.3 PomnoZevanje dela genoma za zapis beljakovineghezadenim PCR

Za pomnozevanje tamega dela genoma za zapis beljakovine E z vgneénde@R smo
uporabili komercialna kompleta reagentov PlatinurR&R SuperMix (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, Kalifornija, ZDA) in KOD rémé™ Hot Start DNA Polymerase
(Novageff, EMD Chemicals, Inc., ZDA). Pridelke PCR smo potewali z notranjima
zatetnima oligonukleotidoma ENV 3.1F in ENV 3R. Pomewdnje je potekalo v aparaturi
Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Lifeedhnologies, Carlsbad,
Kalifornija, ZDA).

Pri uporabi komercialnega kompleta reagentov Riati® PCR SuperMix (Invitrogen Life

Technologies, Carlsbad, Kalifornija, ZDA) je regkka meSanica s kénim volumnom 52
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pl vsebovala 45 pl 1,1-krat koncentriranega reakega pufra (PCR SuperMix), 1 pl obeh
zatetnih oligonukleotidov in 5 pl pridelka RT-PCR.

Temperaturni cikli so si sledili: dve minuti denetaije pri 94 °C. Sledilo je 40 ciklov
reakcije:

* denaturacija DNA: 30 sekund pri 94 °C

* pripenjanje zé&etnih oligonukleotidov: 30 sekund pri 55 °C

* podaljSevanje z#tnih oligonukleotidov: 1 minuta in 10 sekund @i &

* kon¢no podaljSevanje: 5 minut pri 68 °C

* na koncu pa Se ohlajanje reakcijske meSanice a 4 °

Po korgani reakciji smo pridelke PCR shranili pri 4 °Creadaljnjo uporabo.

Pri uporabi komercialnega kompleta reagentov KOEeXE" Hot Start DNA Polymerase
(Novageff, EMD Chemicals, Inc., ZDA) je reakcijska meSani&a&ortnim volumnom
50 pl vsebovala 25 pl 2-krat Xtreme pufra, 0,5 hélo zé&etnih oligonukleotidov, 10 pl
2mM dNTP mesSanice,1 ul encima KOD Xtreme Hot SpiMtA Polimeraze (1enota/ul), 8
ul sterilne deionizirane vode in 5 pl pridelka RTH.

Temperaturni cikli so si sledili: dve minuti denataije pri 94 °C. Sledilo je 40 ciklov
reakcije:

» denaturacija DNA: 10 sekund pri 98 °C

* pripenjanje zé&etnih oligonukleotidov: 30 sekund pri 55 °C

» podaljSevanje z#&tnih oligonukleotidov: 60 sekund pri 68 °C

* nakoncu pa Se ohlajanje reakcijske meSanice {iZi. 4

Po korg¢ani reakciji smo pridelke PCR shranili pri 4 °Creadaljnjo uporabo.

3.25 Elektroforeza pridelkov RT-PCR in vgnezdenega PCR agaroznem gelu

Pridelke PCR smo dokazovali z vodoravno elektrafore 2 % agaroznem gelu (agaroza
NuSieve GTG, FMC BioProducts, Rockland, ZDA). Agariogel smo pripravili v 50 ml 1-
krat koncentriranega TAE pufra (Tris acetat EDTAgouvsebuje Tris bazo, natrijev acetat,
natrijev klorid in EDTA; pH je 8,3) in ga do vret& segrevali v mikrovalovni gei.
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Raztopljen gel smo ohladili (na priblizno 60 °C)harvali s 5 pl etidijevega bromida (10
mg/ml, Promega, Madison, ZDA). Potem smo ga nalihlasttni nosilec in poakali, da
se strdi. Strjeni gel smo na nosilcu postavili @kéloforezno kad, ki smo jo napolnili z 1-
krat koncentriranim TAE pufrom, tako da je bil dgliogel prekrit s pufrom, ki omoga

tok elektronov z anode na katodo.

Velikosti pridelkov PCR smo primerjali z molekulam oznaevalci lestvice DNA 100 bp
in 1 kb (1 pg/ul, Gibco BRL, Life Technologies, N&mwrk, ZDA), ki smo jih nanesli v
prvo vdolbinico, odvisno od tega, kako velike ptide PCR smo péakovali. Pri
dokazovanju pridelkov PCR krajSega dela genomaapis beljakovine NS5 in pridelkov
vgnezdene reakcije PCR smo uporabljali @¢ewalec lestvice DNA 100 bp, pri
dokazovanju pridelkov PCR daljSega dela genomaapés beljakovine NS5 in za pridelke
reakcij PCR tamega dela genoma za zapis beljakovine E smo upaliabtnaevalec
lestvice DNA 1 kb. V ostale vdolbinice gela smo @sin10 pl pridelka PCR in 2 pl nosilne
raztopine Loading Dye Solution (0,35 % brom-fenadmlo) (MBI Fermentas, St. Leon-
Rot, Nentgija). Elektroforeza je potekala priblizno 30 - 40not pri napetosti 80 V pri
sobni temperaturi. Agarozni gel smo pregledali taaujolicnem presvetljevalniku in
slikali s pomg@jo aparature Gel Documentation Systems (Bio-Rate Science Group,
Berkeley, California, ZDA).

3.2.6 Avtomatsko dolofanje nukleotidnega zaporedja pridelkov PCR

3.2.6.1Ci&enje pridelkov PCR

Pridelke PCR smaistili z uporabo komercialnega kompleta reagentazah® SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, ZD#&Fenje temelji na vezavi DNA na
delce silicijevega dioksida v membrani posebne k@l spiranju s pufri.

Pri elektroforezi nekaterih pridelkov PCR na agasm gelu smo opazili nespeciie
pridelke reakcije PCR. Te pridelke PCR smo zatebotc nanesli na 1,2 % agarozni gel

(UltraPure™ Agarose, Invitrogen Life Technologig3arisbad, Kalifornija, ZDA). Po
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elektroforezi, ki je potekala 60 minut pri 80 V @nz agaroznega gela pod UVcja

izrezali Zelen pridelek PCR in se s tem znebilpeesficnih pridelkov.

Opis postopka
Kos agaroznega gela z Zelenim pridelkom PCR smavidpv 1,5 ml epruveto in ga

stehtali. V epruveto smo dodali tolikSno Katio pufra MBS (angl. Membrane Binding

Solution), ki je ustrezala tezi izrezanega gelagairtopili pri 60 °C. Pri pridelkih PCR, pri

katerih nismo imeli nespedifiih pridelkov, smo direktno v epruveto s pridelkd?@R
dodali 40 pl pufra MBS.

pridelke PCR, raztopljene v pufru MBS smo prenasliubico z membrano in
inkubirali | minuto pri sobni temperaturi.

Centrifugirali smo 1 minuto pri 14000 obratih/miout tem postopkom se je DNA, ki
smo jo pomnozili s PCR, vezala na membrano.

Sledilo je spiranje n@stoc. Na membrano smo dodali 7Q0 pufra MWS (angl.
Membrane Wash Solution) ter ponovno centrifugirdli minuto pri 14000
obratih/minuto.

Tekatino, ki se je nabrala v zbiralni epruvetki, smorzgiv

Na membrano smo dodali 500 pufra MWS ter centrifugirali 5 minut pri 14000
obratih/minuto.

Tekatino, ki se je nabrala v zbiralni tubici, smo zavrgl

Sledilo je enominutno centrifugiranje pri 14 000ra&tih/minuto, z odprtim notranjim
pokrovom centrifuge. To je omogto odstranjevanje alkoholnih hlapov med
centrifugiranjem.

Membrano smo prenesli v ozfno,cisto 1,5 ml epruveto.

DNA smo eluirali v 50ul segrete sterilne vode in inkubirali eno minute gobni
temperaturi. Sledilo je dvominutno centrifugirapje 14 000 obratih/minuto.

P 4%

Ocis¢ene pridelke PCR smo shranili pri 4 °C do nadalygerabe.
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Koncentracije ¢is¢enih pridelkov PCR smo ocenili tako, da smo v vdote 1,6 %
agaroznega gela (UltraPure™ Agarose, Invitrogene Lifechnologies, Carlsbad,
Kalifornija, ZDA) nanesli 3 pl @is¢ene DNA, raztopljene v 7 pl sterilne deioniziranels,
in 2 pl brom-fenol modrila. Elektroforeza je potkekaO0 minut pri 90 V. Po kasani
elektroforezi smo glede na barvno intenzivnost rfragta "semi-kvantitativno" ocenili
koncentracijo DNA z oceno od 1(intenzivni fragmgrdo 5 (Sibki fragmenti) in temu
primerno doldili koli ¢ino pridelka, ki smo ga uporabili za sek¥ro reakcijo. Pri oceni 1

je bila kolicina pridelka v sekvemi reakciji 1 pl, pri oceni 5 pa 5 pl.

3.2.6.3Dolocanje nukleotidnega zaporedija pridelkov PCR

Za sekvenino reakcijo smo uporabili komercialni komplet reaige BigDye® Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosyss, Life Technologies, Carlsbad,
Kalifornija, ZDA). Princip temelji na Sangerjeviialerminacijski metodi dolgevanja
nukleotidnega zaporedja. Pri vsaki sekyrén reakciji smo uporabili en Zatni
oligonukleotid. Uporabili smo reakcijsko meSanicokateri so fluorescé&mo oznaeni
dideoksi terminatorji, meSanica neozeaih dNTP-jev in polimeraza FS (raztia
polimeraze Taq). Reakcijska meSanica je vsebovalé jul DNA (glede na kvantitativho
oceno iz agaroznega gela), 1,3 pdetaega oligonukleotida (50 pmol/ul), 4 pl mastermix
reakcijske meSanice, 2 pl reakcijskega pufra immegirano vodo do skupnega volumna 20
ul. Sekverna reakcija je potekala v aparaturi Primus 96 M¥g/G Biotech Inc., ZDA)
ali v aparaturi Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Algd Biosystems, Life Technologies,
Carlsbad, Kalifornija, ZDA). Reakcija je potekala2s ali 35 ciklih, glede na kaiino
pridelka PCR:

» denaturacija DNA: 20 sekund pri 96 °C

* pripenjanje zé&etnih oligonukleotidov: 10 sekund pri 50 °C

» podaljSevanje z&tnih oligonukleotidov: 3 minute pri 60 °C

* nakoncu pa Se ohlajanje reakcijske meSanice {Zi. 4

57



Po korgani reakciji smo pridelke sekvéme reakcije shranili pri 4 °C.

Pred avtomatskim sekveniranjem smo pridelke selwemeakcije distili s komercialnim

kompletom reagentov BigDye XTerminator® Purificati&it (Applied Biosystems, Life

Technologies, Carlsbad, Kalifornija, ZDAXis¢enje temelji na vezavi neporabljenih

terminatorjev na silika delce v raztopini.

Opis postopka

» Vzorec sekvetne reakcije smo prenesli v mikrotitrsko plim®.

» Mikrotitrsko plo&ico smo tesno zalepili s folijo in centrifugirali thinuto pri 1000
obratih/minuto.

« Dodali smo 90 pl raztopine SAMin 20 pl reagenta Xterminator.

* Mikrotitrsko plogico smo prekrili s PCR-folijo in stresli 30 minutrip2000
obratov/minuto.

» Mikrotitrsko plo&ico smo centrifugirali 2 minuti pri 1000 obratov/imato. S tem
silika delce posedemo na dno mikrotitrske {ilcs.

* Mikrotitrsko plo&ico shranimo pri 4 °C.

Ocis¢enim pridelkom sekveme reakcije smo dobdi nukleotidno zaporedje z
avtomatskim genskim analizatorjem ABI 3500 Gend&tmalyzer (Applied Biosystems,
Life Technologies, Carlsbad, Kalifornija, ZDA). Ugdili smo programski paket BDx
Standard Sequencing Reaction (Applied Biosystemige [Oechnologies, Carlsbad,
Kalifornija, ZDA).

3.2.7 Analiza nukleotidnih zaporedij

Ratunalnisko obdelavo zaporedij smo izvedli s progikims paketom CLC Main
Workbench, verzija 6,1 (CLC bio, Aarhus, Danskapji¥ej smo sestavili nukleotidna
zaporedja vseh verig DNA iz enega vzorca, ki sthapbili s sekvetno reakcijo. Izrezali

smo neberljiv zéetek, konec in zaporedje&nih oligonukleotidov ter preverili kvaliteto
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sekverne analize posameznih baz nukleotidnega zapor&djeavnano in sestavljeno
zaporedje smo preverili vzdolz verige zaradi mdrebineujeman,;.

Nukleotidna zaporedja (orientacijo in podobnostpgrimerjali z zaporedji v genski banki
preko medmreznega orodja BLAST (National Center Baotechnology Information,
Bethesda, Maryland, ZDA). Nukleotidna zaporedjaus@ iz posameznega vzorca klopa,
glodavca ali bolnika smo poravnali, analizirali smesta mutacij, nukleotidno zaporedije
pa prevedli v aminokislinsko zaporedje v programia@®A 5,05. (Tamura in sod., 2011).
Model nukleotidne zamenjave smo izbrali po Akaikefoimacijskem kriteriju v
jModelTest 0,1,1 (Posada, 2008). Uporabili smo GGR¥ (angl. Generalised time-
reversible + Gamma + Proportion Invariant) modélleatidne zamenjave. Z MrBayes 3,2
in Tracer v,1,5 smo izvedli Bayesove filogenetskaliae (Huelsenbeck in Ronquist, 2001;
Drummond in Rambaut, 2007). Uporabili smo naslediajgavitve:

begin mrbayes;

set autoclose=yes nowarn=yes autooverwrite=no;

Iset nst=6 rates=gamma,

mcmc nruns =3 ngen=10000000 samplefreq=1000 peartft000 diagnfreq=10000;

sump burnin=10000;

sumt burnin=10000;

end;

Uporabili smo tri neodvisne MCMC (Monte Carlo Mark@hain) izr&une, ki jih sestavlja
10 000 000 generacij. Z uporabljenimi nastavitvamio zagotovili zadostnocunkovito
velikost vzorca (ESS, angl. Effective sample size@sgj 200). Filogenetska drevesa z
najveijo verodostojnostjo smo upodobili s programom Feglrl,3,1 (Drummond in
Rambaut, 2007).

Na zemljevidu Slovenije smo prikazali povezavo maedhljepisno razporeditvijo vzorcev

in filogenetskimi skupinami.
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4 REZULTATI

4.1 DOKAZ GENOMA VIRUSA KME Z RT-PCR V REALNEMCASU V VZORCIH
KLOPOQOV, GLODAVCEYV IN BOLNIKOV

4.1.1 Klopi

V Stiriletnem obdobju smo nabrali 9209 klopov. @d4 je bilo 989 samcev, 902 samice in
7318 nimf. Stevilo klopov po posameznih stadijihraalicnih lokacijah v letih od 2005 do
2008 prikazuje tabela 4-1.

Tabela 4-1 Stevilo klopok ricinus po posameznih stadijin na raziih lokacijah v letih od 2005 do 2008.

Lokacija (E(r;ll Sodrazica I\/ISLLr;I;a Rakovnik | Mozirje Kgig?if:a St;(i?;ua Osolnik | Skupaj
2005

M 7 17 6 42 39 27 33 17 188

F 2 11 16 33 29 19 25 10 145

Ny 124 125 14 152 216 203 256 94 1184

&t. klopon | 133 153 36 227 284 249 314 121 1517
2006

M 13 39 45 78 57 80 63 56 431

F 9 22 103 66 51 82 52 44 429

Ny 398 232 6 314 391 337 486 244 2408

&t. klopov | 420 293 154 458 499 499 601 344 | 3268
2007

M 19 39 14 41 39 9 31 8 200

F 15 29 25 40 28 24 34 12 207

Ny 286 294 6 255 349 110 269 123 1692

&t. klopov | 320 362 45 336 416 143 334 143 2099
2008

9 60 31 35 18 5 12 170

F 11 38 15 27 5 21 4 121

Ny 230 178 392 827 113 156 138 | 2034

&t. klopov | 250 276 438 889 136 201 154 | 2325

Skupaj

&t. klopov | 1123 | 1084 235 1459 2088 1027 1450 762 | 9209

Legenda: M - samci; F - samice; Ny - nimfe.
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Klope smo razvrstili v 1192 skupin in iz teh osam#lokupno RNA. Z metodo RT-PCR
smo preverili uspesSnost osamitve celokupne klophN&.RNato smo preverili prisotnost
RNA virusa KME z metodo RT-PCR v realngasu. Virusno RNA smo dokazali v 27 od
1192 skupin (tabela 4-2)

Tabela 4-2 Stevilo skupin klopov in pozitivnih skulopov, zbranih na razinih lokacijah v Sloveniji.

Lokacija irgli Sodrazical Métr;;a Rakovnik | Mozirje Kgir;r:iicé,;a Sge;?gja Osolnik | Skupaj
2005
zﬁagf 17 23 13 37 41 38 42 19 23(
Stevilo
poz. skupin 0 3 0 0 0 0 5 0 8
2006
zﬁigﬁ 49 38 33 63 68 69 75 47| 442
Stevilo
poz. skupin 0 4 0 4 4 1 0 1 14
2007
ztaga 36 43 10 43 50 18 41 17 254
Stevilc
poz. skupin 0 5 0 0 0 0 0 0 5
2008
zﬁigﬂ 48 50 98 19 27 20 | 262
Stevilo
poz. skupin 0 0 0 0 0 0 0
Skupaj d
t. skupin 102| 152 56 193 257 144 185 108 1192
Skupaj
&t. poz. 0 12 0 4 4 1 5 1 27
skupin
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Skupine klopov
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Slika 4-1 Graféni prikaz rezultatov RT-PCR v realnafasu preiskovanih skupin klopov od leta 2005 do leta
2008. Celotni stolpec predstavlja Stevilo preglédarzorcev, rdéa barva posameznega stolpca predstavija

Stevilo pozitivnih vzorcev.

Za nadaljnje raziskave smo uporabili vzorce, ptiekia smo z RT-PCR v realnetiasu
dokazali RNA virusa KME (tabela 4-3).
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Tabela 4-3 Vzorci klopov, pri katerih smo dokaZzNA virusa KME.

Leto Oznaka

- Lokacija Vrsta Stevilo, stadij
vzoréenja vzorca

T1 Sodrazica l. ricinus 10 nimf
T2 Sodrazica l. ricinus 54
T3 Stefanja gora . ricinus 10 nimf

2005 T4 stefanja gora l.ricinus 10 nimf
T5 Stefanja gora I.ricinus 10 nimf
T6 Stefanja gora . ricinus 5Q
T7 Stefanja gora . ricinus 54
T8 Sodrazica [. ricinus 8 nimf
T9 Rakovnik l. ricinus 10 nimf
T10 Kamnik l. ricinus 10 nimf
T11 Rakovnik [. ricinus 54
T12 Osolnik [. ricinus 5¢
T13 Rakovnik l. ricinus 10 nimf
T14 Rakovnik l. ricinus 10 nimf

2006 T15 Moz?rjze l. r?c@nus 10 n?mf
T16 Mozirje [. ricinus 10 nimf
T17 Mozirje [. ricinus 10 nimf
T18 Mozirje [. ricinus 10 nimf
T19 Sodrazica [. ricinus 54
T20 Sodrazica [. ricinus 47
T21 SodraZica I. ricinus 39
T22 SodraZica I. ricinus 39
T23 SodraZica I. ricinus 59
T24 SodraZica I. ricinus 59

2007 T25 Sodrazica [. ricinus 54
T26 Sodrazica . ricinus 54
T27 Sodrazica . ricinus 54

Legendad - samci;Q - samice; nimf — nimfe.
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41.2 Glodavci

V Laboratoriju za diagnostiko zoonoz, Instituta mékrobiologijo in imunologijo so v
obdobju od leta 1990 do leta 2010 ujeli 2556 maksalcev na raziih zemljepisnih
podraijih Slovenije. V nalogo smo Vkljili vzorce, ki so jih nabrali od leta 1992 do leta
2010. Celokupno RNA smo izolirali iz vranic, ledvadi mozganov 842 glodavcev.
Glodavce so ujeli v 10 statigtih regijah Republike Slovenije. Po Stevilu preigkioih
glodavcev sledijo osrednjeslovenska regija z 223dalci, jugovzhodna regija s 157
glodavci, gorenjska regija s 100 glodavci, podravdgija z 99 glodavci, goriSka regija s
76 glodavci, pomurska regija s 73 glodavci, sakmjsegija s 57 glodavci, notranjsko-
kraska regija s 45 glodavci, obalno-kraska regijgedem glodavci in spodnjeposavska

regija z enim preiskovanim glodavcem (Slika 4-2).

Stevilo preiskovanih glodavceev po statisticnih regijah Slovenije

250
E
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=
E
g 150
Q
M
3 100
=~
Q
=
2
Rl

0 . —

Osrednje- | Jugo- . Podrav- o - Wotranjsko| Obalno- | Spodnje-

slovenska | vzhodna Gorenjska ska Goriska |Pormurska | Savinjska -Eratka | Kratka | posavska
m3t pozitivnih 10 0 3 0 0 0 1 3 0 0
=3t preiskovanih 227 157 100 99 76 73 57 45 7 1

Slika 4-2Grafi¢ni prikaz rezultatov RT-PCR v realnetasu preiskovanih glodavcev od leta 1992 do leta
2010 po statistnih regijah Slovenije. Celotni stolpec predstavjavilo pregledanih vzorcev, rige barva
posameznega stolpca predstavlja Stevilo pozitivadrcev.

Za nadaljnje raziskave smo uporabili vzorce priekiat smo z RT-PCR v realnetiasu
dokazali RNA virusa KME. Virusno RNA smo dokazati A7 glodavcih od tega pri 8-ih
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vrste Myodes glareolus, pri 6-ih vrsteApodemus flavicollis in pri 3-eh vrsteApodemus

sylvaticus (Tabela 4-4).

Tabela 4-4 Vzorci glodavcev, pri katerih smo dokiaR&lA virusa KME.

Leto Oznaka
vzoréenja vzorca
R43 TT 13/06 Apodemusflavicollis Cerknica mozgani

R44 TT 25/06 Apodemussylvaticus Cerknica mozgani
R45 TT 38/06 Myodes glareolus Cerknica mozgani
2006 R29 TT 55/06 Myodes glareolus Rakovnik ledvica
R30 TT 03/07 Myodes glareolus Rakovnik vranica
R41 TT 27/07 Myodes glareolus TenetiSe mozgani
R33 TT 48/07 Apodemusflavicollis TenetiSe ledvica
R31 TT 75/07 Myodes glareolus Rakovnik vranica
R32 TT 90/07 Myodes glareolus Rakovnik vranica
2007 R42 TT 103/07 Apodemusflavicollis  Vransko mozgani
R34 TT 43/08 Apodemussylvaticus TenetiSe  vranica
R35 TT 57/08 Myodes glareolus Rakovnik vranica
R36 TT 61/08 Apodemusflavicollis Rakovnik vranica
R37 TT 68/08 Myodes glareolus Rakovnik vranica
R38 TT 69/08 Apodemusflavicollis Rakovnik vranica
R39 TT 79/08 Apodemus sylvaticus Rakovnik vranica
2008 R40 TT 81/08 Apodemusflavicollis Rakovnik vranica

Vzorec Vrsta Lokacija Organ

65



4.1.3 Vzorci bolnikov

V raziskavo smo vKljEili klini ¢cne vzorce 78 bolnikov s KME, ki so bili poslani v
Laboratorij za diagnostiko zoonoz in laboratorij WH InStituta za mikrobiologijo in
imunologijo v obdobju od leta 2000 do leta 201ledkedali smo 120 vzorcev telesnih
tekagin bolnikov in en vzorec mozganskega tkiva pokombglnika. Vzorce smo izbrali na
podlagi rezultatov seroloskih testov, in sicer wzoiz prve faze okuzbe z virusom, kjer Se
niso bila prisotna protitelesa proti virusu KME.ri6sno RNA smo dokazali z metodo RT-
PCR v realnendasu (Tabela 4-5).

Tabela 4-5: Rezultati RT-PCR v realnéasu — dokaz virusne RNA v vzorcih bolnikov

RT-PCR v realnendasu  neg. poz. % poz. skupaj
St. vzorcev krvi 6 48 88,9 54

St. vzorcev seruma 18 48 72,7 66

St. vzorcev tkiv 0 1 100,0 1
skupno St. vzorcev 24 97 80,2 121

Vzorel bolmkov

7

3] 140

g 120

=

= 100

k=

= 80

5

v 60

o 40

=

=] 20

=

= 0

b . v ® z
A it. vzorcev it. vzorcev it. vzorcev skupno &t.

krvi seruma tkiv vzorcev

| 5t. pozitivnih 48 48 1 97
| 5t. negativnih 6 18 0 24

Slika 4-3Grafi¢ni prikaz rezultatov RT-PCR v realnefasu preiskovanih vzorcev bolnikov od leta 2000 do
leta 2011. Celotni stolpec predstavija Stevilo prdgnih vzorcev, rd@ barva posameznega stolpca
predstavlja Stevilo pozitivnih vzorcev.
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Za nadaljnje raziskave smo med 121 preiskovaninurarzizbrali 22 vzorcev od 22
bolnikov po sled&h merilih (tabela 4-6):
* pozitiven rezultat RT-PCR v realnefasu;
* ¢im vetja zemljepisna razprSenost izolatov. Glede na mdsivanja bolnika smo
izbrali vzorce iz 6 statistnih regij Republike Slovenije;

» zadostna kotina materiala (krvi ali seruma).

Tabela 4-6 Vzorci bolnikov, pri katerih smo doka®&iINA virusa KME.

Leto Oznaka Vv Kraj bivanja Statisti .
vzoréenja vzorca zorec bolnika atisticha regija

2000 H47 kri Skofja Loka Gorenjska

2002 H48 serum Kamnik Osrednjeslovenska

2003 H49 Kri Ribnica Jugovzhodna

2000 H50 kri Kamnik Osrednjeslovenska

2003 H51 kri Crnomelj Jugovzhodna

/ H52  mozgani Nazarje Savinjska

2005 H53 Kri Vrhnika Osrednjeslovenska

2006 H54 Kri Trzt Gorenjska

2007 H55 Kri Cerkno Goriska

2007 H56 Kri Ljubljana Osrednjeslovenska

2009 H57 serum Tr&i Gorenjska

2010 H58 serum Tr&i Gorenjska

2009 H59 serum Kranj Gorenjska

2010 H60 serum Poljane Gorenjska

2009 H61 serum  Polhov Gradec Osrednjeslovenska

2009 H62 serum Pivka Notranjsko-Kraska

2009 H63 Kri Velenje Savinjska

2010 H64 serum Stara Cerkev Jugovzhodna

2009 H65 serum Vrhnika Osrednjeslovenska

2009 H66 serum Skofja Loka Gorenjska

2010 H67 serum Ribnica Jugovzhodna

2009 H68 Kri Sodrazica Jugovzhodna
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4.2 NUKLEOTIDNE ZNACILNOSTI TARCNEGA ODSEKA BELJAKOVINE NS5
VIRUSA KME, POMNOZENEGA NEPOSREDNO IZ VZORCEV KLORQ
GLODAVCEYV IN BOLNIKOV S KME

Pri vzorcih klopov, glodavcev in bolnikov s KME snza analizo genoma virusa KME
virusno RNA pomnozevali neposredno iz vzorcev kigpglodavcev in bolnikov. Tako
smo se zeleli izogniti nastanku morebitnih mutddijse pojavijo ob razmnozZevanju virusa

na celénih kulturah, v poskusnih Zivalih ali pri kloniranj

421 Pomnozevanje krajSega taénega odseka beljakovine NS5

Z zaetnima oligonukleotidoma FSM1 in FSM2 smo z met&IGPCR pomnoZevali 318

bp dolg odsek zapisa za beljakovino NS5 neposrédmporcev celokupne izolirane RNA
klopov, glodavcev in bolnikov s KME. Pridelke reggdRT-PCR smo nato pomnoZzevali z
metodo vgnezdenega PCR z notranjim&et@ma oligonukleotidoma FSM3 in FSM4.
Pravilnost poteka reakcije smo spremljali s pomibivn negativno kontrolo. Kot pozitiven

rezultat smo opredelili vzorce, pri katerih smo ilglridelke dolzine 252 bp. UspeSno smo
pomnozili RNA virusa KME pri 17 od 27 vzorcev klopdl4 od 17 vzorcev glodavcev in
22 od 22 vzorcev bolnikov s KME (Tabela 4-7).
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Tabela 4-7 Klopi, glodavci in bolniki, okuzeni zwsom KME, pri katerih smo pomnozili krajsi ¢ar odsek
beljakovine NS5 virusa KME.

Klopi Glodavci Bolniki
Oznaka klr\lastléo Oznaka klr\lastl;o Oznaka klilagléo
vzorca . | vzorca . | vzorca .

zaporedje zaporedje zaporedje
T1 + R43 + H47 +
T2 + R44 + H48 +
T3 + R45 + H49 +
T4 + R29 + H50 +
T5 + R30 + H51 +
T6 + R41 + H52 +
T7 + R33 + H53 +
T8 + R31 + H54 +
T9 + R32 + H55 +
T10 + R42 + H56 +
T11 + R34 - H57 +
T12 + R35 - H58 +
T13 - R36 + H59 S
T14 - R37 + H60 +
T15 + R38 - H61 +
T16 - R39 - H62 +
T17 + R40 + H63 S
T18 - H64 +
T19 + H65 +
T20 - H66 +
T21 - H67 +
T22 + H68 +
T23 +
T24 -
T25 -
T26 -
T27 -

4.2.1.1Analiza nukleotidnih zaporedij

Nukleotidna zaporedja virusa KME, pomnoZena nepivsrez vzorcev klopov, glodavcev
in bolnikov s KME, so se med seboj razlikovala ¥ Q % oziroma so bila podobna v 98 —
100 %. Nukleotidna zaporedja virusa KME, pomnoZzeeposredno iz klopov, ki smo jih

nabrali na doléeni lokaciji, se med seboj niso razlikovala, s@lidenténa. Zato smo pri
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risanju filogenetskega drevesa uporabili po enegalgtavnika iz vsake lokacije. Med
lokacijami se je nukleotidno zaporedje, pomnoZemovzorcev klopov, razlikovalo.
Najvedja nukleotidna razlika je znaSala 2 % oziroma ja podobnost med zaporedji 98 %.
Nukleotidna zaporedja krajSegadaega odseka beljakovine NS5, pomnoZena neposredno
iz vzorcev klopov, glodavcev in bolnikov s KME, mukleotidno zaporedje seva Ljubljana

I smo primerjali med seboj (Priloga A). Na 195 bydgeém taénem odseku smo ugotovili

29 polimorfnih mest, kar pomeni, da je na tem odsekirusnem genomu 14 % variabilnih

mest.

4.2.1.2Analiza aminokislinskih zaporedij

Pomnozena nukleotidna zaporedja smo s standardminetgkim kodom prevedli v

aminokislinska zaporedja, dolga 64 aminokislin I(fja B). Celotna beljakovina NS5 je
sestavljena iz 902 aminokislin, kar pomeni, da smem analizirali 7 % beljakovine NS5
virusa KME. Zanimalo nas je, ali katera od mutgeiyede do spremembe aminokisline.
Prevedena aminokislinska zaporedja so se med sati§ovala v 0 - 0,06 % oziroma so
bila podobna v 99,9 — 100 %. Ugotovili smo le enorekislinsko zamenjavo pri glodavcu
R34, kjer je priSlo do zamenjave bam aminokisline arginin z nevtralno aminokislino
serin (R61S).
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4.2.2 Pomnozevanje daljSega tainega odseka beljakovine NS5

Neposredno iz vzorcev celokupne izolirane RNA kigpglodavcev in bolnikov smo z
metodo RT-PCR z zZetnima oligonukleotidoma TBE-7547 in TBE-c8732 panevali
1165 bp dolg odsek zapisa za beljakovino NS5. Ugpseio pomnozili RNA virusa KME
pri 9 od 27 vzorcev klopov, 8 od 17 vzorcev glodavin 19 od 22 vzorcev bolnikov s
KME (Tabela 4-8).

Tabela 4-8 Klopi, glodavci in bolniki, okuzeni zzwnsom KME, pri katerih smo pomnozili daljSi ¢éar odsek
beljakovine NS5 virusa KME.

Klopi Glodavci Bolniki
Oznaka NS5 |[Oznaka NS5 [Oznaka NS5
vzorca zaporedjd vzorca zaporedjg vzorca zaporedje

T1 - R43 - H47 -
T2 - R44 - H48 +
T3 + R45 - H49 +
T4 - R29 - H50 -
T5 - R30 + H51 +
T6 - R41 + H52 +
T7 - R33 - H53 +
T8 + R31 + H54 -
T9 + R32 - H55 +
T10 + R42 + H56 +
T11 - R34 + H57 +
T12 I R35 + H58 +
T13 - R36 - H59 +
T14 - R37 + H60 +
T15 + R38 - H61 +
T16 - R39 + H62 I
T17 - R40 - H63 +
T18 + H64 +
T19 - H65 +
T20 - H66 +
T21 - H67 +
T22 - H68 +
T23 +

T24 -

T25 -

T26 -

T27 +
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4.2.2.1Vzorci klopov

4.2.2.1.1 Analiza nukleotidnih zaporedij

Iz poravnav nukleotidnih zaporedij smo izrisalioflenetsko drevo z metodo Bayesian
Infernece (BI) (Slika 4-4a). Nukleotidna zaporetijgnega odseka beljakovine NS5 virusa
KME, pomnoZena neposredno iz vzorcev klopov, smed seboj razlikovala v 0 - 1,7 %
oziroma so bila podobna v 98,3 — 100 %. Nukleotidaporedja, pomnozena iz klopov, ki
smo jih nabrali na doleni lokaciji v razlénih letih, so bila med seboj idetnia. Tako so
nukleotidna zaporedja virusa, ki smo jih pomnoizlklopov, nabranih na Sodrazici (T8,
T23 in T27), identina med seboj kot tudi tista, ki smo jih pomnoZlikiopov z Mozirja
(T15 in T18).

Nukleotidna zaporedja tarega odseka beljakovine NS5 virusa KME, pomnozena
neposredno iz vzorcev klopov, smo primerjali medogeNa 1075 bp dolgem tarem
odseku smo ugotovili 42 mutacij, kar pomeni dageiem odseku v virusnem genomu 4 %
variabilnih mest (Priloga C).

Da bi ugotovili, ali obstaja povezava med razlikanzaporedjih in zemljepisnim poreklom
vzorca, iz katerega je osamljena virusna RNA, saa@emljevidu Slovenije ozl mesto
odvzema vzorca z barvo, ki ustreza filogenetskipskiy ozn&eni na filogenetskem
drevesu. Na podlagi filogenetskega drevesa in ssndp smo ugotovili, da se vzorci
zdruzujejo v skupine glede na njihov zemljepisnioiz (Slika 4-4). Nukleotidna razlika
med skupinami Al in A2 je znaSala 1,2 % oziromhil@ podobnost med zaporedjima 98,8
%. Nukleotidna razlika med skupinami A2 in A3 jeaZala 2,1 %, med skupinami A3 in
A7 1,5 %, med skupinami A7 in Al 2,4 %, kar je bigveja razlika ne glede na to, da so

zaporedja po zemljepisnem poreklu vzorcev bila aajroddaljena.
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Slika 4-4 a) Nekoreninjeno filogenetsko drevo,sario po Bayesian filogenetski obdelavitteaga odseka (1075 bp) beljakovine NS5
virusa KME, pomnozenega neposredno iz vzorcev ko@znake na vejah predstavljajo posteriorne weofgt. Oznake v obarvanih
krogih predstavljajo dokene filogenetske skupine. b) Povezava med zemfjepiszporeditvijo vzorcev in filogenetskimi skupinia ki
temelji na tatnem odseku beljakovine NS5 virusa KME, pomnoZemegesredno iz vzorcev klopov. Legenda prikazujedaolatov

iz razlicnih filogenetskih skupin. Oznaka T predstavija exoklopov. Stevilka zraven oznake T pomeni Steviticdata.
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4.2.2.1.2 Analiza aminokislinskih zaporedij

Pomnozena nukleotidna zaporedja smo s standardminetgkim kodom prevedli v
aminokislinska zaporedja, dolga 358 aminokislinte® smo analizirali 40 % zaporedja
beljakovine NS5 virusa KME. Zanimalo nas je, alidta od mutacij privede do spremembe
aminokisline. Od 42 mutacij, ki smo jih ugotovili mukleotidnem zaporedju tarega
odseka beljakovine NS5 virusa KME pri klopih, jié bilo 39 tihih mutacij. Prevedena
aminokislinska zaporedja so se med seboj razlikovd - 0,2 % oziroma so bila podobna
v 99,8 — 100 %. Ugotovili smo, da se aminokislingkporedja razlikujejo na 3 mestih, in
sicer na mestu 61 sta bili hidrofilni, polarni, gomo nabiti aminokislini arginin ali lizin
(R61K), na mestu 138 sta bili hidrofobni, nepolaminokislini valin ali izolevcin (V138I)
in na mestu 333 sta bili hidrofobni, polarni, pozib nabiti aminokislini arginin ali
histidin, ki imata aromatsko stransko verigo (R338Fabela 4-9).

Tabela 4-9 Prikaz razlik pri poravnavi prevedenifireokislinskih zaporedij beljakovine NS5 virusa KME
pridobljenih iz klopov.

Razlike v
aminokislinah
Zaporedje | 61 138 333

T3 R \% R
T8 K . H
T9 K |

T10 K |

T12 K |

T15 .

T18 -

T23 K . H
T 27 K . H
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4.2.2.2Vzorci glodavcev

4.2.2.2.1 Analiza nukleotidnih zaporedij

Iz poravnav nukleotidnih zaporedij smo izrisalofienetsko drevo z metodo BI (Slika 4-
5a). Nukleotidna zaporedja taega odseka beljakovine NS5 virusa KME pomnoZena
neposredno iz vzorcev glodavcev, so se med sebldkoaala v 0 — 2 % oziroma so bila
podobna v 98 — 100 %. Nukleotidna zaporedja viliISHE, pomnoZena iz glodavcev, ki
smo jih ujeli na lokaciji Rakovnik v raziih letih, so bila med seboj idetia (R30, R31,
R35 in R37). Pri nukleotidnem zaporedju, pridobdieniz glodavca, ujetega na lokaciji
Rakovnik R39, je priSlo do zamenjave nukleotidanmestu 69, namesto timina v citozin.
Nukleotidna razlika med zaporediji z lokacije Rak&vje znaSala 0,2 % oziroma je bila
podobnost med zaporedjima 99,8 %.

Nukleotidna zaporedja tarega odseka beljakovine NS5 virusa KME, pomnozena
neposredno iz vzorcev glodavcev, smo primerjali reldoj. Na 536 bp dolgem &aem
odseku smo ugotovili 34 mutacij, kar pomeni, dageem odseku v virusnem genomu 6 %
variabilnih mest (Priloga D).

Da bi ugotovili, ali obstaja povezava med razlikanzaporedjih in zemljepisnim poreklom
vzorca, iz katerega je osamljena virusna RNA, saaemljevidu Slovenije oziidi mesto
odvzema vzorca z barvo, ki ustreza filogenetskipskiy ozn&eni na filogenetskem
drevesu. Na podlagi filogenetskega drevesa in ssid smo ugotovili, da se vzorci
zdruzujejo v skupine glede na njihov zemljepisnioiz (Slika 4-5). Nukleotidna razlika
med skupinama Al in A6 je znaSala 5 %, med skupinAfin A3 je znasSala 2,4 % in med

skupinama A3 in Al je znaSala 4,9 %.
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Slika 4-5 a) Nekoreninjeno filogenetsko drevo,sario po Bayesian filogenetski obdelavicteaga odseka (536 bp) beljakovine NS5
virusa KME, pomnoZenega neposredno iz vzorcev gloela Oznake na vejah predstavljajo posteriorngtressti. Oznake v obarvanih
krogih predstavljajo dokene filogenetske skupine. b) Povezava med zemtfjepizporeditvijo vzorcev in filogenetskimi skupimnia ki
temelji na tatnem odseku beljakovine NS5 virusa KME, pomnoZenagposredno iz vzorcev glodavcev. Legenda prikabajeo
izolatov iz razlénih filogenetskih skupin. Oznaka R predstavlja eraglodavca. Stevilka zraven oznake R pomeni &idblata.
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4.2.2.2.2 Analiza aminokislinskih zaporedij

Pomnozena nukleotidna zaporedja smo s standardminetgkim kodom prevedli v
aminokislinska zaporedja, dolga 178 aminokislinte® smo analizirali 20 % zaporedja
beljakovine NS5 virusa KME. Zanimalo nas je, alidta od mutacij privede do spremembe
aminokisline. Od 34 mutacij, ki smo jih ugotovili mukleotidnem zaporedju tarega
odseka beljakovine NS5 virusa KME, pridobljenih ogggdno iz vzorcev glodavcev, je
bilo 24 tihih mutacij. Prevedena aminokislinska @aglja so se med seboj razlikovala v O -
1,7 % oziroma so bila podobna v 98,3 — 100 %. Ugbtemo, da se aminokislinska
zaporedja razlikujejo na desetih mestih (Tabel®}y-Brevedena aminokislinska zaporedja
beljakovine NS5 virusa KME, pomnozZena iz vzorcewdglvcev na lokaciji Rakovnik, so
bila identena. Med vzorci, ki so bili pridobljeni iz glodavcex lokacije Rakovnik in
glodavca z lokacije TenetiSe R41, smo ugotovilielesninokislinskih zamenjav, in sicer:
zamenjavo aminokisline izolevcin v aminokislino ima{l5V, 189V), aminokisline lizin v
aminokislino arginin (K12R), aminokisline argininaminokislino glicin (R14G, R18G),
aminokisline treonin v aminokislino alanin (T32A9minokisline tirozin v aminokislino
cistein (Y34C), aminokisline metionin v aminokiginvalin (M71V) in aminokisline
asparagin v aminokislino serin (N146S, N148S).\Rdrcu R42, ki smo ga pomnozili iz
glodavca z lokacije Vransko, smo ugotovili zamenjaaminokisline izolevcin v

aminokislino valin (189V).

Tabela 4-10 Prikaz razlik pri poravnavi prevedemifinokislinskih zaporedij beljakovine NS5 virusa EM
pridobljenih iz glodavcev.

Razlike v aminokislinah
Zaporedje | 5 12 14 18 32 34 71 89 146 148

R 30 I K R R T Y M | N N
R 31
R 35
R 37
R 39 . . . . . . . . . .
R 41 V R G G A C V V S S
R 42 . . . . . . .V
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4.2.2.3Vzorci bolnikov, obolelih s KME

4.2.2.3.1 Analiza nukleotidnih zaporedij

Iz poravnav nukleotidnih zaporedij smo izrisalofienetsko drevo z metodo BI (Slika 4-
6a). Nukleotidna zaporedja taega odseka beljakovine NS5 virusa KME, pomnoZena
neposredno iz vzorcev bolnikov, so se med sebdikeaala v 1,9 % oziroma so bila
podobna v 98,1 %.

Nukleotidna zaporedja tarega odseka beljakovine NS5 virusa KME, pomnozena
neposredno iz vzorcev bolnikov, smo primerjali nsethoj. Na 1003 bp dolgem &aem
odseku smo ugotovili 97 mutacij, kar pomeni, dagetem odseku v virusnem genomu 9,7
% variabilnih mest (Priloga E). Vsa zaporedja sarezlsebojno razlikovala za vsaj dva
nukleotida; ni bilo identinih zaporedij.

Da bi ugotovili, ali obstaja povezava med razlikanzaporedjih in zemljepisnim poreklom
vzorca, iz katerega je osamljena virusna RNA (v fgmeru smo uporabili kraj bivanja
bolnika), smo na zemljevidu Slovenije oZilamesto odvzema vzorca z barvo, ki ustreza
filogenetski skupini ozngeni na filogenetskem drevesu. Na podlagi filogetega drevesa

in zemljevida smo ugotovili, da se vzorci zdruzajej skupine in da so skupine bolj
heterogene kot pri zaporedjih virusa, pomnozenwearcev klopov ali glodavcev (Slika 4-
6). Nukleotidna razlika med skupinama Al in A3 je&Zala 2,7 %, med skupinama A3 in
A4 je znaSala 2,6 %, med skupinama A4 in A2 je al@&,1 % in med skupinama A2 in

Al je znaSala 1,5 %.
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Slika 4-6 a) Nekoreninjeno filogenetsko drevo,sario po Bayesian filogenetski obdelavitteaga odseka (1003 bp) beljakovine NS5
virusa KME, pomnoZenega neposredno iz vzorcev koiniOznake na vejah predstavljajo posteriorneeteosti. Oznake v obarvanih
krogih predstavljajo dokene filogenetske skupine. b) Povezava med zemfjepiszporeditvijo vzorcev in filogenetskimi skupinia ki
temelji na tatnem odseku beljakovine NS5 virusa KME, pomnoZengposredno iz vzorcev bolnikov. Legenda prikazigevt
izolatov iz razlenih filogenetskih skupin. Oznaka H predstavlja ezobolnika. Stevilka zraven oznake H pomeni Steviiiolata.
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4.2.2.3.2 Analiza aminokislinskih zaporedij

Pomnozena nukleotidna zaporedja smo s standardminetgkim kodom prevedli v
aminokislinska zaporedja, dolga 334 aminokislinte® smo analizirali 37 % zaporedja
beljakovine NS5 virusa KME. Zanimalo nas je, alidta od mutacij privede do spremembe
aminokisline. Od 97 mutacij, ki smo jih ugotovili mukleotidnem zaporedju tarega
odseka beljakovine NS5 virusa KME, pridobljenih ogq@dno iz vzorcev bolnikov, je bilo
92 tihih mutacij. Prevedena aminokislinska zap@esd se med seboj razlikovala v 0 - 0,4
% oziroma so bila podobna v 99,6 — 100 %. Ugot®rio, da se aminokislinska zaporedja
razlikujejo na petih mestih (Tabela 4-11). Gledepnavedena aminokislinska zaporedja
smo lahko vzorce razdelili na posamezna vzorcaiH%55 ter Stiri skupine, pri katerih so
bila aminokislinska zaporedja idefria. Skupina A z dvema vzorcema H48 in H61,
skupina B z vzorci H49, H52, H53, H59, H62, H64H67, skupina C z vzorci H56, H57,
H63, H66 in H68 in skupina D z vzorci H58, H60H®5. Vzorec H51 se je od vseh
ostalih prevedenih aminokislinskin zaporedij raalikl po zamenjavi aminokisline
izolevcin v aminokislino levcin (1215L), vzorec H¥& po zamenjavi aminokisline arginin
v aminokislino lizin (R275K). Skupina A se je odtal$h razlikovala po zamenjavi
aminokisline lizin v aminokislino glutamat (K319Epri skupinah B in D je priSlo do
zamenjave aminokisline arginin v aminokislino liZiR61K), pri skupini D je prislo Se do

zamenjave aminokisline valin v aminokislino izolav¢v138I).
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Tabela 4-11 Prikaz razlik pri poravnavi prevedemifinokislinskih zaporedij beljakovine NS5 virusa EM
pridobljenih iz vzorcev bolnikov.

Razlike v aminokislinah
Zaporedje | 61 138 215 275 319
H 48 R Vv I R K
H 49 K E
H51 K L E
H 52 K E
H 53 K E
H 55 K K E
H 56 E
H 57 . E
H 58 K | E
H 59 K . E
H 60 K | E
H61 . .
H 62 K E
H 63 . E
H 64 K E
H 65 K E
H 66 . E
H 67 K E
H 68 E
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4.3 NUKLEOTIDNE ZNACILNOSTI TARCNEGA ODSEKA BELJAKOVINE E
VIRUSA KME, POMNOZENEGA NEPOSREDNO IZ VZORCEV KLORQ
GLODAVCEYV IN BOLNIKOV S KME

4.3.1 PomnoZevanje tatnega odseka beljakovine E

Za pridobitev nukleotidnega zaporedja odseka beljsle E smo uporabili vezaetnih
oligonukleotidov (Tabela 3-5). Z Zetnima oligonukleotidoma ENV 3F in ENV 3R smo
pomnozevali 1309 bp dolg odsek zapisa za beljakoinZ z&etnima oligonukleotidoma
ENV 4.1F in ENV 3R smo pomnozevali 665 bp dolg édgapisa za beljakovino E.
Zacetne oligonukleotide ENV 3.1F, ENV 3.1R in ENV 48&mo uporabljali za vgnezdeni
PCR in sekveniranje. Z &atnima oligonukelotidoma TBE-1082 in TBE-c2022 smo
pomnozevali 941 bp dolg odsek za beljakovino E. 8mikinacijami z#&etnih
oligonukleotidov smo uspesno pomnozili RNA viruselK pri 8 od 27 vzorcev klopov, 7
od 17 vzorcev glodavcev in 22 od 22 vzorcev bolnigdME (Tabela 4-11).
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Tabela 4-12 klopi, glodavci in bolniki, okuzeni zusom KME, pri katerih smo pomnozili tari odsek
beljakovine E virusa KME.

Klopi Glodavci Bolniki
Oznaka E Oznaka E Oznaka E
vzorca zaporedjd vzorca zaporedjg vzorca zaporedje

T1 - R43 - H47 +
T2 - R44 - H48 +
T3 + R45 - H49 +
T4 - R29 - H50 +
T5 - R30 + H51 +
T6 - R41 + H52 +
T7 - R33 + H53 +
T8 + R31 - H54 +
T9 + R32 - H55 +
T10 + R42 + H56 +
T11 - R34 + H57 +
T12 + R35 - H58 +
T13 - R36 - H59 +
T14 - R37 + H60 +
T15 + R38 - H61 +
T16 - R39 + H62 +
T17 - R40 - H63 +
T18 - H64 +
T19 - H65 +
T20 + H66 +
T21 - H67 +
T22 - H68 +
T23 +

T24 -

T25 -

T26 -

T27 -




4.3.1.1Vzorci klopov

4.3.1.1.1 Analiza nukleotidnih zaporedij

Iz poravnav nukleotidnih zaporedij smo izrisalofienetsko drevo z metodo BI (Slika 4-
7a). Nukleotidna zaporedja taega odseka beljakovine E virusa KME, pomnoZena
neposredno iz vzorcev klopov, so se med sebojkmaaia v 0 - 2,3 % oziroma so bila
podobna v 97,7 — 100 %. Nukleotidna zaporedja girks smo jih pomnozili iz klopov,
nabranih na lokaciji Sodrazica v rdziih letih (T20 in T23), so bila med seboj idena,
od vzorca T8 so se razlikovala v zamenjavi enegieotida iz nukleotida timin v
nukleotid citozin.

Nukleotidna zaporedja t&nga odseka beljakovine E virusa KME, pomnozenasregno

iz vzorcev klopov, smo primerjali med seboj. Na 931 dolgem tamem odseku smo
ugotovili 55 mutacij, kar pomeni, da je na tem dase virusnem genomu 6 % variabilnih
mest (Priloga F).

Da bi ugotovili, ali obstaja povezava med razlikanzaporedjih in zemljepisnim poreklom
vzorca, iz katerega je osamljena virusna RNA, saa@emljevidu Slovenije ozt mesto
odvzema vzorca z barvo, ki ustreza filogenetskipskiu ozn&eni na filogenetskem
drevesu. Na podlagi filogenetskega drevesa in ssidp smo ugotovili, da se vzorci
zdruzujejo v skupine glede na njihov zemljepisnioiz (Slika 4-7). Nukleotidna razlika
med skupinama Al in A3 je znaSala 2,9 %, med slkupaA3 in A2 je znaSala 3,1 %, med

skupinama A7 in A2 je znaSala 3,4 % in med skupa&® in Al je znaSala 1,6 %.
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Slika 4-7 a) Nekoreninjeno filogenetsko drevo,sario po Bayesian filogenetski obdelaviteaga odseka (931 bp) beljakovine E virusa
KME, pomnozZenega neposredno iz vzorcev klopov. ®zme vejah predstavijajo posteriorne verjetn@tnake v obarvanih krogih
predstavljajo doleene filogenetske skupine. b) Povezava med zemijepizporeditvijo vzorcev in filogenetskimi skupini ki temelji
na tatnem odseku beljakovine E virusa KME, pomnoZenenosiegaino iz vzorcev klopov. Legenda prikazuje baetatov iz razknih
filogenetskih skupin. Oznaka T predstavlja vzorlepav. Stevilka zraven oznake T pomeni Stevilkdata
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4.3.1.1.2 Analiza aminokislinskih zaporedij

Pomnozena nukleotidna zaporedja smo s standardminetgkim kodom prevedli v
aminokislinska zaporedja, dolga 310 aminokislinloB& beljakovina E je sestavljena iz
496 aminokislin, kar pomeni, da smo s tem analizid % zaporedja beljakovine E virusa
KME. Zanimalo nas je, ali katera od mutacij privedte spremembe aminokisline. Od 55
mutacij, ki smo jih ugotovili v nukleotidnem zapdie tatnega odseka beljakovine E
virusa KME pri klopih, je bilo 46 tihih mutacij. Bvedena aminokislinska zaporedja so se
med seboj razlikovala v 0 - 1,1 % oziroma so boddgbna v 98,9 — 100 %. Ugotovili smo,
da se aminokislinska zaporedja razlikujejo na dbvetestih (Tabela 4-13). Prevedena
aminokislinska zaporedja beljakovine E virusa KMEidobljena iz klopov z lokacije
Sodrazica, so bila idextia.

Tabela 4-13 Prikaz razlik pri poravnavi prevedemitinokislinskih zaporedij beljakovine E virusa KME,
pridobljenih iz vzorcev klopov.

Razlike v aminokislinah

Zaporedje | 11 87 89 193 206 265 269 276 305
T8 N T Y N P M T A A
T 23
T20 . . . . . . .
T10 S I H . . . A
T12 S . H T . . A
T15 . . . . . \% . . .
T3 . . . . L \% . . \%
T9 S . H T . . . V
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4.3.1.2Vzorci glodavcev

4.3.1.2.1 Analiza nukleotidnih zaporedij

Nukleotidna zaporedja tarega odseka beljakovine E virusa KME, pomnoZenasregno

iz vzorcev glodavcev, so se med seboj razlikovata-v2,3 % oziroma so bila podobna v
97,7 — 100 %. Nukleotidna zaporedja virusa KME, po#ena iz glodavcev, ki smo jih
ujeli na lokaciji Rakovnik v raztnih letih, so bila med seboj idetitia (R30 in R37).
Nukleotidna zaporedja t&mega odseka beljakovine E virusa KME, pomnozenasregno

iz vzorcev glodavcev, smo primerjali med seboj. 1283 bp dolgem t&nem odseku smo
ugotovili 51 mutacij, kar pomeni, da je na tem ddase virusnem genomu 4 % variabilnih
mest (Priloga G). Zaradi majhnega Stevila neposrggbmnozenih nukleotidnih zaporedij
tarknega odseka beljakovine NS5 iz vzorcev glodavcsmaiopravili filogenetske analize

in povezave med zemljepisno razporeditvijo vzorceflogenetskimi skupinami.

4.3.1.2.2 Analiza aminokislinskih zaporedij

Pomnozena nukleotidna zaporedja smo s standardminetgkim kodom prevedli v
aminokislinska zaporedja, dolga 400 aminokislinte® smo analizirali 81 % zaporedja
beljakovine NS5 virusa KME. Zanimalo nas je, alidta od mutacij privede do spremembe
aminokisline. Od 51 mutacij, ki smo jih ugotovili mukleotidnem zaporedju tarega
odseka beljakovine NS5 virusa KME, pridobljenegaaseedno iz vzorcev glodavceyv, je
bilo 44 tihih mutacij. Prevedena aminokislinska @&alja so se med seboj razlikovala v 0 —
1 % oziroma so bila podobna v 99 — 100 %. Ugot®riio, da se aminokislinska zaporedja
razlikujejo na sedmih mestih (Tabela 4-14). Premadeaminokislinska zaporedja
beljakovine E virusa KME, pomnoZena iz vzorcev ghaekv na lokaciji Rakovnik, so bila
identicna. Med vzorci, ki so pridobljeni iz glodavcev Zé&mije Rakovnik in glodavca z
lokacije TenetiSe R33, smo ugotovili Sest aminaksiih sprememb, in sicer: prislo je do
zamenjave aminokisline serin v aminokislino asparg®11N), aminokisline treonin v

aminokislino izolevcin (T40l), aminokisline histidiv aminokislino tirozin (H89Y),
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aminokisline treonin v aminokislino asparagin (T3 aminokisline metionin v
aminokislino valin (M265V) in aminokisline arginim aminokislino lizin (R295K). Pri
vzorcu R42, ki smo ga pomnozili iz glodavca z laj@acVransko, smo ugotovili
spremembo na Stirih mestih, in sicer: priSlo je zéonenjave aminokisline izolevcin v
aminokislino metionin (196M), ostale tri zamenjase bile enake kot pri vzorcu R33 za
spremembe na mestih 11, 193 in 295 (Tabela 4-14).

Tabela 4-14 Prikaz razlik pri poravnavi prevedeaifinokislinskih zaporedij beljakovine E virusa KME,
pridobljenih iz glodavcev.

Razlike v aminokislinah
Zaporedje | 11 40 89 96 193 265 295

R 30 S T H I T M R
R 33 N I Y . N \% K
R 37 . . . . . . .
R 42 N . . M N . K
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4.3.1.3Vzorci bolnikov s KME

4.3.1.3.1 Analiza nukleotidnih zaporedij

Iz poravnav nukleotidnih zaporedij smo izrisalofienetsko drevo z metodo BI (Slika 4-
8a). Nukleotidna zaporedja taega odseka beljakovine E virusa KME, pomnoZena
neposredno iz vzorcev bolnikov, so se med sebdkosala v 0 - 2,1 % oziroma so bila
podobna v 97,9 — 100 %.

Nukleotidna zaporedja t&mega odseka beljakovine E virusa KME, pomnozenasregno

iz vzorcev bolnikov, smo primerjali med seboj. N&77bp dolgem t&nem odseku smo
ugotovili 72 mutacij, kar pomeni, da je na tem dadser virusnem genomu 9,5 %
variabilnih mest (Priloga H).

Da bi ugotovili, ali obstaja povezava med razlikanzaporedjih in zemljepisnim poreklom
vzorca, iz katerega je osamljena virusna RNA (v fgmeru smo uporabili kraj bivanja
bolnika), smo na zemljevidu Slovenije oZilamesto odvzema vzorca z barvo, ki ustreza
filogenetski skupini, ozr#ni na filogenetskem drevesu. Na podlagi filogekegia drevesa
in zemljevida smo ugotovili, da se vzorci zdruzojej skupine in da so skupine bolj
heterogene kot pri zaporedjih virusa, pomnozenwe@rcev klopov ali glodavcev (Slika 4-
8). Nukleotidna razlika med skupinama Al in A2 je&ala 1,5 %, med skupinama A2 in
A3 je 2,5 % ter je med skupinama A4 in Al 2,5 %.
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Slika 4-8 a) Nekoreninjeno filogenetsko drevo,sario po Bayesian filogenetski obdelaviteaga odseka (757 bp) beljakovine E virusa
KME, pomnoZenega neposredno iz vzorcev bolnikownaBe na vejah predstavljajo posteriorne verjetn@stnake v obarvanih krogih
predstavljajo doleene filogenetske skupine. b) Povezava med zemiiepazporeditvijo vzorcev in filogenetskimi skupinia ki temelji

na tatnem odseku beljakovine E virusa KME, pomnozZenegzosredno iz vzorcev bolnikov. Legenda prikazujevbaizolatov iz
razli¢nih filogenetskih skupin. Oznaka H predstavlja exobolnika. Stevilka zraven oznake H pomeni Steviiflolata.
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4.3.1.3.2 Analiza aminokislinskih zaporedij

Pomnozena nukleotidna zaporedja smo s standardminetgkim kodom prevedli v
aminokislinska zaporedja, dolga 252 aminokislinteB smo analizirali 51% zaporedja
beljakovine E virusa KME. Zanimalo nas je, ali kate@d mutacij privede do spremembe
aminokisline. Od 72 mutacij, ki smo jih ugotovili mukleotidnem zaporedju tarega
odseka beljakovine E virusa KME, pridobljenega rseedno iz vzorcev bolnikov, je bilo
66 tihih mutacij. Prevedena aminokislinska zap@esd) se med seboj razlikovala v 0 - 0,7
% oziroma so bila podobna v 99,3 — 100 %. Ugot®rio, da se aminokislinska zaporedja
razlikujejo na Sestih mestih (Tabela 4-15). Najlmpostavljeni sta dve spremembi, in sicer
Y73H in M249V. Prvo spremembo smo zaznali pri vioitd4, H47, H54, H56, H59, H61,
H57 in H62, kjer je bila na mestu 73 aminokislimazin, pri vseh ostalih pa je bila
aminokislina histidin, obe aminokislini imata ardsk® stransko verigo. Drugo
spremembo smo zaznali pri vzorcih H49, H50, H512 H353, H55, H56, H58, H64, H62
in HB0, pri katerih je bila na mestu 249 aminokialimetionin pri vseh ostalih pa je bila
aminokislina valin; obe aminokislini sta hidrofokininepolarni pri fizioloSkem pH. Ostale
spremembe so se pojavile v posameznih primerih. H&4 je priSlo do zamenjave
aminokisline treonin v aminokislino izolevcin (T24IPri H59 je priSlo do zamenjave
aminokisline tirozin v aminokislino histidin (Y82H)Pri H53 je priSlo do zamenjave
aminokisline glutamat v aminokislino aspartat (E2Y.3 Pri H58 je priSlo do zamenjave

aminokisline asparagin v aminokislino treonin (NTY.7
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Tabela 4-15 Prikaz razlik pri poravnavi prevedemifinokislinskih zaporedij beljakovine E virusa KME,
pridobljenih iz vzorcev bolnikov.

Razlike v aminokislinah

Zaporedje
H 49
H 50
H 48
H 47
H 51
H 52
H 53
H 54
H 55
H 56
H 58
H 59
H 64
H61
H 57
H 62
H 60

24

\l
TI=<g

I T T-

82
Y

173
E

177
N

249
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4.4 CELOKUPNA ANALIZA

44.1 Filogenetska analiza tatnega odseka beljakovine NS5

Al

m
Slika 4-9 Nekoreninjeno filogenetsko drevo, izrisapo Bayesian filogenetski obdelavi daega odseka
beljakovine NS5 virusa KME (936 bp), pomnoZenegposeedno iz vzorcev klopov, glodavcev in vzorcev
bolnikov. Oznake na vejah predstavljajo posteriovegetnosti. Oznake v obarvanih krogih predstqwlja
dolocene filogenetske skupine. Oznaka T predstavljaezétopov. Oznaka R predstavlja vzorec glodavca.
Oznaka H predstavlja vzorec bolnika. Stevilke paegak T, R in H pomenijo Stevilko izolata.
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Slika 4-10 Povezava med zemljepisno razporeditvgorcev in filogenetskimi skupinami, ki temelji na
tartnem odseku beljakovine NS5 virusa KME, pomnoZeneggosredno iz vzorcev klopov, glodavcev in
vzorcev bolnikov. Legenda prikazuje barvo izolatewrazliénih filogenetskih skupin. Oznaka T predstavlja
vzorec klopov. Oznaka R predstavlja vzorec gloda@znaka H predstavlja vzorec bolnika. Stevilkeegol
oznak T, R in H pomenijo Stevilko izolata.

Iz poravnav 32 nukleotidnih zaporedij smo izrigédigenetsko drevo z metodo Bl (Slika 4-
9). Nukleotidna zaporedja tarega odseka beljakovine NS5 virusa KME, pomnoZena
neposredno iz osmih vzorcev klopov, petih vzorcedavcev in 19 vzorcev bolnikov, so
se med seboj razlikovala v 0 - 1,9 % oziroma sa pddobna v 98,1 — 100 %.

Nukleotidna zaporedja tarega odseka beljakovine NS5 virusa KME, pomnoZena
neposredno iz vzorcev, smo primerjali med seboj9B& bp dolgem tanem odseku smo
ugotovili 96 mutacij, kar pomeni, da je na tem dase virusnem genomu 10 % variabilnih
mest (Priloga I).

Med zapored;ji, ki so bila idegtia, smo izbrali enega predstavnika za filogenetsiaize.

Zaporedja, ki smo jih pridobili iz vzorcev klopovilakacije SodraZzica, so bila med seboj
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identicna, zato smo v analizo kot predstavnika ukljwzorec T8, vzorca T27 in T23 pa
smo izkljwili. Zaporedji T9 iz klopa z lokacije Rakovnik in3R iz glodavca z iste lokacije
sta bili identéni, zato smo v analizo kot predstavnika v&iuvzorec T9. Med vzorci
glodavcev, pridobljenih z lokacije Rakovnik (R303R R35 in R37), ki so bili iderdni,

smo izbrali vzorec R30 kot predstavnika v filog&ntnalizi.

Filogenetska analiza 936 bp dolgih nukeotidnih zegip je pokazala, da se zaporedja
zdruzujejo v Stiri glavne skupine z visokimi postenimi verjetnostmi. Skupine smo
ozn&ili z razlicnimi barvami. Oznéli smo Se dodatne skupine, ki imajo niZje posteréo
verjetnosti (sliki 4-9 in 4-11). Zdruzevanje v fjenetske skupine je bilo neodvisno od
gostitelja. Zaporedja, ki smo jih pridobili iz vzav klopov, glodavcev ali vzorcev
bolnikov, so se zdruzila v skupne filogenetske skeip
Da bi ugotovili, ali obstaja povezava med razlikanzaporedjih in zemljepisnim poreklom
vzorcev, iz katerih je osamljena virusna RNA, smaazemljevidu Slovenije oz#i mesto
odvzema vzorca z barvo, ki ustreza filogenetskipskiu ozn&eni na filogenetskem
drevesu. Na podlagi filogenetskega drevesa in ssdp smo ugotovili, da se vzorci
zdruzujejo v skupine glede na njihov zemljepisnoiz (Sliki 4-9 in 4-10). Nukleotidna
razlika med skupinama Al in A3 je znaSala 2,9 % sl@aipinama A3 in A4 je 2,6 %, med
skupinama A4 in A2 1 % ter je med skupinama A2 in1A2 %.
Pomnozena nukleotidna zaporedja smo s standardminetgkim kodom prevedli v
aminokislinska zaporedja, dolga 312 aminokislinte® smo analizirali 35 % zaporedja
beljakovine NS5 virusa KME. Zanimalo nas je, alidta od mutacij privede do spremembe
aminokisline. Od 96 mutacij, ki smo jih ugotovili mukleotidnem zaporedju tarega
odseka beljakovine NS5 virusa KME, pridobljenih og@dno iz vzorcev bolnikov, klopov
in glodavcev, jih je bilo 88 tihih mutacij. Preve@eaminokislinska zaporedja so se med
seboj razlikovala v 0 - 0,5 % oziroma so bila pasl 99,5 — 100 %. Ugotovili smo, da se
prevedena aminokislinska zaporedja, pridobljenasi 8tudiji v primerjavi z prototipnim
sevom Neudoerfl, razlikujejo na osmih mestih (Tab&{16). Najbolj izrazite so bile tri
zamenjave, od katerih sta bili zamenjavi V51M inOBR prisotni pri vseh zaporedjih
vzorcev analiziranih v nasSi Studiji ter zamenjava5BR, ki je bila prisotna pri vseh
zaporedjih vzorcev analiziranih v nasi Studiji nazei zaporedju H55.
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Tabela 4-16 Prikaz razlik pri poravnavi prevedemifinokislinskih zaporedij beljakovine NS5 virusa EM
pridobljenih iz vzorcev klopov, glodavcev in vzovdeolnikov v primerjavi z referemim sevom Neudoerfl
(TEU27495).

Razlike v aminokislinah

108 116 193 253 297 311
\Y | E R
|

Zaporedje | 39
Neudoerfl K
Ljubljana .
T3 R
T8
T9
T10
T12 .
T15 R
R 30 .
H 48 R
H 49
H 51
H 52
H 53
H 55 .
H 56 R
H 57 R
H 58
H 59
H 60 .
H 61 R
H 62 .
H 63 R
H 64
H 65 .
H 66 R
H 67 .
H 68 R
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Slika 4-11 Filogenetsko drevo taega daljSega odseka beljakovine NS5 (936 bp), paemega neposredno
iz vzorcev klopov, glodavcev in vzorcev bolnikovzriaka T predstavlja vzorec klopov. Oznaka R predjata
vzorec glodavca. Oznaka H predstavlja vzorec balnfitevilke poleg oznak T, R in H pomenijo 3tevilko
izolata. Kot referetne seve virusa KME smo uporabili zaporedja, ki imalobili v genski banki GenBank:
Ljubljana | — slovenski izolat virusa KME (JQ654FJ0Neudoerfl - prototipni sev evropskega podtipausa
KME (TEU27495), Hypr — slova3ki izolat virusa KMHEU39292), TBE263 — finski izolat virusa KME
(DQ153877), EK-328 — estonski izolat virusa KME (£88861), Kolarevo-2008 — ruski izolat virusa KME
(FJ968751), Vasilchenko — prototipni sev sibirskpgdtipa (L40361), Dalnegorsk — ruski izolat virdSslE
(FJ402886), Oshima5-10 — japonski izolat virusa KMB062063), Senzhang — kitajski izolat virusa KME
(AY182009), Sofjin-HO — prototipni sev daljnovzhaaya podtipa (AB062064); kot zunanjo referenco smo
uporabili OMSKV_Guriev — virus hemoragie vraice OMSK (AB507800). Oznake na vejah predstavljajo
posteriorne verjetnosti. Oznake v obarvanih krqggédstavljajo doléene filogenetske skupine.
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4.4.2 Filogenetska analiza tatnega odseka beljakovine E

Iz poravnav 29 nukleotidnih zaporedij smo izrigédigenetsko drevo z metodo Bl (Slika 4-
12). Nukleotidna zaporedja tmega odseka beljakovine E virusa KME, pomnozena
neposredno iz osmih vzorcev klopov, Stirih vzorgéxavcev in 17 vzorcev bolnikov, so
se med seboj razlikovala v 0 - 2,2 % oziroma sa pddobna v 97,8 — 100 %.

Nukleotidna zaporedja t&mega odseka beljakovine E virusa KME, pomnozenasregno

iz vzorcev, smo primerjali med seboj. Na 757 bpydol tatnem odseku smo ugotovili 88
mutacij, kar pomeni, da je na tem odseku v virusrggnomu 12 % variabilnih mest
(Priloga J).

Med zapored;ji, ki so bila idegtia, smo izbrali enega predstavnika za filogenessiatize.
Zaporediji, ki smo ju pridobili iz vzorcev klopovlakacije Sodrazica, sta bili med seboj
identiéni, zato smo v analizo vkifili vzorec T20, vzorec T23 smo izkljii. Zaporedja T9

iz klopa z lokacije Rakovnik ter zaporedji R30 i8Riz glodavca z iste lokacije so bila
identiéna, zato smo v analizo kot predstavnika wiljwzorec R37. Vzorca bolnikov H51
in H50 sta bila identha, zato smo v filogenetsko analizo vkljuvzorec H50. Vzorca
bolnikov H60 in H58 sta bila idetia, zato smo v filogenetsko analizo vkljuvzorec
H60.

Filogenetska analiza 757 bp dolgih nukeotidnih zegip je pokazala da se zaporedja
zdruzujejo v Stiri glavne skupine z visokimi postenimi verjetnostmi. Skupine smo
oznd&ili z razlicnimi barvami. Oznéli smo Se dodatne skupine, ki imajo nizje posterso
verjetnosti (sliki 4-12 in 4-14). ZdruZzevanje vofjjenetske skupine je bilo neodvisno od
gostitelja. Zaporedja, ki smo jih pridobili iz voav klopov, glodavcev ali vzorcev

bolnikov, so se zdruzila v skupne filogenetske skeip
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Slika 4-12 Nekoreninjeno filogenetsko drevo, iznegpo Bayesian filogenetski obdelavi daega odseka
beljakovine E virusa KME (757 bp), pomnoZenega sepino iz vzorcev klopov, glodavcev in vzorcev
bolnikov. Oznake na vejah predstavljajo posteriovegetnosti. Oznake v obarvanih krogih predstqwlja
dolocene filogenetske skupine. Oznaka T predstavljaezéfopov. Oznaka R predstavlja vzorec glodavca.
Oznaka H predstavlja vzorec bolnika. Stevilke paegak T, R in H pomenijo Stevilko izolata.
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Slika 4-13 Povezava med zemljepisno razporeditvgorcev in filogenetskimi skupinami, ki temelji na
tarknem odseku beljakovine E virusa KME, pomnoZenegaosiedno iz vzorcev klopov, glodavcev in
vzorcev bolnikov. Legenda prikazuje barvo izolatewrazliénih filogenetskih skupin. Oznaka T predstavlja
vzorec klopov. Oznaka R predstavlja vzorec gloda@znaka H predstavlja vzorec bolnika. Stevilkeegol
oznak T, R in H pomenijo Stevilko izolata.

Da bi ugotovili, ali obstaja povezava med razlikanzaporedjih in zemljepisnim poreklom
vzorcev, iz katerih je osamljena virusna RNA, sraawemljevidu Slovenije oz mesto
odvzema vzorca z barvo, ki ustreza filogenetskipgsku ozn&eni na filogenetskem
drevesu. Na podlagi filogenetskega drevesa in zsidi smo ugotovili, da se vzorci
zdruzujejo v skupine glede na njihov zemljepiswioiz(Sliki 4-12 in 4-13). Nukleotidna
razlika med skupinama Al in A3 je znaSala 3 %, siatpinama A3 in A4 je 2,5 %, med
skupinama A4 in A2 je 2,9 % ter med skupinama AZ1ne 1,9 %.

PomnoZena nukleotidna zaporedja smo s standardminetgkim kodom prevedli v
aminokislinska zaporedja, dolga 252 aminokislinte®n smo analizirali 51 % zaporedja

beljakovine E virusov KME. Zanimalo nas je, ali éat od mutacij privede do spremembe
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aminokisline. Od 88 mutacij, ki smo jih ugotovili mukleotidnem zaporedju tarega
odseka beljakovine E virusa KME, pridobljenih neadso iz vzorcev bolnikov, klopov in
glodavcev, je bilo 78 tihih mutacij. Prevedena awkislinska zaporedja so se med seboj
razlikovala v 0 - 0,7 % oziroma so bila podobna%39- 100 %. Ugotovili smo, da so se
prevedena aminokislinska zaporedija, pridobljenasi 8tudiji v primerjavi z prototipnim
sevom Neudoerfl, razlikovala na desetih mestih élald-17). Najbolj izrazita zamenjava
je 1110V, do katere je priSlo pri vseh zaporedjorcev analiziranih v nasi Studiji.

Pri poravnavi prevedenih aminokislinskih zaporedijbeljakovino E smo ugotovili devet
ohranjenih aminokislin cistein, ki so zfilai za vse klopno prenosljive flaviviruse,
ohranjen fuzijski peptid (DRGWGNHCGLFGKGSI), ohranjheksapeptid (EHLPTA) in
glikozilacijsko mesto (NET) (Priloga K). Pri poraawi prevedenih aminokislinskih
zaporedij vzorcev analiziranih v nasi Studiji ifierertnih sevov smo na mestu 206 opazili

zn&ilne aminokisline za vse tri podtipe virusa KMEi({@ga K).
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Tabela 4-17 Prikaz razlik pri poravnavi prevedemifinokislinskih zaporedij beljakovine E virusa KME,
pridoljenih iz vzorcev klopov, glodavcev in vzorceelnikov v primerjavi z referagmim sevom Neudoerfl

(TEU27495).

Razlike v aminokislinah

Zaporedje

Neudoerfl

Ljubljana
T8
T10
T12
T 15
T20
T23
R 30
R 33
R 37
T3
R 42
H 47
H 48
H 49
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H 56
H 58
H 59
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H 61
T9
H 57
H 62
H 60
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Slika 4-14 Filogenetsko drevo taega odseka beljakovine E (757 bp), pomnozenegasnegno iz vzorcev
klopov, glodavcev in bolnikov. Oznaka T predstawirec klopov. Oznaka R predstavlja vzorec glodavc
Oznaka H predstavlja vzorec bolnika. Stevilke potemak T, R in H pomenijo Stevilko izolata. Kot
referertne seve virusa KME smo uporabili zaporedija, ki gimalobili v genski banki GenBank: Ljubljana |
— slovenski izolat virusa KME (JQ654701), Neudoerfprototipni sev evropskega podtipa virusa KME
(TEU27495), Hypr — slovaski izolat virusa KME (TE®E®2), TBE263 - finski izolat virusa KME
(DQ153877), EK-328 — estonski izolat virusa KME (£88861), Kolarevo-2008 — ruski izolat virusa KME
(FJ968751), Vasilchenko — prototipni sev sibirskpgdtipa (L40361), Dalnegorsk — ruski izolat virdSslE
(FJ402886), Oshima5-10 — japonski izolat virusa KMB062063), Senzhang — kitajski izolat virusa KME
(AY182009), Sofjin-HO — prototipni sev daljnovzhadra podtipa (AB062064); kot zunanjo referenco smo
uporabili OMSKV_Guriev — virus hemoragie vra@iice OMSK (AB507800). Oznake na vejah predstavljajo
posteriorne verjetnosti. Oznake v obarvanih krqggédstavljajo dolgene filogenetske skupine.

103



4.4.3 Povezava filogenetske analize in zemljepisnega péla vzorca

Nukleotidna zaporedja, ki so se zdruzila v filogske skupine pri analizi zapisov za
beljakovino NS5, so se zdruzila v enake filogernetskupine kot pri analizi zapisov za
beljakovino E (slike od 4-9 do 4-14). Vzorci, pratkrih smo dobili zapisa za obe
beljakovini, so se po filogenetski analizi zdruxilenake skupine tako pri analizi zapisov za
beljakovino E kot pri analizi zapisov za beljakowirazen pri vzorcu H-49. Opazili smo
pomembno razliko pri nukleotidnem zapisu, ki smadgaili iz vzorca bolnika H-49, ki se
pri analizi zapisov za beljakovino NS5 zdruzuje kugno A4, pri analizi zapisov za
beljakovino E pa v skupino Al.

Na slikah 4-10 in 4-13 po analizi nukleotidnih zapi opazamo zemljepisno zdruzevanje
vzorcev pri zapisih za beljakovini NS5 in E. SkupM in A3 sta sestavljeni iz zapisov, ki
smo jih pridobili iz vzorcev z zemljepisnim poreRkloiz severnega in osrednjega dela
Slovenije. Skupini A2 in A4 sta sestavljeni iz zpi, ki smo jih pridobili iz vzorcev z
zemljepisnim poreklom iz juznega dela Slovenije.dMgkupinama Al in A3 lahko
opazimo, da obstaja zemljepisna razporeditev, Ilgkupino Al sestavljajo zapisi,
pridobljeni iz severnega podia Slovenije, skupino A3 pa sestavljajo zapisi szeanjega
dela Slovenije. Tudi med skupinama A2 in A4 obstagmljepisna razporeditev. V skupini
A2 se zdruzujejo zapisi, pridobljeni iz jugozahodgagodr@ja Slovenije, med tem ko se v

skupini A4 zdruZujejo zapisi s poreklom iz jugovdnega podrga Slovenije.
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5 RAZPRAVA

RNA virusi imajo visoko pogostost mutacij in zaraediga potencial za hitro evolucijo
(Ecker in sod., 1999; Lundkvist in sod., 2001).ukltemu je virus KME glede na dostopne
podatke o virusnih izolatih presenetljivo stabilenaravnih ekoloSkih razmerah, tako da v
naravi ni opaziti v&ih antigenskih sprememb (Ecker in sod., 1999).

Z doktorsko nalogo smo Zeleli ugotoviti genetskaiéace virusa KME. Nameravali smo
dokazati, da je genetska raznolikost virusa KMBov&niji zemljepisno razporejena in da
med prenasSalci oziroma gostitelji prevladuje engdmetska razlica virusa, ki je omejena
na posamezna ekoloSka patjeo V ta namen smo dalib nukleotidna zaporedja genov, ki
nosijo zapis za beljakovini NS5 in E, virusa KMEpnsredno iz klopov, glodavcev in
vzorcev bolnikov, obolelih s KME. Z datevanjem nukleotidnih zapisov neposredno v
vzorcih smo se poskusali izogniti spremembam vszapki bi nastale zaradi gojenja virusa
v poskusnih zivalih, calnih kulturah ali pri kloniranju. V nam dostopnidraturi nismo
zasledili raziskave, kjer bi neposredno dehali nukleotidno zaporedje in &isno
analizirali zaporedja virusa KME v rezervoarju, maealcu in kotnemu gostitelju virusa
KME na enem zemljepisnem podjo. Prav tako je malo podatkov o genetski poveznos

sevov virusa KME med razhimi gostitelji na endeninih podrajih.

5.1 DOKAZ VIRUSA KME V VZORCIH KLOPOV, GLODAVCEYV IN BOLNIKOV S
KME

Iz slovstva je znano, da je prekuzenost klopavcinus z virusom KME v Evropi od 0 do 5
%, v veini primerov manj kot 1 % (Oehme in sod., 2002; B&va in sod., 2002; Suss in
sod., 2003; Golovljova in sod., 2004; Casati in.s@06; Melik in sod., 2007; Carpi in
sod., 2009; Barandika in sod., 2010; Jaaskelédineod., 2010). Preéevali smo klope, ki

smo jih nabrali na osmih zemljepisnih pogilo Slovenije, ki se razlikujejo v svojstvenih
ekoloskih pogojih. Lokacije, na katerih smo nabitdbpe, smo izbrali glede na stopnjo
endeménosti naravnega zatid KME v preteklosti in danes. V raziskavo smo wklju

9209 klopov, ki smo jih zdruzili v 1192 skupin. U8no RNA smo dokazali v 27-ih
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skupinah klopov. Z RT-PCR v realnetasu smo ugotovili razino stopnjo okuzenosti
klopov glede na leto vzéenja, glede na zemljepisno pod&ein glede na razvojno stopnjo
klopov. V Stiriletni Studiji v Sloveniji smo dokaltgpovpreino stopnjo okuzbe klopov
okrog 0,3 %. NajviSjo pogostost okuzbe z virusomEKBmMo dokazali pri klopih, nabranih
v letu 2005 (0,54 %), nekoliko nizjo v 2006 (0,43 v 2007 (0,27 %). V letu 2008 pa
virusa nismo dokazali v nobeni skupini klopov. Ngjo stopnjo okuzbe smo dokazali na
lokaciji Sodrazica. Podtge, kjer se nahaja ta lokacija, je eno izmed reginpajvisjo
incidenco KME pri ljudeh. Virusa nismo dokazali lokaciji Crni Kal in Murska Suma, ki
sodita med podkga z najnizjo incidenco KME pri ljudeh. Primerjapasameznih stopenj
je pokazala, da so odrasli klopi okuzeni v viSjedstotku (0,75 %) kot nimfe (0,18 %).
Nekoliko veji delez smo zaznali pri samcih (0,81 %), kot @airscah (0,68 %). Ti podatki
so bili podrobno analizirani v predhodni Studijin@&p, 2011; DurmisSi in sod., 2010). Naso
raziskavo smo nadeljevali z genetsko analizo pozhi vzorcev klopov, z namenom

preltiti vzorce klopov iz raztinih zemljepisnih podr®j Slovenije.

V raziskavo smo vkljeili glodavce, ki igrajo pomembno vlogo pri enzoask krozenju
virusa KME. Glodavci razvijejo kratko viregno fazo, zato je obdobje, ko je mozen
prenos virusa na klope, kratko. Za prenos virusaaje bolj pomembno gasno hranjenje
klopov na glodavcih (Labuda in sod., 1997). Glodaecpremikajo na kratke razdalje, zato
so naravna zaga virusa KME, ki so odvisna od malih sesalcev, oja@a na doléenem,
ekolosko omejenem podijo. Zaradi tega se na posameznih poplnoohranijo genetske
razlicice virusa, ki so se razvile skozas (Labuda in sod., 1997; Casati in sod., 2006).
Predhodna Studija (Knap, 2011) je potrdila, da laveniji v regijah z v@o prisotnostjo
malih sesalcev okuzenih z virusom KME, tudi incide@iKME viSja. Specifina protitelesa
proti virusu KME so dokazali v 5,53 % serumov madisalcev. Pri voluharicaWyodes
glareolus so v primerjavi z miSmApodemus flavicolis dokazali viSje virusno breme kot
tudi viSje titre specitinih protiteles proti virusu KME. Predvidevajo, dadjo voluharice
M. glareolus verjetho pomembnejSo vlogo pri sistemskem prenasisa KME, medtem
ko miSi iz roduApodemus nudijo boljSe moznosti za nesistemski prenos ainred klopi
(Knap, 2011; Knap in sod., 2012). Po analizi posantetkiv so ugotovili, da se virus
najpogosteje nahaja v vranici ali mozganih. V r&adiji smo zato uporabili vranice ali
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mozgane 842 glodavcev, ki smo jih vKijlu v raziskavo. RNA virusa KME smo dokazali
pri 17-ih glodavcih.

S preliminarnimi rezultati naSe raziskave, v kasenio analizirali le kratek odsek segmenta
NS5, smo pokazali, da je v Sloveniji virus KME viti&ih soroden virusu KME v klopih

in da je genetsko raznolik (DurmiSi in sod., 201Da bi potrdili naSe predhodne
ugotovitve, smo raziskavo razsirili tako, da smdguidili 121 primernih vzorcev bolnikov,
obolelih s KME. Med vsemi preiskovanimi vzorci siabrali 22 vzorcev, ki so zadovoljili
pogojema, da so vsebovali zadostno dwb materiala (krvi ali seruma), da je bil rezultat
RT-PCR v realnentasu pozitiven, in da je bikim vecja zemljepisna razprSenost izolatov

glede na naslov bivanja bolnika.

5.2 NUKLEOTIDNE IN AMINOKISLINSKE ZNA CILNOSTI TARCNEGA ODSEKA
BELJAKOVINE NS5 VIRUSA KME, POMNOZENEGA NEPOSREDNZ
VZORCEV KLOPOV, GLODAVCEYV IN BOLNIKOV S KME

Na za&etku Studije smo opravili preliminarno filogenetskoalizo vzorcev. Pri 53 vzorcih,
ki smo jih predhodno z metodo RT-PCR v realngasu dolgili kot pozitivhe, smo
pomnozili krajSi tagni odsek beljakovine NS5. Tako smo dolionukleotidno zaporedije
195 bp dolgega téanega odseka neposredno iz 17 vzorcev klopov, 1rcezaylodavcev in
22 vzorcev bolnikov. S filogenetsko analizo smo togii, da so nukleotidna zaporedja
slovenskih vzorcev najbolj podobna prototipnemuusevropskega podtipa virusa KME
Neudoerfl. Opazili smo tudi, da se zaporedja zdejaw pet filogenetskih skupin. Skupine
ali genetske razlice so se oblikovale neodvisno od gostitelja, s@ajvsisti skupini
zdruzujejo zaporedja, pridobljena iz klopov, glodew in vzorcev bolnikov s KME.
Opisani preliminarni rezultati pomenijo prve tovespodatke, kjer so analizirani zapisi za
beljakovino NS5 pridobljeni neposredno iz vzorcdepkv, glodavcev in bolnikov ene
drzave (Durmisi in sod., 2011). Nekateri raziskovab za dokaz virusa KME in za analize
nukleotidnih zapisov virusnega genoma v vzorcihp&lo pomnozili krajSi tamni odsek
beljakovine NS5, vendar zaradi nizke genetske f&osti in kratkih predevanih
zaporedij niso mogli izrisati zanesljivega filog&iega drevesa (Han in sod., 2001; Han
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in sod., 2005). Da bi potrdili naSe predhodne iate) da je genetska raznolikost v
Sloveniji zemljepisno razporejena in da med preigada gostitelji na enem podéu
prevladuje enaka genetska rapla, smo potrebovali daljSa zaporedja virusnih geno

Odlacili smo se pomnoziti dele genoma, ki nosijo zagiadeljakovini NS5 in E.

Pri devetih od 27-ih pozitivnih vzorcev klopov smspeli pomnoziti 1075 bp dolg tani
odsek beljakovine NS5. Analiza nukleotidnih zapgrewlekularnih izolatov iz klopov je
pokazala da so le-ta na posamezni lokaciji ideati med lokacijami pa je bila nukleotidna
razlika do 2,4 %. V literaturi ni za zaslediti ptkiavr o genetski raznolikosti daljSega
taknega odseka beljakovine NS5, pridobljenega iz \eorklopov. Za primerjavo z
objavljenimi podatki so potrebna krajSa 252 bp datgporedja pri katerih smo ugotovili
nukleotidno razliko do 3,9 % (DurmiSi in sod., 201Y Italiji so pri 252 bp dolgem
taknem odseku beljakovine NS5, pridobljenem iz 5 veer&lopov, nabranih na enem
omejenem zemljepisnem podjo, ugotovili nukleotidno razliko od 0,4 do 1,2 @ @Agaro
in sod., 2009). PovrSina preiskovanega po&j@drge lahko razlog, zakaj je nukleotidna
razlika pri zaporedjih, analiziranih v Italiji, n& od nukleotidne razlike pri zaporediih,
analziranih v nasi Studiji, saj je povrSina zemiepga podrga, ki so ga preiskovali v
Italiji, 2,5-krat manjSa od povrSine Slovenije. RO75 bp dolgih nukleotidnih zapisih,
pridobljenih v nasi Studiji, smo opazili manjSo fedtidno razliko v primerjavi z 252 bp
dolgimi odseki teh enakih zapisov, kar kaze, d252 bp dolg odsek zapisa za beljakovino
NS5 dovolj spremenljiv in informativen za filogesk¢ analize. Zato menimo, da lahko v
bodaie uporabimo tudi 252 bp dolge odseke, saj z daljgumkleotidnimi zapisiceprav
pridobimo ve& informacij, ne potrdimo wgih nukleotidnih razlik.
Po prevedbi v aminokislinsko zaporedje smo ugotdxilaminokislinske zamenjave. Pri
vseh zamenjavah je prvotno aminokislino zamenjalmal ki je bila glede polarnosti iste
vrste. Zato predvidevamo, da spremembe niso vpliveh antigenske determinante
beljakovine NS5.
Po ogledu zemljevida Slovenije, kjer smo prikazglovezavo med zemljepisno
razporeditvijo vzorcev in filogenetskimi skupinangmo zakljgili, da se molekularni
izolati virusa KME iz vzorcev klopov iz Slovenij@izujejo v skupine glede na njihov
zemljepisni izvor (Slika 4-4). NaSo trditev podpiraigotovitve D" Agaro in sodelavcev, ki
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so por@ali, da zaporedja njihovih izolatov kazejo podolirmgzaporediji izolatov virusov,
ki krozijo v okoliskih drzavah, naté&neje z zaporediji, ki krozijo v Sloveniji (D"Agara i
sod., 2009).

Pri osmih od 17-ih pozitivnih vzorcih glodavcev smomnozili 536 bp dolg tani odsek
beljakovine NS5. Ugotovili smo, da so nukleotidnaparedja molekularnih izolatov
glodavcev iz doleene lokacije med seboj idetita. Med posameznimi lokacijami so se
izolati razlikovali v nukleotidnem zaporedju do 5 %

Po ogledu zemljevida Slovenije, kjer smo prikazglovezavo med zemljepisno
razporeditvijo in filogenetskimi skupinami, smo $rido podobnih zakljgkov kot pri
prewevanju genetskih zapisov izolatov iz klopov, inesida se molekularni izolati virusa
KME iz glodavcev v Sloveniji zdruzujejo v skupinkede na zemljepisni izvor (Slika 4-5).
V nam dostopni literaturi nismo zasledili raziskavekateri bi dolégevali nukleotidna
zaporedja beljakovine NS5 virusa KME pridobljerzhgiodavcev ujetih v naravi. Zasledili
smo primerjavo nukleotidnih zapisov za celoten gendrusa KME, pridobljenih iz dveh
glodavcev, ujetih na razhih, okoli 60 km oddaljenih, zemljepisnih podjib v Koreji.
Izolata sta se razlikovala v nukleotidnem zaporedfu8 do 19,2 % (Yun in sod., 2011).
Zanimivo je, da so po filogenetski analizi celotrgenomov ugotovili, da se vzorca
zdruzujeta v skupino z evropskim podtipom virusa KMhe pa, kot bi zaradi manjSe
oddaljenosti in vrste klopa, ki je razSirjen v nay@ricakovali, z daljnovzhodnim podtipom

virusa KME (Yun in sod., 2011). To kaze na morebiti@navadno Sirjenje virusa KME.

V raziskavi smo pomnozili 1003 bp dolgdar odsek beljakovine NS5 neposredno iz 19-ih
od 22-ih vzorcev bolnikov, ki smo jih pridobili deta 2000 do leta 2011. Kljub temu, da so
se vsa nukleotidna zaporedja med seboj razlikosdase genetske rasbie zdruzile v
osem filogenetskih skupin (Slika 4-6). Med posanmezrskupinami so se nukleotidna
zaporedja razlikovala do 2,7 %. Po prevodu v amsiimisko zaporedje smo ugotovili pet
aminokislinskih zamenjav. Najbolj izpostavljenaljga zamenjava aminokisline arginin v
aminokislino lizin, ki jo lahko opazimo pri 12-ihrgvedenih aminokislinskih zapored;jih.
Predvidevamo, da zamenjava ni pow#eo spremembe antigenskih determinant virusne
beljakovine NS5, saj je prvotno aminokislino zana¢éepminokislina enake polarnosti.
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Pri podrobni analizi filogenetskega drevesa in dgleemljevida Slovenije, kjer smo
prikazali povezavo med zemljepisno raporeditvijo filogenetskimi skupinami, smo
opazili, da nekateri bolniki, glede na zemljepisnior vzorca, ne sodijo v isto genetsko
linijo (Slika 4-6). Opazeno si razlagamo z dejstyata pri bolnikih za zemljepisni izvor
upoStevamo kraj stalnega bivé&h$ saj dejanskega mesta okuzbe ne poznamo. V nam
dostopni literaturi nismo zasledili raziskave, kjer dolatevali nukleotidna zaporedja
beljakovine NS5 pri webolnikih s KME; por@ajo le o posameznih primerih. Ternovoi in
sodelavci so pridobili zapis za celoten genom &rd&VIE pri bolniku iz Rusije. V
primerjavi z naso Studijo je zanimivo, da tudi ope ugotovitve kazejo na moznost
vzporedne evolucije razic virusa KME na enem zemljepisnem pagw (Ternovoi in
sod., 2007).

5.3 NUKLEOTIDNE IN AMINOKISLINSKE ZNA CILNOSTI TARCNEGA ODSEKA
BELJAKOVINE E VIRUSA KME, POMNOZENEGA NEPOSREDNO 1Z
VZORCEV KLOPOV, GLODAVCEYV IN BOLNIKOV S KME

V raziskavi smo pri osmih od 27-ih vzorcev klopospeli pomnoziti 931 bp dolg t&ni
odsek beljakovine E. Ugotovili smo, da so zaporedekularnih izolatov, iz klopov z
dolo¢ene lokacije, identna, med lokacijami pa je razlika v nukleotidnemaaplju do 3,4
%. V literaturi sicer najdemo podatke o genetskinddikosti odsekov beljakovine E,
pridobljenih iz klopov iz razéinih drzav, vendar je prednost naSih rezultatown, @a smo
analizirali zaporedja, pridobljena neposredno iapklv iz Sestih razlnih zemljepisnih
podrasij, in da smo odkrili Stiri raztiice (Slika 4-7). Na Svedskem so pridobili zapis za
beljakovino E virusa KME neposredno iz enega zdraga vzorca klopov, ki je vseboval 9
odraslih klopov in 106 nimf. Préavali so le eno lokacijo in ugotovili, da je potneb
podrobno poznavanje razlik v zapisih med in znopapulacij, da bi boljSe razumeli
evolucijo virusa (Melik in sod., 2007). V lItalijiosvirusno RNA izolirali neposredno iz
klopov, vendar so obdelovali le eno ekoloSko pogroki ima vsaj trikrat manjSo povrsno
kot Slovenija. Pomnozili so 326 bp dolgdairodsek beljakovine E iz dveh vzorcev klopov
in ugotovili da je razlika med nukleotidnimi zapdjie2,54 % (Carpi in sod., 2009). Glede
na to, da so v omenijeni Studiji pomnozili trikragj§i takni odsek beljakovine E kot smo
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ga prewevali v nasi raziskavi in da se &ar odsek beljakovine E, ki so ga pomnozili v
Italiji, ne prekriva z tamim odsekom zapisa za beljakovino E, ki smo ga podifinv nasi
Studiji, rezultatov o nukleotidnih razlikah ne mom@ neposredno primerjati.

Po ogledu zemljevida Slovenije, kjer smo prikazglovezavo med zemljepisno
razporeditvijo vzorcev in filogenetskimi skupinaramo zakljdili, da se genetske razice
izolatov iz klopov zdruzujejo enako kot pri zapigi& beljakovino NS5, v skupine glede na
njihov zemljepisni izvor (Slika 4-7). Zanimiva jéuslija, ki so jo opravili v Svici, kjer so
posredno s pondo celi¢nih kultur pridobili 72 izolatov virusa KME iz okehih klopov in
med celotnimi zapisi za beljakovino E ugotovili likg v nukleotidnem zaporedju do 2,2
%. Pri ve&ini molekularnih izolatov niso ugotovili zemljepisga zdruzevanja glede na
zemljepisno poreklo vzorce¥eprav so obdelovali zemljepisno podjey ki ima dvakrat
vecjo povrsino, kot je povrsina Slovenije. Tudi neokem zemljepisnem podiju Finske,
Karelie in Burjatije Jaaskeldinen in sodelavci nisgpeli dokazati zemljepisnega
zdruzevanja vzorcev (Jaaskelainen in sod., 201@)divann in sodelavci so prvi na manjsi
razdalji (najvéja oddaljenost med zemljepisnim izvorom vzorcewija 272 km) potrdili
pojav, ki so ga opisali Zanotto in sodelavci, daese& preteklosti virus KME razsiril po
Evroaziji od vzhoda proti zahodu (Weidmann in s@&f11., Zanotto in sod., 1995). Z
rezultati, pridobljenimi v nasi Studiji nismo mogiotrditi smeri razsSiritve virusa KME v

Sloveniji, ker nismo ugotovili povezave med genigtskn zemljepisnimi razdaljami.

V raziskavi smo pomnozili 1203 bp dolg dar odsek beljakovine E neposredno iz osmih
vzorcev glodavcev, ki smo jih ujeli na treh ramlh zemljepisnih podrgih Slovenije.
Ugotovili smo, da so zaporedja molekularnih izolatp glodavcev z dokene lokacije
identicna, med lokacijami pa je razlika v nukleotidnemaaglju do 3,1 %. V Sloveniji so
raziskovali pogostost okuzbe malih sesalcev z smuKME v dveh naravnih Zatith
KME, ki se razlikujeta v stopnji zbolevnosti. Vimisgenom so dokazali v 45,9%
pregledanih zivali (Malovrh in Marc, 1997). Kerlj@ namen naSe raziskave ugotoviti, ali
obstaja genetska raznolikost virusa KME v Sloversiino Studijo podprli z metodami, s
katerimi smo virusni genom potrdili s sekveniranjem
Po ogledu zemljevida Slovenije, kjer smo prikazglovezavo med zemljepisno
razporeditvijo vzorcev in filogenetskimi skupinaramo zakljuili, da se genetske razice
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izolatov iz glodavcev zdruzujejo enako kot pri zpiza beljakovino NS5, v skupine glede
na njihov zemljepisni izvor. V literaturi pafajo o nukleotidnih zaporedjih za beljakovino
E, ki so jih dol@ili pri virusih, izoliranih iz glodavcev. Za razlikod nasSe Studije so tam
viruse osamili z gojenjem v céfiih kulturah ali v poskusnih Zivalih in niso opravi
obseznejSe filogenetske analize (Yun in sod., 2008gdman in sod., 2006; Bakhvalova in
sod., 2006). Weidmann in sodelavci so ugotovili @3azliko v nukleotidnem zaporedju
pri 1640 bp dolgih nukleotidnih zapisih za beljakavE, ki so jih pridobili iz treh vzorcev
glodavcev iz leta 1989 (Weidmann in sod., 2011)prifmerjavi z rezultati, ki smo jih
pridobili v naSi raziskavi, je v njihovi Studiji zéka v nukleotidnem zaporedju dokaj

majhna, vendar ni presenetljiva, saj so vsi trgerei iz istega zemljepisnega podja

V raziskavi smo pomnozili 757 bp dolg &ar odsek beljakovine E neposredno iz 22-ih
vzorcev bolnikov s KME, ki smo jih pridobili od 2000 do leta 2011 v Sloveniji. V nam
dostopni literaturi je to najbolj obsezna analizpigov za beljakovino E virusa KME,
pridobljenih neposredno iz klignih vzorcev. Molekularni izolati iz bolnikov so g®
filogenetski analizi zdruzili v Stiri vge filogenetske skupine (Slika 4-8). Nukleotidne
razlike med skupinami so bile do 2,5 %. Po prevedlaminokislinsko zaporedje smo
ugotovili Sest aminokislinskih zamenjav. Najbolpastavljeni sta dve spremembi. Prvo
spremembo smo zaznali pri 8 od 22 aminokislinskipazedij: na mestu 73 je bila
aminokislina tirozin, pri vseh ostalih pa je bilaiaokislina histidin; obe aminokislini
imata aromatsko stransko verigo. Drugo spremembm zamnali pri 11 od 22 vzorcev: na
mestu 249 je bila aminokislina metionin, pri vsedtatih pa je valin; obe aminokislini sta
hidrofobni in nepolarni pri fizioloSkem pH. Pri patbni analizi filogenetskih dreves
posameznih t&nih odsekov smo opazili, da nekateri bolniki glede zemljepisni izvor
vzorca ne sodijo v isto genetsko linijo (Slika 4-8pazeno si razlagamo z dejstvom, da
smo pri bolnikih za zemljepisni izvor upoStevaliakistalnega bival&, saj dejanskega
mesta okuzbe ne poznamo.
V literaturi je nekaj raziskav o zapisih za beljgkm E, vendar nobene, ki bi prayala
zapise za beljakovino E neposredno v vzorcih bowik KME. Gritsun in sodelavci so
pridobili zapis za beljakovino E pri bolniku s kionim KME. Posmrtno so z vzorcem
mozganov inokulirali sesaje misi. Opisali so molekularne in bioloSke ai#osti
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izoliranega virusa, ter pokazali da se je - kopstakovali po filogenetski analizi - zapis za
beljakovino E uvrstil v skupino s sibirskim podtipovirusa KME (Gritsun in sod., 2003a).
V Latviji so Lundkvist in sodelavci pridobili peethih zapisov za beljakovino E iz vzorcev
bolnikov. Serum bolnikov so vbrizgali v dva dni retesesajée misi in potem iz misjih
mozganov izolirali RNA. S filogenetsko analzo sotayili, da so vsi zapisi za beljakovino
E ustrezali evropskem podtipu virusa KME. Niso pagpali o genetski raznolikosti znotraj
evropskega podtipa virusa KME (Lundkvist in sodQ02). ObseznejSo raziskavo so
naredili na Svedskem, kjer so zapise za beljakoEmidobili od 17 bolnikov posredno, z
inokulacijo sesajgih midi in s kultivacijo na cetnih kulturah. Stirinajst od 17 vzorcev
bolnikov je bilo iz obdobja od leta 1991 do leta949 ostali trije vzorci so bili okrog
trideset let starejSi. Preiskovani sevi izhajaj2B0 km Sirokega zemljepisnega patjao
PovrSina preiskovanega podj je primerljiva z naSo Studijo, vendar je pomembn
poudariti, da je povpt@ma gostota prebivalstva na preiskovanem pgdrSvedske trikrat
vecja od povpreéne gostote prebivalstva v Sloveniji. Nukleotidnelike v beljakovini E,
pridobljenih na Svedskem, so bile v primerjavi &ina rezultati podobne; od 2 do 2,3 %.
Zanimivo je, da so zaznali potencialno povezavo nfédgenetskimi odnosi in
zemljepisnim poreklom vzorca, niso pa ugotovili ppave med kliriino sliko in lastnostmi
virusa oziroma zemljepisnim poreklom sevov (Haglundsod., 2003a). Prednost nasih
rezultatov v primerjavi z omenjeno Studijo je v teta smo v Studijo vklili vecje Stevilo
Klini¢nih vzorcev, ki so bili zbrani v daljSem neprekimgen casovhem obdobju od leta
2000 do leta 2011. I1zhodisi material je bil v obeh Studijah enak (prvi vzomeruma, ko
Se ni za&itnih protiteles proti virusu KME), pomembna radilpa je, da smo v nasi
raziskavi neposredno pomnozili ¢ae odseke in da smo ugotovili povezavo med

filogenetskimi odnosi in zemljepisnim poreklom vear

Na podlagi primerjave filogenetskih dreves, ki sjitmizrisali iz poravnav nukleotidnih
zaporedij tatnega odseka beljakovin NS5 in E z metodo Bl, udmao, da sta za
filogenetske analize primerna obactaa odseka. V literaturi po¢ajo, da so po primerjavi
celotnih genomov virusa KME ugotovili, da sta nukldna zapisa za beljakovini NS5 in E
dobra oznéevalca za robustne filogenetske analize (Kovalegad., 2009; Yun in sod.,
2011).
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Pri patogenih flavivirusih je samo 18 % aminokigtiopolnoma ohranjenih. V zaporedju
beljakovine E poznamo kratko zaporedje, tako imano¥uzijski peptid, ki je odgovoren
za stapljanje z membrano (sestavljen je iz 3,2 %neakislin beljakovine E).Ceprav
predstavlja zelo majhen del zapisa za beljakovingeEsestavljen iz 13 % ohranjenih
aminokislin in je najbolj ohranjen del zapisa bktjgine E, morda celo celothega genoma
flavivirusov. Dvanajst od 16 aminokislin fuzijskegeptida je popolnoma ohranjenih pri
flavivirusih, ki imajo razléne gostitelje. Pet od teh aminokislin so aminoRsslglicin, ki
lahko rotirajo okrog C-C in C-N vezi ter tako omégm konformacijske spremembe
klju¢ne za fuzijo. Zaradi pomembne vloge fuzijskega idepto evolucijske spremembe na
tem odseku zelo omejene, Se posebej, ker se moua vezati s celicami vretéarjev
(Seligman, 2008). Pri poravnavi prevedenih aminoigkih zaporedij smo v 252
aminokislin dolgem ta&nem odseku beljakovine E pri slovenskih vzorcihtagii Stevilna
ohranjena podi®a (Priloga K). Prevedena aminokislinska zaporekijamo jih pridobili iz
slovenskih vzorcev, vsebujejo ohranjen fuzijski (08 DRGWGNHCGLFGKGSI 113).
Na variabilnih mestih peptida imajo vsa naSa premadzaporedja enake aminokisline: 104
H, 107 L, 112 S in 113 I. Po poravnavi prevedemtin@kislinskih zaporedij smo zaznali
ohranjene aminokisline, zéitne za evropski podtip virusa KME (88G, 115A, 17286V,
267A in 277E) (Ecker in sod., 1999). Aminokislina mestu 206 je razia pri vseh treh
podtipih virusa KME. Pri vseh podtipih se aminokial valin nahaja neposredno pred
ohranjenim heksapeptidom (207 EHLPTA 211), ki jeecden za klopno prenosljive
flaviviruse (Ecker in sod., 1999). Klopno prenosljlavivirusi imajo ohranjeno N-
glikozilacijsko mesto NET (154-156), ki smo ga zalzntudi pri naSih zaporedjih
(Chambers in sod., 1990; Grard in sod., 2007). Meaedena aminokislinska zaporedja
beljakovine E iz vzorcev pridobljenih v naSi Studysebujejo devet od dvanajstih
ohranjenih cisteinov, ki ustvarjajo znotrajmolelkadisulfidne vezi (60, 74, 92, 105, 116,
121, 186, 290 in 307). Ker smo pomnozili le delaparedje za beljakovino E preostalih
treh ohranjenih cisteinov nismo deib (Nowak in Wengler, 1987; Grard in sod., 200Pn
natagni analizi pomnozenih in prevedenih zaporedij lahdakljutimo, da vsebujejo
zaporedja molekularnih izolatov virusa KME iz Slajje zn&ilne aminokisline in
aminokislinska zaporedja za klopno prenosljiveiftause in evropski podtip virusa KME.
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Khasantinov in sodelavci so pokazali, da lahko zgeva le ene aminokisline v
beljakovini E zn&ilno pove&a pomnozevanje virusa v klopih, ki se hranijo, ovgia
ucinkovitost prenosa virusa pri &&snem hranjenju klopov na zivali. Ugotovili so, da
zamenjava aminokisline aspartat z aminokislinoiglita mestu 67 privede do spremembe
naboja na povrSini beljakovine E. Zato taksSni sewvusa lazje prehajajo skozi krvno-
mozgansko pregrado, so bolj nevroinvazivni ali geeje Sirijo med nevroni (Khasnatinov
in sod., 2009). V nasi Studiji smo ugotovili, da pobenem molekularnem izolatu virusa

KME ni priSlo do zamenjave aminokislin na mestuBiiloga K).

5.4 CELOKUPNA ANALIZA

Z analizo dela genoma virusa KME, izoliranega nepdrso iz klopov, glodavcev in
bolnikov, smo kljub celokupni nizki raznolikosti kt®rsko prenosljivih flavivirusov
potrdili, da v Sloveniji krozi v& genetskih razsic virusa KME, ki se zdruzZujejo v
zemljepisno Iéene monofiletske linije. Pokazali smo, da se nuideo zapisi vseh treh
gostiteljev zdruzujejo, kar je v skladu z nizko Bt mutacij virusa KME in njegovo
konzervativno naravo zaradi selektivnega pritigi@jzraienega z menjavanjem gostiteljev
(Woelk in Holmes, 2002; Bertrand in sod., 2012).

V Sloveniji smo kljub celokupni nizki raznolikostirusa KME ugotovili Stevilne genetske
razlicice virusa KME. Pri analizi nukleotidnih zapisov lzaljakovini NS5 in E smo doddi
sedem filogenetskih skupin (Sliki 4-9 in 4-1ZJeprav je v literaturi opisano &asno
krozenje razlinih podtipov virusa KME na enem podjo, je malo podatkov o genetskih
razlicicah virusa na razinih zemljepisnih podgih, kjer je prisoten en podtip virusa KME
(Han in sod., 2001; Hauglund in sod., 2003a). Battni zapisi pridobljeni iz vzorcev v
nasi Studiji so bili podobni v 98 - 100 %, kar gemua z objavljenimi podatki o raznolikosti
virusa KME (Bakhvalova in sod., 2000; Han in saDp5; Jaaskelainen in sod., 2010;
Gaumann in sod., 2011; Weidmann in sod., 2011).

Jaaskelainen in sodelavci, ki so analizirali vzopc&lobljene s Sirokega zemljepisnega
podraija, niso odkrili zemljepisnega zdruzevanja vzoré&askeldinen in sod., 2010). V

nasi raziskavi pa smo pokazali in potrdili, da ijedenetsko zdruzevanje radt virusa
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KME v Sloveniji povezano z zemljepisnim poreklomowzev (Slike od 4-9 do 4-14).
Zdruzevanje genskih razic je na filogentskih drevesih in zemljevidih nazorin citno.
Opazamo, da so zaporedja, ki se zdruzujejo v filetgki skupini Al in A3, pridobljena iz
vzorcev, ki izhajajo iz severnega dela Slovenijedtem ko zaporedja, ki se zdruZujejo v
skupini A2 in A4, izhajajo iz juznega dela Slovenipo take porazdelitve genskih raii
virusa KME je najverjetneje priSlo zaradi vplivaraenih biotopov in ekoloSkih nis
(gozdovi, travniki in reke), v katerih se virus KMthranja v dovolj visoki koncentraciji s
krozenjem med majhnimi sesalci in klopi. Za tak3marazdelitev genskih razic je
odgovoren tudic¢lovek, saj je z izgradnjo cest in avtocest onendibgprosto selitev
gostiteljev s severa na jug drzave in obratno.
Pri molekularnih izolatih iz klopov in glodavcev srdokazali povezavo med filogenetskim
in zemljepisnim zdruzevanjem zaporedij. Zaporetjajzhajajo iz enakih zemljepisnih
podraijih, so identéna ali zelo podobna, medtem ko zaporedija, pridoélje klopov in
glodavcev iz bolj oddaljenih podfip kazejo ve€je razlike. Podobno porazdelitev smo
opazili pri molekularnih izolatih iz vzorcev bolmk. Pri bolnikih smo namte za
zemljepisni izvor okuzbe uposStevali kraj stalnegebpralia bolnika, ker dejanskega
mesta okuzbe ne poznamo. Pri vzorcih bolnikov, kp@tekularni zapisi niso v skladu z
zemljepisnim izvorom, obstaja velika verjetnostsdase z virusom KME okuzili na nekem
drugem podrgju Slovenije.Ceravno, glede na rezultate nase raziskave, lahkoapeemo,
da se ljudje vé&noma okuzijo z virusom KME, v blizini kraja bivam]
Filogenetska skupina A4 je izjema, saj vEljie le vzorce bolnikov z jugovzhodnega dela
Slovenije. V naSi Studiji nismo nabirali klopov nam podrgju in zato nimamo
molekularnih izolatov virusa KME iz vzorcev klopaw tega zemljepisnega podya.
Ceprav smo iz 157-ih glodavcev iz jugovzhodnega &taenije izolirali celokupno RNA,
z reakcijo RT-PCR v realnemiasu nismo pridobili pozitivnhega vzorca. Filogenatsk
skupina A4 tako nakazuje, da v naravi med klopiglodavci na tem zemljepisnem
podraiju najverjetneje krozi razlica virusa KME, zaznana pri bolnikih s KME. Za
potrditev bo potrebno vzéiti in obdelati véje Stevilo klopov in glodavcev s tega pogjeo
(Slike od 4-9 do 4-14).
V $tudiji naCeskem in Neriji so pokazali, da se je virus KME razsiril po @ngi Evropi z
vzhoda proti zahodu (Weidmann in sod., 2011). IZimaodatkov ne moremo dala
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smeri razSiritve virusa KME v Sloveniji, ker nismgotovili povezave med genetskimi in
zemljepisnimi razdaljami, saj zaporedja, ki so madgaljena po zemljepisnem poreklu,
niso bila né bolj podobna kot tista bolj oddaljena. Pri zapgitei se zdruzujejo v skupini
Al in A3, ki so pridobljena iz zemljepisno najbiizjpodraij, vidimo najveje genetske
razlike. Ta rezultat kaze na verjetnost, da serneswME v Slovenijo vnesel v ¥, za
zdaj Secasovno, zemljepisno in izvorno neznanih dogodkila. @otrditev omenjene
hipoteze, bi potrebovali bolj obsezne raziskaveegim Stevilom molekularnih izolatov iz
klopov, glodavcev in bolnikov s KME, predvsem izherinega in zahodnega dela
Slovenije.
Dolacili smo tri manjSe skupine A5, A6 in A7, ki so jipodprle filogenetske analize
nukleotidnih zapisov za obe beljakovini NS5 in Ekufina A5 vkljituje le en vzorec
bolnika, ki je tudi edini vzorec iz goriSke regifgkupina A6 vklj¢uje dva vzorca, in sicer
vzorec bolnika in vzorec glodavca iz savinjske jeegbkupina A7 vkljduje le en vzorec
klopov, ki je tudi edini vzorec iz Kamnika. Te tskupine kazejo na obstoj Secje
genetske raznolikosti virusa KME v Sloveniji. Zatqglitev bi bilo potrebno vzéiti in
obdelati véje Stevilo klopov in glodavcev s teh podijSlike od 4-9 do 4-14).
Pri analizi filogenetskih dreves posamezniténidr odsekov za beljakovini NS5 in E smo
ugotovili, da kazeta oba dela virusnega genomacefildgenetsko sorodnost. Kljub temu
smo zaznali izjemo, pri izolatu vzorca iz bolnikad4H (Slike od 4-9 do 4-14). Nukleotidna
zaporedja iz bolnika H-49 so se pri zapisu za keljmo NS5 zdruzila z ostalimi zaporedii
v skupino A4, pri zapisu za beljakovino E pa v skopAl. TaksSni preskoki v filogenetskih
analizah ohiajno kazejo na to, da je priSlo do rekombinacijskdggodka. V literaturi so
porciila o rekombinacijskin dogodkih pri klopno prenaosh) virusih zelo redka. V Studiji
Yun in sodelavci niso potrdili rekombinacijskih dmtkov pri izolatih virusa iz Koreje,
ceprav so z ranalniskimi metodami pri analizi 31-ih celotnih genov virusa KME
odkrili 11 moznih, oziroma domnevnih rekombinadisklogodkov (Yun in sod., 2011). V
nedavni Studiji so Bertrand in sodelavci ocenih, j@ stopnja zamenjave nukleotidov pri
genu za beljakovino E z#&iéno nizja kot pri ostalih genih klopno prenosljivilavivirusov,
katerih gostitelji so sesalci. V genski bazi podathe sicer veliko zapisov za beljakovino
E, vendar niso primerni za daélnje rekombinantnih dogodkov, saj izhajajo iz tamh
zemljepisnih podrdij. Zaradi tega pripor&ajo, da skupaj z dobtanjem zapisov za
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beljakovino E doléimo ozn&evalec, ki se hitrejSe razvija, na primer zapibeakovino
C (Bertrand in sod., 2012). V primerjavi s flavivaéi, ki jih prenaSajo komarji, kjer so
rekombinacije pogoste, se pri klopno prenosljiMéwilvirusin evolucija dogaja klonalno.
Na moznost rekombinacije pri klopno prenosljiviavivirusih so opozorili Ze Twiddy in
sodelavci. Poudarili pa so, da bo zaradi nizke tglie variabilnosti zaznavanje
rekombinacij tezavno (Twiddy in sod., 2003). Noeegbjave nakazujejo, da imajo klopno
prenosljivi flavivirusi potencial za pridobivanjen i Sirjenje koristnih lastnosti in
odstranjevanje Skodljivih s homologno rekombina¢iain in sod., 2011; Dzhioev in sod.,
2011; Bertrand in sod., 2012). Woelk in Holmes ptadpostavila, da je zmanjSana
pozitivha selekcija pri vektorsko prenosljivin vsih RNA rezultat treh potencialnih
prilagoditev, povezanih z zivljenjskim ciklom, k& ®dvija tako v prenaSalcih kot gostiteljih
(sesalcih in ¢lenonozcih): (1) nesinonimne mutacije, ki bi oktepiokuzbo ali
razmnozevanje v enem gostitelju, bi lahko imeleagonisténi u¢inek v drugem; (2)
razlike v strategijah razmnozevanja znotraj gogwe v klopih je virus véinoma prisoten
v mirujocem in ne citolitthem stanju, medtem ko se v seéphal celicah aktivno
razmnozuje; (3) razlike v imunskem odgovoru golgite mutacije, ki bi olajSale imunski
pobeg ali toleranco v enem gostitelju bi lahko povite prav nasprotno pri drugem
gostitelju (Woelk in Holmes., 2002). Bertrand indstavci so ugotovili, da kaze gen za
beljakovino E najnizjo stopnjo zamenjave, kar lahgovezemo s tretjim od zgoraj
omenjenih kompromisov, saj nosi zapis za owvwjai beljakovino, ki je odgovorna za
indukcijo protiteles pri sesalcih (Bertrand in sa2012; Heinz in sod., 1990). ZmanjSane
stopnje razlik pri nestrukturnih beljakovinah itesn tudi pri NS5 lahko razlozimo s prvo
in drugo prilagoditvijo. Zakaj do sedaj niso odkriékombinacijskega dogodka pri virusu
KME bi lahko razlozili z vpletenostjo ¢é dejavnikov. Med temi so: (1) ekologija klopa -
klop je relativno neprermden in se hrani le a@asno, (2) nizek delez z virusom KME
okuzenih klopov — verjetnost, dadeazlicnih sevov ali genetskih razic virusa séasno
okuzi istega klopa, je zelo nizka, (3) kratka vifanpri sesalcih in (4) imunski odziv
gostitelja. Da pride do rekombinacije, se mora kémgasno hraniti v neposredni blizini
drugih klopov, ki so okuzeni z razhiimi sevi/genetskimi razlicami virusa KME ali se
mora ve&krat hraniti na razénih vireminih gostiteljih, ki so okuzeni z razhimi sevi
virusa KME (Twiddy in sod. 2003). Glede na velikodobnost sevov znotraj podtipov
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virusa KME so Bertrand in sodelavci zakijiy da se rekombinantni dogodki lahko zaznajo
le med podtipi virusa KME (Bertrand in sod., 201Zpko je naSa raziskava glede na
dostopne podatke prva, ki nakazuje rekombinaciggigodek med dvema radtama
virusa pri bolniku. Da bi potrdili zanesljivost rerodostojnost tega dogodka, bo potrebno
pridobiti zapis za celoten genom virusa, ki je dktega bolnikaCe Zelimo ugotoviti, ali je
rekombinacijski dogodek posledica dvojne okuzbeibal ali pa v naravi med prenasSalci in
gostitelji krozi rekombinantna ragica virusa KME, bo na tem podija Slovenije
potrebno vzatiti in obdelati véje Stevilo klopov in glodavcev.

Z naso raziskavo smo potrdili, da obstaja genetakaolikost virusa KME v Sloveniji.
Rezultati naSe Studije pomenijo prve podatke o @rnavi genskih zapisov, pridobljenih iz
vzorcev klopov, glodavcev in bolnikov s KME iz eaegndeminega podrgja KME.
Pridobili smo najv&e Stevilo nukleotidnih zapisov za beljakovini ENKS5 virusa KME iz
vzorcev bolnikov. Vse genske zapise smo dobili segino iz pretevanih vzorcev in se s
tem izognili morebitnim spremembam zapisov. Dokiezalo, da v treh razinih gostiteljih
(klopi, glodavci, ljudje) krozijo podobne genetskazlicice virusa, oziroma da med
prenasalci in gostitelji prevladuje enaka genetsizicica virusa KME, ki je zemljepisno
razporejena in omejena na posamezna ekoloska@adro

V raziskavi smo podali podatke o0 moznem rekombjakem dogodku v genomu virusa
KME, ki smo ga pridobili iz vzorca bolnika, vendao takSne dogodke potrebno potrditi z

novimi, dodatnimi raziskavami.
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ZAKLJU CKI

V raziskavi smo z analizo dela genoma virusa KMBaseedno iz klopov, glodavcev

in bolnikov potrdili, da v Sloveniji krozi vegenetskih raztic virusa KME.

Dokazali smo, da je genetska raznolikost virusa KMESIloveniji zemljepisno
razporejena, saj se genetska raali virusa KME zdruzujejo v zemljepisnockne

monofiletske linije.

Opazili smo razmeroma visoko genetsko raznolikagtse KME in dol@ili sedem

filogenetskih skupin.

Dokazali smo, da med prenaSalci oziroma gostpe§viaduje enaka genetska razia
virusa KME in da je zdruzevanje v filogenetske skepneodvisno od gostitelja, iz

katerega smo pridobili zapis zadaa zaporedja beljakovin NS5 in E virusa KME.

Pri vzorcih, pridobljenih iz klopov in glodavcevme dokazali povezavo med
filogentskim in zemljepisnom zdruzevanjem. Pri s#pi pridobljenih iz bolnikov s
KME, smo pridobili bolj heterogene rezultate, sdjrgih za zemljepisni izvor okuzbe

upoStevamo kraj stalnega bivahs ker dejanskega mesta okuzbe ne poznamo.

Z rezultati naSe raziskave nismo mogli potrditi smezSiritve virusa KME v
Sloveniji, ker nismo ugotovili povezave med gengtskn zemljepisnimi razdaljami.
Ti rezultati kaZzejo na moznost dkgatnega neodvisnega vnosa virusa KME v

Slovenijo.

Pri analizi filogenetskih dreves posamezniltnér odsekov za beljakovini NS5 in E

smo ugotovili, da kaZeta oba odseka enako filog#oetorodnost.
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* Rezultati so nakazali moznost rekombinacijskegeodag v genomu virusa KME, ki

smo ga pridobili iz vzorca bolnika.

» Potrdili smo, da so zapisi za beljakovini NS5 indBbri ozn&evalci za robustne

filogenetske analize.
* NaSa raziskava je prva, ki praye nukleotidna zaporedja virusa KME, pridobljena

neposredno iz prenaSalca, gostitelja in dk@mga gostitella na enem zemljepisnem

podraiju.
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8 PRILOGE

Priloga A: Prikaz razlik v nukleotidih pri poravriamukleotidnih zaporedij krajSega tmega odseka
beljakovine NS5. Stevilkam ustrezajo zaporedna aesiukleotidnem zaporedju, kjer je prislo do fazli

Razlike v nukleotidin

)

Zaporedje| 8| 11 |17 |18 |26 |28 | 32 | 38|62 65|71 /74 80|56 111 116 115|128 131 134 140 145|188 161 170 173|182 185 191
Lj CTATCTOGGATC CCCA A C C T T GG C G T C C C A A C
Tl T A C T T A
T2 T A cC T T A
T3 C A cC T T i
T4 C A C T T i
T3 C A C T T i
T& C A cC T T il
T7 C A C T T iy
TE T A C T T A
TS C
T1O T
Tll C
T12 iy
Tl C A cC T T il T
T17 C A cC T T il T
T1% T A C T T A
T2 T A C T T A
T13 T A cC T T A
R1% C
R30
R3l
R31
R33 C A C T C i
R34 C A CTT C C T C
R3& C
R37
R 40 C
R4l C A C T T C iy
R4 C cC T T C A C
R 43 cC T T
R4 C T A
R 43 C C T A T
H47 C A cC T T il
H4E C AT C T T iy
H4g C C T T
H50 C C A C T T T iy
Hj3l cC T
51 C C T T C a C
H33 C T
Hi4 C A cC T T iy
H33 CTT il
Hid A C T T A
H57 C A C T T iy
H3E G
Hig C A cC T T T G
HE& C
HElL C A C T T iy
HE2 A cC T T T
HE C A C T T C iy
H&4 C T C
H& T C C T
H 66 C A cC T T il
HET C T
H &8 A C T T A
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Priloga B: Poravnava prevedenih aminokislinskiharaedij (64 ak) krajSega t&mega odseka beljakovine

NS5.
RE/S
1 25 50 61
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i. 13 (TP | [ 1PN PN B | LN A [ DRE YL [T L PR | | PR B PR B [T
5. T 4 Bl v ERER AR AN NG B BER v B GEENEENE ey~ A BN v B s B EENERN
& 1B BN avERER AR N BEREE AN DER v EEENEENE Y AERN . vuEvD - EENERR
7. 16 EEvELavERER AN A B BERGE AR L BERvvE. GEGHEERE - B0 v EvE . B BENEER
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Priloga C: Prikaz razlik v nukleotidih pri poravianukleotidnih zaporedij (1075 bp) tarega odseka
beljakovine NS5 virusa KME, pomnoZenih neposrednwzorcev klopov. Stevilkam ustrezajo zaporedna
mesta v nukleotidnem zaporedju, kjer je prislo adik.

Razlike v nukleotidih
Zaporedje 4 25 31 97 100 112 142 183 205 217 223 232 238 271 277 301 322 352 388 397 413 424 586 598 604 613 620 658 703 712 754 766 775 790 880 904 920 937 943 964 999 1072

T3 TTGTT G T G G c A C T T C T € GG C GCCCCCTOCTCGTZECGT C T A
T8 ... .. A A AT L O A A LT C . A Coo L c A
T9 ... . CcC . C A A C A G T CA . . A . A _ T AT . T c T T A C T A T CcC Cc . .
T10 .G . CC A C A A A G T . A . . A . A . T A . . . T TCT . A . T AC . CC . T
T12 e € cC A A A G T C AT . A A ATAT . T c T T A CTA_ T CC _ .
T15 c. .. A . . e e - c . R P N - -
T18 - - - A . .. T . c . - -
T23 cC A A AT AA T C A C . c A
Ta27 C A A AT A A T C A C 5 A

Priloga D: Prikaz razlik v nukleotidih pri poravriamukleotidnih zaporedij (536 bp) tarega odseka
beljakovine NS5 virusa KME, pomnoZenih neposrednezorcev glodavcev. Stevilkam ustrezajo zaporedna
mesta v nukleotidnem zaporedju, Kjer je prislo adik.

Razlike v nukleatidih

Zaporedje 13 35 40 52 69 75 87 90 94 114 120 123 128 129 153 177 189 192 211 216 240 265 336 381 390 408 411 429 437 438 443 450 456 472
R 30 AAAATATGAT AT A C A CT G AT AACGTCGAGAATAATT
R 31

R 35

R 37 P O O P
R 39 P P O A -
R 41 GGGG. C
R 42 P PO P P R S

AGAGCGTT . . . G6CTG.T .G . 6G6GCGGTCEC
C . c . T . T C A c G . .

Priloga E: Prikaz razlik v nukleotidih pri poraviamukleotidnih zaporedij (1003 bp) tarega odseka
beljakovine NS5 virusa KME pomnoZenih neposrednezarcev bolnikov. Stevilkam ustrezajo zaporedna
mesta v nukleotidnem zaporedju, kjer je prislo adik.

Razlike v nukleotidih

Zaporedje 7 16 19 25 28 31 34 55 &1 97 100 106 118 121 138 142 157 160 183 186 214 217 223 224 235 238 244 268 271 277 280 301 317 322 325 334 337 340 352 364 367 383 381 397 413 422 445 451
H4s c 66T TT 6T T TTTATCTCTCTTOCGSGTCTTCTTATATCTTCTATCTCTTG6G6TTCTATCTGTC C A

H48 c c G T A c A G G A T A

HE1 . . c B . . c B G . A A G G A . A

H52 c [ A A cC G G A T c A [ A T
HS3 . . . . . c . c o [ A A G G A . . A .
HSs [ C G A A G G T A T B A T T
H56 A G A A

HE7 . . . . . . . . . . . . . G . . .

H58 c c C A A G 6 6 T C A A A

H 59 . . c B coA . . . . AL A . . . G . G

H 80 c c [ A A C G G T C A A A

H&1 . . . . . . . . . T . . T G . .

HE2 . B . . A . . . . . . . . A A G A T

H63 A G c

HEes . . z B . . E B G . . . A AL . G G AT A

HB5 c T C A T C A G G A A A

HE6 T . . . = B . . . . . . . . . . G .

H&7 c c G A A A G G A A

HE8 . . . . . . . . . c_ . . . A G . . . . A . A

Razlike v nuklectidih

463 487 517 538 586 582 588 604 613 620 625 634 643 644 653 655 659 682 685 703 718 736 754 763 766 769 775 778 781 790 796 820 825 841 842 856 G671 880 898 904 931 937 943 956 964 967 994 987 1000

Heg G T ce6cCcCcCGECCCCTCECGATCTGATGTTCTCAT¢CTCTCTCG®GG®GS®GTTAGTE ECT CTATCTCGG GT CTATGTCTCC
Has T T A A A G ¢ T T
HE1 T ] T A A . a . 6 ¢ TT
HS2 AT A T T A c G G T A c G ¢

H53 . T T oA A T A - G A A C G ¢

HSS E @ A T G T A € A A [

HE6 c T T oA e . . . G ¢

HET . . G .

HSB T AT T e T T A 3 T A T c o6 cC

HE9 ] G ¢

H6D T AT T T T A c T A L I

H&1 . . L

HE2 T A A T T G C T

HE3 G

HEs T T AT A A a G ¢ TT
HBs T T A T T T T T A c 6 c T

HEE T . G A

HET T T A A A G ¢ T T
HE8 T A € . G ¢
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Priloga F: Prikaz razlik v nukleotidih pri poravinamukleotidnih zaporedij (931 bp) tarega odseka
beljakovine E virusa KME, pomnoZenih neposredneziarcev klopov. Stevilkam ustrezajo zaporedna mesta
v nukleotidnem zaporedju, Kjer je prislo do razlik.

Razlike v nukleotidih

Zaporedje 7 16 33 40 43 58 122 130 184 197 211 220 223 229 261 266 310 325 337 370 382 397 398 427 442 458 466 469 472 484 511 526 579 586 589 595 618 619 628 646 664 679 721 733 793 794 806 828 838 865 874 907 915 916 919

T8 GCACATCATOCCOGTCCTACACCTCTCTOCTOGECTTGTATTGECTTCTOGTCTTAATCTCATCGTCGT
T20 AR . T R e . L . . . R . . B
T10 .TeTGCT . C . T . ¢C T C G T T T C T AT C . . C . C A T C A A A . G T A
T12 A.G. 6.T 66 C . T . € c . T o Al R AT C . . CCCCA . C A . T A . G . A C
T18 L. . . e W R . T T T . .| € = NlE A B . c . c . G G . A
T3 T . | . Cc T A T T c . c . A C ¢ . T ¢ c (& G T T A
T9 A G. G. T G C . T . €T C G T T C AT C . . C C C_A 5 C_A A T A A C

Priloga G: Prikaz razlik v nukleotidih pri poravianukleotidnih zaporedij (1203 bp) tmrega odseka
beljakovine E virusa KME, pomnoZenih neposrednozarcev glodavcev. Stevilkam ustrezajo zaporedna
mesta v nukleotidnem zaporedju, Kjer je prislo adik

Razlike v nukleatidih

Zaporedje 7 16 33 40 43 61 82 120 122 130 197 208 223 229 266 277 289 331 337 340 346 361 409 427 466 469 511 545 579 595 644 733 741 764 793 794 832 838 B850 871 §74 865 907 919 43 1027 1081 1102 1165 1182 1201
R ACGCGATCT GCGCTCCATGCAGTO CATGCCAATACAAACTACGACCT 6 AT C T
R G. ATA. . TCAT recTr . .. A. . . . TGECA.AGGC. . TG. .. G.AGTTC T

R L L PR PO P R O P PO S O PO P R O PO PO P R PO PO PO O S PO PO P S S PO P P R PO PO P R R PR O S e i
R&Z GTAT.GC. . A . A C. TGCATGAAT €. TA. . . 6T . . G6GTC.TAGT.CAGCTTC

Priloga H: Prikaz razlik v nukleotidih pri poravriamukleotidnih zaporedij (757 bp) tarega odseka
beljakovine E virusa KME, pomnoZenih neposredna/dprcev bolnikov. Stevilkam ustrezajo zaporedna
mesta v nukleotidnem zaporedju, kjer je prislo adik.

Razlike v nukleotidih
Zaporedje 13 16 34 40 72 73 T4 82 106 124 136 149 160 163 169 175 218 226 229 241 245 253 283 292 298 301 313 331 334 350 361 379 394 409 418 421

H 43 A C T T C T C A T T C T G C T T T C C A T CT C AT G C T C T T C C G C
H 50 T 2] T 2 T T

H 48 2] T

H 47 . . . . . . . . . . . . . . A . T

H 51 . . . . . . T . . . . ER . T R . T . T .

H 52 G . c . . . T . . . T C A T c c . T c T G AT T A A
H53 . . . . . . T . . . . c T c c T c c T

H 54 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T

H 55 . . . . . . T . . c . c . T A C C . . . . T T .

H 56 . . . . . . . . . . T . . . . . T C .

H 58 . . . . . . T 6 . . . c . T . c c . . . . T c AT
H 58 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . c . T

H&4 . . . . T C T . . . . c . T . . c . . T . T T

H&1 . . . c . . . . c T .

H 57 . T T . G T

H &2 . . . . . . . . . . . . . . . . T C . . . . .
H 80 T 6 i) T ERNE T i) AT

Razlike v nukleotidih
Zaporedje | 424 427 445 454 453 478 484 4597 514 515 520 531 532 538 541 544 547 550 595 598 604 610 616 837 643 852 685 697 700 703 710 733 736 745 746 757

H 45 ¢c ¢ A C A C CC A A G ATCTCAOGGTCTCAG G T T A CCC A C T C A A A
H 50 . . . . G . T . . . . . . c . cC A A A C C . T . . . . c .

H 48 . . . . G . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . T G

H 51 . . . . G . T . . . . . . c . cC A A A C C T c

H 52 . . G . G . . T G . . . . c . . A A A . T G T

H 53 . . . . G . . . . . T . T . . . A A A c T . T

H 54 . A c . G . T G

H S5 . . G . ACA T A T A T G
H 58 T T G T T A T T T T

H58 . . . . G . . . . . . R - . . . A A A T .

H 58 G = A . T T G
H&4 G T T c cC A A A C C T c .

H&1 . . . . A T 6

H 57 . . . . G . . . . . A A . T 6
H&2 . . . T 6 T . . . G . . . . . . . A T C . . T T

H &0 . . . . G . . . . . . c . . . . A A A T
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Priloga I: Prikaz razlik v nukleotidih pri poravriamukleotidnin zaporedij (936 bp) tarega odseka
beljakovine NS5 virusa KME, pomnoZenih neposrednazorcev klopov, glodavcev in bolnikov. Stevilkam
ustrezajo zaporedna mesta v nukleotidnem zaporigéjuje prislo do razlik.

Zaporedje 30| 33| 319 45| B1| 54 72| 75| 90 932|116 129 138 147 150|158 157 165|188 171 TO|273 285|297 300 321|324 230|345 155|367 | 378 184|308 420 45D 471 519
T3 T A G C CCTTCOG G 6 CT CT CT A 6 6 T CT A COGOCGOCAGTTCG C
T8 c A A A T | e ] A A . .
TS c c A A C A G T C A . . . . . . A A T
Ti0 c C A c A A A G 1 A . A A . T
T2 c c A A A G T C A T A LA A
Ti5 A . iy
R3D c c A A A G T C A A A T
H 48 . A . . . |ji§ . . . .
Ha43 C G 1 A A C A G A T A i
H &1 c G A A A . G A A LT
H &2 c c A A A c G A il c A C A i AT
5 c c A A A G A A T
c G A A A G T A T . A i iy c C
A A A A C
A .
c c A A A G G T C A A . A 1
A A A . G
c . c A A A C G T C A A A T
T . 1 A .
A A A . A iy
. A C .
c G . A A LA . . G . . . . . A C A . T
c T c A A T C A . . . G . . . . . A A A i 1
C G A A A G . . . . . A . A T
C A A N A A
azlike v nukleotidih
B26| 531|537 | 546 | 563 | 558 | 58T | 576 577 586|588 531 552|615 618|634 645 851 TO8| 711|714 723|723 753 758|774 | 775 785|804 813 831|837 8563|884 870 |876| B89 §57 500|927 930|532 533
€ 6 C CCCCGACGTCAGTTCTC € 6 6T T AGCCTACTCG®GT G CT G T G CC G C
. i G A C .. C A
AT T c il T A c T . A . T C c
Ti0 A iy T C il . A . T . A C . c c
T2 AT T G il T A C iy A T C C
T15 c .
R0 AT T G i T A T A 10 . G
H 48 . c . . . . A . .
H 43 . T C A A A c .
H 51 C T G A A A C i T
: A T C il A c G 6 T A c C
T A A T G . A . . G A A C C
A T C G iy A c A A c >
1 c T A c C
AT T G c il T A c . iy A i C
AT T c il T A iy A T © . c
. c . A
T c A A il iy c iy
T A T C A A A C i T
A . c T CT il i A c c T
T . G . R LA .
. T C A A . . A c .
T c A c C
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Priloga J: Prikaz razlik v nukleotidih pri poravmamukleotidnih zaporedij (757 bp) tarega odseka
beljakovine E virusa KME, pomnoZenih neposrednazarcev klopov, glodavcev in bolnikov. Stevilkam
ustrezajo zaporedna mesta v nukleotidnem zaporigéjuje prislo do razlik.

Razlike v nuklzotidih

Zaporedje| 10| 13) 18] 24] 40| 72| 73| 74| B2[108(124|136(148 180|183 185] 172|175 181212218228 | 229|241 | 245 251|262 | 277 | 283|289 | 282|238 301 213 | 322|331 324|245 350 | 281|379 124 | 409|410

T2 T A CTT CTOCATTOCT GCT ATGCCTOCCATTCACTATCAT®GOCTTTCTTCOGCOC

TE . c G . . C C T

TS . . . . . . T G c T G C T c G c T

Ti0 ¢ . [ ] T . c T G C T C© G . T cC T T

T2 . T G c T G C c T . c T

T15 G T . T

T2 T G c cC T

T3 . T . G . c cC T

R0 T G c T G C T c G c T

R23 T . . . T G . . . . . T

RIT T G c . T G C T c G . c T

R 42 G c T c AT G C c T & c T & A A T

H 47 A G . T

H 48 G c T

H 43 . . . G . c T

H 50 T c T G c T T

H 51 T . G . T G . c T . T

H &2 G c T T €C A T G C c T . c T & A T A T

H &3 T c T G C cC T c c T

H 54 . G . T

H &5 T c c T A G C c T . T

H 56 . T G . c . T

H 58 T G c T G c . c T

H 58 . G . c T

H& T T . c T G c T T T

HE& . c c G . T

H &7 T G G T T

H &2 . G . . . . . . . . . c . . . . T

H 80 T G c T G c_ . 5 5 5 5 . 5 5 5 5 5 5 5 5 . 5 5 5 5 c T
Razlike v nukleotidih

Zaporedie| 418|421 | 424 | 427 | 435 | 445 | 454 | 463 | 4T8 | 484 | 457 | 514|519 520 531|562 | 538 | 541|544 | 547 | 55D 570|571 | 580|555 | 598|604 610 |616|631 637 643 652|673 685 |65T | TOD 703 710|733 |76 T45 746 75T

T2 G CCCT ACATCGCGCTGCAATG A C A GATOCGCCCGCAGSGTTTACGCCGCCGCTOGCATCGCTGCT G A

TE T G T . T cC T T . T A

T2 AT G c A G T A T A A

T10 AT G . A c T T A A T A A

TiZ AT . G cC . ¢C A cC T A T T A A

T15 c G . . cC T . .

TZ0 T G T - T cC T T - T A

T3 T G T . . T . cC T T . . T . A

R0 AT G c A cC T A . A A

R23 . cC T .

R 37 AT G . c A cC T A T . A A

R 42 A G T A cC T A T G T A A

H 47 G C T

H 48 G cC T

H 45 . . . . . G C T . . . A A

H 50 G T c c A cC T A c C T c A A

H &1 . G T . c c A cC T A c C T . c A A

H 52 A G G T & . c A cC T A . T G T A A

H 53 G T . T A cC T A c T . T A A

H 54 . . c T . os . B . .

H &8 . G . . A cC T T A T A . T A A G

H 56 T T G T - T c T T T T A

H &8 AT G c . A cC T A . . . A A

H 53 G . c . G T . T

H &4 G T T c c A cC T A c C T c A A

HE . cC T .

H &7 G cC T . A .

HE&2 T 6T G . cC T T C . T . A

H 80 A T G c A C T . A T A A
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Priloga K: Poravnava prevedenih aminokislinskiharagij (309 ak) tammega odseka beljakovine E.

Zzporedje
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Legenda:

Ohranjeni cisteini pri vseh klopno prenosljivinvilausih

Ohranjen fuzijski peptid

Variabilna mesta fuzijskega peptida

Aminokisline, zngilne za evropski podtip virusa KME
Aminokisline, znéilne za sibirski podtip virusa KME

I Aminokisline, zngilne za daljnovzhodni podtip virusa KME

Ohranjen heksapeptid EHLPTA

Glikozilacijsko mesto
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9. OBJAVLJENI CLANKI, KI ZAJEMAJO IZSLEDKE RAZISKAV
PREDSTAVLJENIH V DOKTORSKI NALOGI
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