UNIVERZA V LJUBLJANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA
ENOTA MEDODDELCNEGA STUDIJA MIKROBIOLOGIJE

Emina DURMISI

NAVADNI GOZDNI KLOP Ixodes ricinus KOT PRENASALEC VIRUSA
KLOPNEGA MENINGOENCEFALITISA V SLOVENIJI

DIPLOMSKO DELO

Univerzitetni Studij

EUROPEAN SHEEP TICK Ixodes ricinus AS A VECTOR OF TICK-
BORNE ENCEPHALITIS VIRUS IN SLOVENIA

GRADUATION THESIS
University studies

Ljubljana, 2006



Durmisi E. Navadni gozdni klop Ixodes ricinus kot prenasalec virusa klopnega meningoencefalitisa v Sloveniji.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddelénega $tudija mikrobiologije, 2006.

Diplomsko delo je zakljucek univerzitetnega Studija mikrobiologije na Biotehniski fakulteti

Univerze v Ljubljani. Opravljeno je bilo v Laboratoriju za diagnostiko arbovirusov in rikecij

na Institutu za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani.

Studijska komisija univerzitetnega $tudija mikrobiologije je za mentorico diplomskega dela

imenovala prof. dr. Tatjano Avsi¢-Zupanc, za somentorico dr. Darjo Duh in za recenzenta

prof. dr. Maria Poljaka.

Mentorica:
Somentorica:

Recenzent:

prof. dr. Tatjana Av§ié-Zupanc

dr. Darja Duh

prof. dr. Mario Poljak

Komisija za oceno in zagovor:

Predsednica:

Clanica

Clanica:

Clan:

prof. dr. Darja Zgur-Bertok

Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo

prof. dr. Tatjana Av§i¢-Zupanc

Univerza v  Ljubljani, Medicinska fakulteta,
mikrobiologijo in imunologijo

dr. Darja Duh

Univerza v Ljubljani, Medicinska  fakulteta,
mikrobiologijo in imunologijo

prof. dr. Mario Poljak

Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, InStitut za

mikrobiologijo in imunologijo

Datum zagovora: 20. 09. 2006

Delo je rezultat lastenga raziskovalnega dela.

InStitut  za

InStitut  za

Emina Durmisi



Durmisi E. Navadni gozdni klop Ixodes ricinus kot prenasalec virusa klopnega meningoencefalitisa v Sloveniji. i
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddelénega $tudija mikrobiologije, 2006.

DK
KG

AV

SA

KZ
ZA

LI

D

OP

JI
Al

KLJUCNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA

Dn

UDK 578.7 + 595.2: 616.832 (043) = 863

flavivirusi/virus klopnega meningoencefalitisa/klopni
meningoencefalitis/meningitis/Ixodes ricinus/klopi/verizna reakcija s
polimerazo/PCR/RT-PCR/nested PCR/RT-PCR v realnem ¢asu

DURMISI, Emina

AVSIC-ZUPANC, Tatjana (mentorica)/DUH, Darja (somentorica)/POLJAK, Mario
(recenzent)

SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101

Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija
mikrobiologije

2006

NAVADNI GOZDNI KLOP Ixodes ricinus KOT PRENASALEC VIRUSA
KLOPNEGA MENINGOENCEFALITISA V SLOVENUJI

Diplomsko delo (univerzitetni §tudij)

X, 58 str., 5 pregl., 10 sl., 62 vir.

sl

sl/en

Navadni gozdni klop vrste Ixodes ricinus je najpomembne;jsi pri razsirjanju zahodnega
podtipa virusa klopnega meningoencefalitisa (KME). Njegov Zivljenjski krog zajema
tri stadije: li¢inko, nimfo in odraslo zival. Virus KME se v klopih prenasa vertikalno —
transovarialno in transstadialno. Z diplomsko nalogo zelimo ugotoviti pogostost
okuzenih klopov vrste I. ricinus z virusom KME v Sloveniji. Z metodo zastave smo
nabirali klope mese¢no od aprila do novembra 2005 na 8 lokacijah. Klope smo uredili
v skupine in iz teh skupin smo osamili celokupno klopno RNA. Z metodo RT-PCR v
realnem Casu smo preverili prisotnost virusne RNA. Virusno RNA smo pomnozili tudi
z metodo RT-nested PCR in z dolo¢anjem nukleotidnega zaporedja potrdili
verodostojnost pridelkov. Ugotovili smo, da imajo klopi v Sloveniji dvojno sezonsko
aktivnost (pozno pomladi in jeseni). Za prenos virusa KME so odgovorni prav tako
odrasli klopi kot nimfe. Na osnovi rezultatov smo dokazali, da je prekuzenost klopov z
virusom KME 0,6 %. Ugotovili smo tudi, da je virus KME v klopih genetsko soroden
virusu KME v bolnikih. Le-ti so najbolj podobni izolatoma Neudoerfl in TBE263.
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European sheep tick Ixodes ricinus is the principal vector of the Central European
virus subtype. The TBE virus is transmitted transovarially and transtadially, from egg
to larva, nymph, and adult. The aim of our study was to establish the prevalence of
TBEV infection in I. ricinus tick in Slovenia. Ticks were collected monthly between
April and November 2005 by flagging at 8 locations. Collected ticks were pooled into
groups and tick’s RNA was isolated. With the real time RT-PCR we detected viral
RNA. RT-nested PCR was used for the amplification of viral RNA and preparation of
amplicons for sequencing. Dual activity of ticks was shown, peaking in May-July with
a secondary rise in September. We demonstrated that nymphs are mostly responsible
for transmission of pathogens. Based on the results, we calculated the 0,6 % overall
prevalence of TBEV infection in ticks in Slovenia. With the sequencing we confirmed
that TBEV in ticks is related to TBEV in patients, and both of them cluster together
with Neudoerfl and TBE263 isolates.
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1 UVvOD

Virus klopnega meningoencefalitisa (KME) uvr§¢amo v druzino Flaviviridae. Okuzba z
virusom KME povzroca pri ¢loveku bolezen osrednjega zivéevja — klopni meningoencefalitis.
Znana sta dva podtipa virusa KME: zahodni podtip, ki je endemic¢en v osrednji in vzhodni
Evropi in daljno vzhodni podtip, pogost predvsem v azijskem delu nekdanje Sovjetske zveze.
Bolezen je znacilna naravno zariS¢na okuzba. Virus KME se v naravi ohranja s krozenjem
med gostitelji kot so mali sesalci in divjad, ter klopi, ki so glavni prenasalci virusa. Navadni
gozdni Klop vrste Ixodes ricinus je najpomembnejsi pri razsirjanju zahodnega podtipa virusa
KME. Zivljenjski krog navadnega gozdnega klopa zajema tri stadije: li¢inko, nimfo in odraslo
zival. Za prehod v naslednjo obliko se mora klop v vsakem stadiju hraniti na vretencarju. Po
hranjenju na viremi¢nem gostitelju postanejo klopi dozivljenjsko kuzni. Virus KME se v
klopih prenasa vertikalno — transovarialno in transstadialno. Sezonska aktivnost klopa I.
ricinus ima dva vrhova (pozno pomladi in jeseni), s ¢imer je povezana tudi pojavnost KME pri
ljudeh v endemskih Zaris¢ih. V naravnih Zari$¢ih Evrope je stopnja okuZzenosti klopov od 0,1
% do 5 % in niha glede na endemsko podrocje. V Sloveniji ni natan¢nih podatkov o delezu
okuzenih klopov z virusom KME.

Z diplomsko nalogo zelimo ugotoviti pogostost okuzenih klopov vrste I. ricinus z virusom
KME v Sloveniji. Pri pozitivnih vzorcih bomo molekularno genetsko opredelili tudi podtip
virusa KME.

Z metodo zastave bomo nabirali klope in jih urejali v skupine za nadaljno obdelavo. 1z teh
skupin bomo osamili celokupno RNA. Z metodo RT-PCR v realnem ¢asu bomo preverili
prisotnost virusne RNA. Virusno RNA bomo dokazovali z metodo RT-PCR, kjer bomo
virusno RNA najprej prepisali v cDNA in nadeljevali s postopkom PCR z zunanjimi in
notranjimi zacetnimi oligonukleotidi. Verodostojnost pridelkov bomo potrdili z ugotavljanjem
nukleotidnega zaporedja s sekvencno reakcijo.

Znatno vi§jo stopnjo okuZenih klopov pri¢akujemo v visoko endemi¢nih obmoc¢jih KME.
Menimo da bomo v klopih dokazali enake genetske razlic¢ice virusa KME kot jih poznamo pri

slovenskih bolnikih.



Durmisi E. Navadni gozdni klop Ixodes ricinus kot prenasalec virusa klopnega meningoencefalitisa v Sloveniji. 2
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2006.

1.1 NAMEN DELA

Klopi so eni izmed najpomembnejsih prenasalcev bolezni, ki prizadenejo ljudi in zivali. Klop
I. ricinus je v Evropi prenasalec evropskega podtipa virusa KME. V Sloveniji, kjer je KME
endemicen, je . ricinus poglaviten prenasalec virusa. Kljub temu, da poznamo bolezen Ze pol
stoletja, ni objavljenih podatkov, ki bi natan¢no in sistematsko prikazali prekuzenost klopov
glede na endemska ali neendemska obmocja v Sloveniji.

Z diplomsko nalogo Zelimo ugotoviti pogostost okuzenih klopov vrste I. ricinus z virusom
KME v razli¢nih predelih Slovenije. Klope bomo nabirali sistematsko in sicer mesecno na
enakih, predhodno dolocenih, lokacijah med letom 2005. Zanima nas tudi ali/in kako je
pogostost okuzenih klopov z virusom KME povezana z razvojno stopnjo klopov. Zato bomo
med letom nabirali li¢inke, nimfe in odrasle klope. Zelimo tudi potrditi ali so genetske
razli¢ice virusa KME v klopih enake tistim, ki jih poznamo pri slovenskih bolnikih. Zato
bomo za analizo uporabili molekularno bioloske metode, kot so RT-PCR in dolocanje

nukleotidnega zaporedja s sekveniranjem.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ZGODOVINSKI PREGLED

Klopi so ze tisocletja znani kot ¢loveski paraziti in so jih opisali Ze anti¢ni grski pisatelji kot
sta Homer in Aristotel (Sonenshine, 1991). Aristotel je ze v Cetrtem stoletju pred nasim
Stetjem opisal klope kot "ogabne parazitske zivali" (Gustafson, 1994). Klasifikacija klopov
ima korenine v publikaciji Fauna Suecica iz leta 1746, ki jo je napisal Carl von Linné
(Linnaeus) (Gustafson, 1994). Ceprav so klope preudevali dolgo ¢asa, sta Sele konec 19.
stoletja Smith in Kilbourne prva pokazala, da lahko klopi prenasajo infekcijske bolezni.
Ugotovila sta, da klop Boophilus annulatus prenasa parazita Babesia bigemina (Smith in
Kilbourne, 1893). Od =zacetka dvajsetega stoletja dalje smatrajo klope za prenasalce
bakterijskih povzrociteljev bolezni. Klopi niso le prenasalci razliénih mikroorganizmov,
temvec tudi njihovi rezervoarji (Parola in Raoult, 2001).

Klopni meningoencefalitis (KME) je ena najpomembnejsih virusnih okuzb osrednjega
ziv€evja in je endemicna v Stevilnih evropskih drzavah ter ve¢ih drzavah nekdanje Sovjetske
Zveze (Gresikova in Calisher, 1989).

Prve zapise, ki kazejo na klopni meningoencefalitis, so nasli v cerkvenih registrih iz 18.
stoletja na Olandskih otokih na Finskem (Gustafson, 1994). Avstrijski zdravnik Schneider je
leta 1931 prvi klinicno opisal to bolezen (Dumpis in sod., 1999). Na podlagi klini¢nih in
epidemioloskih opaZanj je bolezen poimenoval "meningitis serosa epidemica" neznane
etiologije in kasneje Schneiderjeva bolezen (Gustafson, 1994). Etiologija bolezni je ostala
nepojasnjena vse do leta 1937. Takrat je ekipi ruskih znanstvenikov pod vodstvom Zilberja na
vzhodu Sibirije uspelo dokazati, da bolezen povzroca virus. Iz humanih vzorcev, misi in
klopov vrste Ixodes persulcatus so izolirali virus in na podlagi tega sklepali, da povzrocitelja
bolezni prenasa klop (Kunz, 2003). Pavlovsky je glede na predhodna odkritja leta 1939 opisal
osnovni nacin prenosa virusa v naravi ter postavil teorijo o naravnih ZariS¢ih (GreSikova in
Calisher, 1989; Gustafson, 1994). Leta 1948, med epidemijo v tedanji Ceskoslovaski, je virus

prvi v Evropi osamil Gallia (Kunz, 1992). Po epidemiji na Ceskoslovaskem leta 1951 so
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dokazali moznost okuzbe po oralni poti. Takrat je 660 ljudi zbolelo zaradi zauzitja surovega
mleka okuzene zivine (Tsai, 2000).

Zaradi postopnega odkrivanja KME na razli¢nih geografskih obmocjih se v literaturi Se danes
pojavlja mnogo sinonimov za to bolezen: "Kumlinge disease”, "Taiga encephalitis”, ruski
pomladno poletni encefalitis, centralnoevropski encefalitis, dvofazna mlec¢na vrocica (Kunz,

1992).

2.2 KLOPI

Klopi in prSice so najmanjsi pajkovci. Pri njih sta glavoprsje in zadek zdruzena v celoto,
neclenast meh. Klopi so znadilni ektoparaziti zivali in tudi ¢loveka (Logar, 1999). Znani so kot
prenasalci razli¢nih mikroorganizmov, ki povzrocajo bolezni pri ljudeh. Izmed bolezni, ki jih
prenasajo klopi v Sloveniji, sta najbolj pogosti Lymska borelioza in klopni meningoencefalitis.
Obstajata dve glavni druzini klopov: Ixodidae ali trdi, $¢itasti klopi (694 vrst) in Argasidae ali
mehki, usnjati klopi (177 vrst). Tretjo druzino Nuttalliellidae predstavlja samo ena vrsta v
juzni Afriki (Sonenshine, 1991). Mehki klopi so ve¢inoma v toplejsih podnebjih. Obi¢ajno so
aktivni pono¢i, ko parazitirajo razlicne divje in domace Zzivali in véasih tudi ¢loveka. Trdi
klopi so bolj geografsko razsirjeni kot mehki klopi in jih lahko najdemo tudi v subarkti¢nih
obmocjih (Gustafson, 1994).

Najve¢ klopov najdemo na vlaznih mestih meSanih gozdov, posebno na nizkem rastlinju ob
gozdnih obronkih (Logar, 1999).

2.2.1 Ixodes ricinus

Trdi ali $¢itasti klopi druzine Ixodidae imajo najve¢ predstavnikov in so tudi ekonomsko in
medicinsko najpomembnejsi klopi v Evropi.

Klop I. ricinus je prenasalec Stevilnih medicinsko pomembnih mikroorganizmov: borelij,
babezij, erlihij in virusa klopnega meningoencefalitisa (Dumpis in sod., 1999). Razsirjen je po
vsej Evropi, od Irske, Velike Britanije, skandinavskih drzav, preko srednje Evrope do
Sredozemskega morja. Ceprav je njegov osnovni Zivljenjski prostor gozd, ga najdemo tudi na

travnikih (Sonenshine, 1993).
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Vsaka razvojna stopnja teh klopov se samo enkrat nahrani na gostitelju. Zatem se po daljSem

ali krajSem Casu spusti na tla, prelevi in napade novega gostitelja (Logar, 1999).

2.2.1.1 Anatomija klopov

Za vse klope so znacilne S§tiri razvojne stopnje: oplojeno jajcece, larva ali li¢inka, nimfa in
odrasel klop. Zenski in mogki spol lo¢imo samo pri odraslem klopu. Odrasli klopi in nimfe
imajo Stiri pare, larve pa tri pare nog. Pri samcih skutum prekrije celotno hrbtno stran telesa.
Pri samickah kot pri larvah in nimfah skutum prekrije samo sprednjo polovico hrbtne povrSine
telesa (Sonenshine, 1991). Na spredenjem delu klopa so ustni deli, par palp in rostrum. Klopi
vbadajo z rostrumom. Ta ima hipostom in par helicer. Hipostom je oborozen z zobci, ki so na
proksimalnem delu vec¢ji kot na distalnem. Brez krvnega obroka razvojne oblike niso zmoZzne
za levitev, odraslim samicam pa ne dozorijo jajceca (Logar, 1999).

Klopi imajo cirkulacijski sistem in vsi organi in tkiva so obliti s cirkulirajoo tekocino
hemolimfo (Sonenshine, 1991). Vecina klopov nima o¢i, ampak imajo razli¢ne periferne
Cutilne organe, kot so lasem podobne strukture na povrsini telesa, nog in na ustnem delu in
Cutilni organ na hrbtni povrSini prvih nog, Hallerjev organ. Hallerjev organ je prisoten pri vseh
vrstah v vseh razvojnih stopnjah. Ti Cutilni organi so zelo pomembni za klope, saj jim

omogocajo, da poiscejo gostitelja in da komunicirajo z ostalimi klopi (Sonenshine, 2005).
2.2.1.2 Zivljenjski krog in ekologija

Vse razvojne stopnje klopa 1. ricinus prezimijo v zgornji plasti zemlje ali pod odpadlim
listjem. Aktivni postanejo, ko se temperatura zemlje dvigne na 5 do 7 °C. Vsaka razvojna
stopnja 18Ce gostitelja, se pritrdi, in se na njem hrani nekaj dni. Ko se klopi nasitijo, se spustijo
in padejo z gostitelja, nato poiscejo mesto za pocitek, kjer v miru prebavijo svoj obrok in se
levijo v naslednjo razvojno stopnjo. Za klope je znacilna diapavza, ki je hormonsko voden
proces z nizko stopnjo metabolne aktivnosti. Vedenjska diapavza omogoca klopom, da dalj
Casa prezivijo v ekstremnih okolis¢inah brez hrane. Morfogenetska diapavza pa jim omogoca,
da se preobrazijo iz ene razvojne stopnje v novo. Preobrazba iz ene razvojne stopnje v drugo

ponavadi traja eno leto, zivljenjski krog klopa je torej dopolnjen v treh letih (Sonenshine,
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1993). Klopi so relativno obcutljivi na suSenje in se obi¢ajno nahajajo v travi in grmicevju. |.
ricinus se najraje zadrzuje v gozdovih, kjer je visoka relativna vlaznost in ni suhih mest.

Li¢inka, nimfa in odrasel klop so aktivne razvojne stopnje klopov, ki se hranijo s krvjo
gostitelja. Ceprav lahko vse tri prena$ajo mikroorganizme, so dokazali, da so predvsem nimfe

odgovorne za prenos patogenih mikroorganizmov na ¢loveka (Sonenshine, 1993) .

2.2.1.3 Iskanje gostitelja

. ricinus vecino svojega Casa prezivi na zemlji med vegetacijo. Ko aktivno iS¢e gostitelja, se
hitro odzove na razli¢ne drazljaje, kot so CO2, NH3, vibracije v zraku in telesno temperaturo.
Prav zaradi tega jih lahko zbiramo z metodo zastave, na katero se takoj pritrdijo, saj v zacetku
ne razlikujejo zastave od Zivega gostitelja (Sonenshine, 2005).

Strategije iskanja gostitelja se razlikujejo. Te vkljucujejo plezanje po grmicevju in travnih
bilkah ali ¢akanje mimoidoc¢ih gostiteljev v zasedi. Slednja ustreza klopu . ricinus. Visina, na
katero klop spleza, je odvisna od razvojne stopnje. V vecini primerov li¢inke splezajo na nizko
rastlinje blizu tal, kjer je najbolj verjetno, da bodo sre¢ale majhne sesalce, ptice, ki se hranijo
na zemlji, in ostale gostitelje. Odrasli klopi splezajo na visje rastline, kjer je vecja verjetnost,
da bodo naleteli na ve¢je Zivali kot so jeleni, razlicni mesojedci in ¢lovek. Klopi ¢akajo na
spodnji strani lista lahko tudi vec ur, vse dokler se ne zacnejo izsuSevati. Takrat se spustijo na
tla, ki so hladnejSa in vlaznejSa. Tam pridobijo vodo z direktno absorbcijo atmosferske vlage.
Potem splezajo nazaj na rastlino in ¢akajo gostitelja (Sonenshine, 2005).

V drugi strategiji so klopi lovci, ki so skriti v tleh, ko zacutijo gostitelja pridejo na povr§je in
hitro tecejo po zemlji ter napadejo gostitelja, ki je lahko 2 do 3 metre oddaljen (Sonenshine,
2005).

Klopi so glede na odnos do gostitelja prav tako razdeljeni v dve skupini. Obstajajo namre¢
klopi, ki so specificni za enega gostitelja in klopi, ki niso izbir¢ni in parazitirajo na vseh
zivalih, ki jim prekrizajo pot: sesalcih, ptic¢ih in celo plazilcih. I. ricinus se obic¢ajno hrani na
razlicnih gostiteljih, zlasti na velikih sesalcih, pa tudi na majhnih sesalcih in pticih

(Sonenshine, 1991).
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2.2.1.4 Pritrjanje in hranjenje

Preden se za¢ne hraniti, klop nekaj ur pleza po gostitelju. Klop i$¢e na telesu zavetisée, kjer bo
zasciten. Pritrjanje se zacne, ko klop vbode ril¢ek v kozo. Najprej se zarijejo njegove helicere,
ki razSirijo ranico za hipostom. Zobci na hipostomu so obrnjeni nazaj, kar trdno pritrdi
parazita v kozo (Logar, 1999). Temu sledi tvorba lepila, ki prepoji rano in se razsiri ven na
kozo v podro¢je okoli ust. Lepilo je material iz proteinov, ki ga izlo¢ajo Zleze slinavke. Hitro
strjanje lepila pritdi klopa na rano. IzloCanje lepila traja 2 do 3 dni. Dokler se lepilo
popolnoma ne strdi, se pritrjeni klopi lazje izpulijo iz koze. Po tem dolgotrajnem pritrjanju
sledi sesanje krvi. Zleze slinavke izlo¢ajo razli¢ne snovi kot so antikoagulansi, antihistaminiki,
lokalne anestetike, toksine in ostale encime, ki olajSajo sesanje krvi. Zaradi lokalnih
anestetikov ne cutimo, ko klop vbode rilcek v kozo.

Po pritrditvi morajo klopi najprej ustvariti novo kutikulo, da pripravijo dovolj prostora za
veliko koli¢ino krvi, ki jo bodo izsesali. Zaradi tega klop ostane tako dolgo pritrjen (2 do 3
dni, pa vse do 13 dni za samice). Da bi skoncentriral svoj obrok krvi, mora klop odstraniti ¢im
ve¢ odvecne vode. Zaradi tega se skupina celic v Zlezah slinavkah med hranjenjem diferencira
za izloanje vode. Cas slinjenja se izmenjuje s ¢asom hranjenjem. Klop raste postopoma med
¢asom hranjenja. Po kon¢anem hranjenju se masa klopa poveca za li¢inke in nimfe okoli 10 do

20 krat, za odrasle samice pa lahko tudi od 100 do 120 krat (Sonenshine, 2005).

2.2.1.5 RazmnoZevanje

Pomembno vlogo pri obnaSanju klopov imajo feromoni, ki so pomembni tudi pri iskanju
gostiteljev in partnerjev za parjenje. Parjenje se veCinoma odvija na gostitelju, obi¢ajno pred
zaCetkom sesanja krvi, ¢eprav se I. ricinus lahko pari tudi na rastlinah. Po parjenju na
gostitelju se samica spusti in pade na tla. Tam i8¢e primerno razpoko ali odpadlo listje v gozdu
in prebavi svoj obrok. Potem v tem zakloniScu izleZe jajceca, od 400 do ve¢ kot 20,000. Na
vsako jajcece samica nanese vosek (Sonenshine, 1991). Jajceca so ovalne oblike in komaj
vidna s prostim o¢esom. Polaganje jajcec lahko traja ve¢ tednov nakar iz¢rpana samica umre.

Inkubacijski Cas jajcec traja od par tednov do nekaj mesecev glede na temperaturo. Po izvalitvi
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iz jajcec so licinke velike od 0,5 do 1,0 mm. Sledi njihov prvi obrok krvi in potem levitev v
razvojno stopnjo nimfe. Temu sledi drugi obrok krvi in dozorevanje v odraslega klopa.
Odrasla samica je velika 3 do 4 mm, samec 2,5 mm. Samec lahko oplodi ve¢ samic in potem
umre (Gustafson, 1994).

Slika 1: Razvojne stopnje klopa I. ricinus. a) Nimfa; b) Odrasel samec; ¢) Odrasla samica d) Samica napita s
krvjo gostitelja (Foto: Trilar, 2002)

Slika 2: Samica klopa I. ricinus pri izleganju jajéec. (Foto: Trilar, 2002)
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2.2.2 Ixodes ricinus v Sloveniji

V Sloveniji je klop 1. ricinus najpogostejSsa in najpomembnejSa vrsta za krozenje
mikroorganizmov v naravi. Naseljuje vse primerne niSe od morske obale do nadmorske visine
1000 m. Prezivetje klopa je odvisno predvsem od temperature in vlage v okolju. Temperaturno
obmocje primerno za normalno aktivnost klopa je od 14 °C do 24 °C, najugodnejsa vlaznost
za klopa pa je med 92 % in 95 %. Klop I. ricinus ima Stevilne gostitelje: plazilce, ptice in
sesalce. Razvojni krog od oplojenega jajceca do odraslega klopa traja priblizno dve leti. Za
klope je znacilna dvojna sezonska aktivnost z vchoma spomladi in jeseni. Klop . ricinus je v
Sloveniji prenasalec Stevilnih patogenih mikroorganizmov: erlihij, borelij, virusa klopnega

meningoencefalitisa, rikecij in babezij (Duh, 2002).
2.3 VIRUS KLOPNEGA MENINGOENCEFALITISA
2.3.1 Znacilnosti virusa KME

2.3.1.1 Zgradba virusa

Virus KME je po zgradbi enak ostalim virusom druzine Flaviviridae. Virusni delec sferi¢ne
oblike meri v premeru od 40 do 60 nm (Rice, 1996). Virus je zgrajen iz: 6% ribonukleinskih
kislin (RNA), 66 % beljakovin, 17 % lipidov in 9 % ogljikovih hidratov (Schlesinger S in
Schlesinger MJ, 1991). Nukleokapsido, ki v premeru meri priblizno 30 nm, obdaja lipidna
ovojnica (Rice, 1996). Nukleokapsida §Citi genom virusa pred celiénimi nukleazami in je
gostiteljskega izvora (Monath in Heinz, 1996). Genom virusa predstavlja enovijacna pozitivho
polarna RNA, ki je dolga priblizno 11.000 nukleotidov. Kratki nekodirajoci regiji na 5' koncu
sledi en sam odprt bralni okvir dolg ve¢ kot 10.000 nukleotidov, ki mu sledi Se kratka
nekodirajoca regija na 3' koncu (Monath in Tsai, 1997). Genomska RNA je kuzna in je edina
virusna informacijska mRNA prisotna v okuzenih celicah (Rice, 1996). Genom kodira tri
strukturne beljakovine in sedem nestrukturnih beljakovin, ki sodelujejo pri razmnoZevanju

virusa (Ludwig in lacono-Connors, 1993).
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Genomska RNA je z eno vrsto kapsidnih proteinov povezana v kapsidno jedro. Kapsidni
polipeptid, imenujemo ga tudi beljakovina C (iz angl.: capsid), je majhna mo¢no bazi¢na
beljakovina, ki je med predstavniki rodu Flavivirus najmanj ohranjena. Nukleokapsido obdaja
lipidni dvosloj z dvema vrstama virusnih beljakovin: neglikozilirana membranska beljakovina
M (iz angl.: membrane), ki je v nezrelem virionu $e v necepljeni prekurzorski obliki prM, in
ovojni¢na beljakovina E (iz angl.: envelope), ki je glikozilirana (Ludwig in Iacono-Connors,

1993; Schlesinger S in Schlesinger MJ, 1991).

Nezrel virion l Zrel virion

4
Nukleokapsida (C)

Slika 3: Zgradba viriona virusa KME (Heinz, 2003: 2)
Kratice: E, prM in C so strukturne beljakovine viriona.

2.3.1.2 Virusne beljakovine

RNA se prevede v eno samo polipeptidno molekulo. Primarni produkt translacije je nato
kotranslacijsko in posttranslacijsko cepljen na specifi¢énih mestih z gostiteljskimi in virusnimi
proteazami, da nastanejo posamezne strukturne in nestrukturne komponente, potrebne pri
razmnozevanju virusa (Rice, 1996).

Po prevajanju in procesiranju virusnega genoma nastane 10 razli¢nih beljakovin, od tega 3
strukturne (C, prM in E) in 7 nestrukturnih (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5).
Strukturne beljakovine so gradbeni elementi viriona. Beljakovina C je majhna, mo¢no bazi¢na
beljakovina, ki tvori strukturno komponento nukleokapside. Beljakovina prM je glikoziliran

prekurzor strukturne beljakovine M (Rice, 1996).
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Beljakovina E je glavna ovojni¢na beljakovina virusa in je zato tudi glavna tarca
nevtralizirajo¢ih protiteles, mutacije v zapisu za to beljakovino imajo velik vpliv na
patogenezo virusne okuzbe.

Nestrukturne beljakovine najverjetneje sodelujejo pri razmnozevanju virusa.

2.3.1.3 RazmnoZevanje virusa

Virus vstopi v celice gostitelja z receptorsko posredovano endocitozo (Ludwig in lacono-
Connors, 1993).

Po vstopu virusa pride do zlitja virusne membrane z membrano endocitotskega vezikla, kar je
pogojeno z nizkim pH v veziklu. Nukleokapsida se sprosti v citoplazmo celice. Pozitivno
polarna RNA sluzi direktno kot mRNA in celoten genom je prepisan v en sam poliprotein, ki
vsebuje tako strukturne kot nestrukturne beljakovine. Posamezne beljakovine nastanejo s
kotranslacijskim in posttranslacijskim cepljenjem z virusnimi in celi¢énimi proteazami (Telford
in Foppa, 2000).

Zorenje virusov poteka na membranah endoplazmatskega retikuluma. Virusni delci nato
potujejo proti celicni membrani po cisternah trans-Golgijevega omreZja in se z eksocitozo

sprostijo iz celice (Heinz, 2003).
2.3.1.4 Patogeneza virusne okuzbe

Virus KME je pantropen, kar pomeni, da se razmnoZuje v celicah vseh organov in tkiv,
predvsem pa v celi¢ni citoplazmi celic osrednjega zivéevja (Jung, 1992).

Po ugrizu klopa so virus dokazali v Langerhansovih celicah koZe. Od tam se virus preko
lokalnih limfnih vozlov in limfaticnega sistema preseli v krvni obtok. Po krvi doseZe razli¢ne
organe, predvsem retikulo-endotelijski sistem (vranica, jetra in kostni mozeg). Virus se v
organih namnozi in spro$¢a nazaj v krvni obtok, kar omogoc¢a nekaj dnevno trajanje viremije.
V casu viremije pride tudi do vstopa virusa v mozgane (McMinn, 1997).

Sposobnost virusa, da povzro¢i citopatsko okuzbo centralnega ZivCevja in razvoj encefalitisa,

imenujemo nevrovirulenca (McMinn, 1997).



Durmisi E. Navadni gozdni klop Ixodes ricinus kot prenasalec virusa klopnega meningoencefalitisa v Sloveniji. 12
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2006.

2.3.1.5 Obcutljivost in stabilnost virusa

Zaradi lipidne ovojnice se flavivirusi enostavno (hitro) inaktivirajo z organskimi topili in
detergenti (Rice, 1996). Virusi so optimalno obstojni pri temperaturah pod — 70 °C in pri 56 °C
propadejo v 30 minutah. Flavivirusi so optimalno obstojni pri pH 8,4 do 8,8 in pri nizkem pH
hitro propadejo. Virus KME se v tem razlikuje od ostalih flavivirusov, saj je relativno odporen
na nizek pH in ohrani vsaj delno kuznost v pH obmo¢ju od 1,42 do 9,19 z optimumom pri pH

7,4, kar pojasni moznost okuzbe po oralni poti (Gritsun in sod., 2003; Telford in Foppa, 2000).

2.3.2 Taksonomija virusa KME

Flaviviridae je druzina strukturno enotnih virusov s pozitivno polarno enoverizno RNA, ki jo
delimo na rodove Flavivirus, Pestivirus in Hepacivirus (Virus taxonomy..., 2000). Druzina je
dobila ime po bolezni rumena mrzlica — rumena iz lat.: flavus, saj je bil povzrocitelj te bolezni
prvi virus, izoliran iz te druzine (Monath in Tsai, 1997).

V rod Flavivirus uvrs¢amo ve¢ kot 68 virusov, katerih vecino prenaSajo na vretencarje
kroni¢no okuzeni komarji in klopi (Rice, 1996). Na podlagi antigenskih determinant
beljakovine E lahko s seroloskimi testi (test navzkrizne reaktivnosti in nevtralizacijski test)
razdelimo flaviviruse v 8 serokompleksov (Ludwig in lacono-Connors, 1993). Velik
serokompleks predstavljajo flavivirusi, ki jih prenasajo klopi — serokompleks TBE (iz angl.:
tick-borne encephalitis). V ta serokompleks uvr§¢amo 14 antigensko zelo sorodnih virusov, od
katerih jih 8 povzroc€a bolezni pri ljudeh. Najpomembnejs$i med njimi je virus KME (Monath

in Heinz, 1996).
2.3.2.1 Podtipa virusa KME

Poznamo dva podtipa virusa KME: virus centralnoevropskega encefalitisa (CEE), ki ga
predstavlja prototip Neudorfl, in virus ruskega pomladno poletnega encefalitisa (RSSE),
katerega prototip je virus Sofjin (Pletnev in sod., 1990).

Podtipa se razlikujeta v svojih prenasalcih: I. ricinus prenasa virus CEE in I. persulcatus
RSSE; in v poteku bolezni pri ljudeh. Evropska oblika KME je obi¢ajno blazja od RSSE. CEE
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ima navadno dvofazen potek, medtem ko ima RSSE eno samo fazo (Avsi¢-Zupanc in

Petrovec, 1997). Tudi smrtnost je pri CEE mnogo nizja (1%) od smrtnosti pri RSSE (20%).

2.3.3 Prenos virusa v naravi

2.3.3.1 Klopi

Populacije klopov sluzijo kot prenasalci in naravni rezervoarji, virusu pa nudijo tudi nacin
prezimitve (Ludwig in lacono-Connors, 1993).

Glavni prenasalec zahodnega podtipa virusa KME v Evropi je klop Ixodes ricinus, medtem ko
je klop 1. persulcatus glavni prenasalec daljnovzhodnega podtipa virusa v azijskem delu
nekdanje Sovjetske Zveze (Av§i¢-Zupanc in sod., 1995). Kot vektorji lahko sluzijo tudi druge
vrste klopov, te vrste so $e: I. arboricola, 1. hexagonus, Haemaphysalis punctata, H. concinna,
Dermacentor marginatus, D. reticulatus (Gustafson, 1994; Siiss, 2003).

Po hranjenju na viremi¢nem gostitelju postanejo klopi dozivljenjsko kuzni (Kunz, 1992).
Virus se v klopu razmnozuje v razli¢nih organih, tudi zlezah slinavkah, in se prenasa s slino ob
vbodu klopa (Avsi¢-Zupanc in Petrovec, 1997). Virus KME se v klopih prenasa vertikalno.
Vertikalni prenos vkljucuje spolni (iz okuZenega samca na samico), transovarialni (iz samice
na jajCeca) in transstadialni (iz li¢inke na nimfo, iz nje na odraslo zival) prenos (Malovrh in
Marc, 1997). Za dolgotrajni obstoj pa je zaradi izgub virusa pri prehodih v nove stadije (le 1%
jaj¢ec okuzene samice prejme virus; le 10% odraslih klopov, ki se razvijejo iz okuzenih li¢ink,
in 30% iz okuZenih nimf, je okuZenih) nujno potreben Se horizontalni prenos, ki vkljucuje stik

med klopi in sesalci (Malovrh in Marc, 1997).

2.3.3.2 Mali sesalci

Znanih je vsaj 10 vrst glodalcev, ki lahko sluZijo kot gostitelj virusa. Pomembni rezervoar
virusa so tudi zuzkojedi (rovke, krti, jezi), katerih populacije so v nasprotju z glodalci precej
stabilne. V teh zivalih je viremija dovolj visoka, da se klopi ob hranjenju lahko okuzijo.

Okuzba gostiteljev poteka po do sedaj znanih podatkih brez simptomov. Glavni gostitelji so
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gozdna voluharica (Clethrionomys glareolus), rumenogrla gozdna mi§ (Apodemus flavicolis),
veverica (Sciurus vulgaris) in jez (Erinaceus europaeus) (Av§ié-Zupanc in Petrovec, 1997).

Po okuzbi z virusom razvije gostitelj specificna protitelesa proti virusu KME in ostane imun
do konca zivljenja. Za vzdrzevanje virusa v naravnih zaris¢ih je zato potrebno, da je vselej
zagotovljeno zadostno Stevilo mladih, za okuzbo dovzetnih zivali. Stare, serolosko pozitivne
(imune) zivali namre¢ kot rezervoar za virus niso primerne. Mali sesalci so zato zaradi
kratkega generacijskega Casa in visoke reproduktivnosti primeren naravni gostitelj virusa

(Malovrh in Marc, 1997; Solomon in Mallewa, 2001).

Viremi¢na infekcija
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Slika 4: Krozenje virusa KME v naravi med vektorji in gostitelji (Malovrh in Marc, 1997: 467)
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2.3.3.3 Veliki sesalci in ¢lovek

Velike zivali ne razvijejo viremije do te mere, da bi lahko prislo do okuzbe klopov, zato
predstavljajo slepo vejo za nadaljnji prenos virusa. Vendar pa te zivali omogocajo
razmnozevanje klopov in na ta nadin posredno pripomorejo k ohranjanju virusa v naravi
(Avsi¢-Zupanc in Petrovec, 1997).

Dokazano je tudi, da lahko okuzen klop ob soCasnem hranjenju na istem gostitelju prenese
virus na neokuzenega klopa, kljub odsotnosti viremije gostitelja (Randolph in sod., 1996).

Na cloveka lahko prenesejo virus vse razvojne oblike klopa. Ogrozeni so predvsem ljudje, ki

zivijo, delajo ali se zadrzujejo v naravnih zari$¢ih virusa KME (Malovrh in Marc, 1997).

2.3.4 Potek bolezni

Klopni meningoencefalitis je virusno obolenje osrednjega Zivénega sistema. Vecina okuzb z
virusom KME poteka asimptomatsko — brez bolezenskih simptomov in znakov. Upravi¢enost
tega sklepa potrjuje velika prekuzenost prebivalstva endemi¢nih podrocij. Pri vsaj dveh
tretjinah bolnikov, ki kazejo prizadetost osrednjega zivCevja, pa je potek bolezni dvofazen
(Lotri¢-Furlan in sod., 2002).

Prva, viremi¢na faza bolezni, nastopi obi¢ajno 7-14 dni po okuZzbi in traja do enega tedna.
Zanjo so znalilni nespecifi¢ni, gripi podobni simptomi — vrocina, glavobol, slabo pocutje,
utrujenost in vcasih bole¢ine v trebuhu (Logar in sod., 2000). Prvi fazi bolezni sledi
asimptomatski interval, ki traja priblizno en teden, nato pa nenadno nastopi druga, akutna faza
bolezni z znaki meningitisa, meningoencefalitisa ali meningoencefalomielitisa. Praviloma to
fazo spremlja moc€an glavobol, slabost, bruhanje, otrdelost vratu in vrocina (Kunz, 1992).
Akutna faza bolezni lahko traja tudi ve¢ tednov. Vecina bolnikov si po preboleli bolezni
popolnoma opomore (Jereb in sod., 2002; Logar in sod., 2000). 10 do 20 % bolnikov pa cuti
dolgotrajne ali celo trajne posledice, kot so glavobol, motnje v zaznavanju, koncentraciji in
spominu, depresija, motnje sluha, koordinacije in ravnotezja, trajne pareze obraznih miSic in

ohlapne paralize udov (Kunz, 1992).
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Praviloma je potek bolezni pri otrocih blazji kot pri odraslih. Resnost bolezni narasca s
starostjo in je najvi§ja pri ljudeh starejSih od 60 let. Smrtnost KME je nizka: okoli 1% (Jereb
in sod., 2002; Logar in sod., 2000).

Tudi potek bolezni po zauzitju okuzenega mleka je dvofazen, podoben omenjenemu poteku po
ugrizu klopa (Gritsun in sod., 2003).

2.3.5 Diagnostika KME

2.3.5.1 Seroloske metode

Za hitro diagnostiko KME so danes najprimernejsSe razli¢ne seroloSke metode, ki temeljijo na
dokazovanju specifi¢nih protiteles.
Edina pomanjkljivost seroloskih metod je, da le posredno dokazujejo okuzbo z virusom KME

(Avsi¢-Zupanc in Poljak, 1993).
2.3.5.2 Neposredno dokazovanje virusa

Za neposredni dokaz okuzbe je Se vedno "zlata" metoda poskus osamitve virusa iz kuznin
bolnika.

V novejSem casu se vse bolj uveljavljajo metode molekularne virologije, ki so visoko
oblutljive, specifiéne in hitre (Avsi¢-Zupanc in sod., 1995). Najvedji diagnosti¢ni in
raziskovalni pomen ima verizna reakcija s polimerazo (PCR, iz angl.: polymerase chain
reaction). S to metodo je namre¢ mogoce neposredno dokazati virus v kuznini bolnikov, brez
predhodne osamitve, kot tudi dokazati virus v njegovih prenaSalcih ali gostiteljih (Avsic¢-
Zupanc in Poljak, 1993). Prednost te metode je tudi, da je okuzbo z virusom mogoée dokazati
Se pred pojavom protiteles (Holzmann, 2003).

Metoda PCR se je v primeru virusa KME izkazala za zelo uporabno pri dokazovanju virusa v
klopih in s tem za proucevanje naravnih Zari§¢ (Puchhammer-Stockl in sod., 1995; Ramelow

in sod., 1993; Schrader in Siiss, 1999; Siiss in sod., 1997).
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Razvili so kvantitativno metodo RT-PCR v realnem ¢asu za preverjanje prisotnosti virusne
RNA v klopih. Metoda je zelo obcutljiva, saj zazna tudi manj kot deset kopij RNA molekul
virusa (Schwaiger in Cassinotti, 2003).

Primerna metoda za dokazovanje virusa KME v vzorcih krvi in seruma odvzetih v zgodnji fazi
bolezni, Se pred pojavom protiteles je metoda PCR. Zato ima uporaba te metode lahko velik
pomen predvsem v diferencialni diagnostiki, za dokazovanje okuzbe z virusom KME pri
bolnikih z nepojasnjenim vroc¢inskim stanjem, kjer znaki meningitisa $e niso izrazeni (Saksida

in sod., 2005).

2.3.6 Verizna reakcija s polimerazo
2.3.6.1 Teoreti¢ne osnove veriZne reakcije s polimerazo

VeriZzna reakcija s polimerazo (PCR, iz angl.: polymerase chain reaction) je metoda sinteze
nukleinskih Kislin in vitro, s katero lahko z uporabo temperaturno obstojne polimeraze DNA v
kratkem ¢asu pomnozimo dolo¢eni odsek DNA v velikem Stevilu kopij (Poljak in sod., 1994).
Zaradi tega za analizo zadostuje Ze zelo majhna koli¢ina vzorca, kar pomeni bistveno prednost
PCR pred klasi¢nimi tehnikami molekularne biologije, kjer analiziramo nepomnozeno DNA
oziroma RNA in potrebujemo vecje koli€ine celic ali tkiv (Coleman in Tsongalis, 1997; Albert
in sod., 1994).

Dokazovanje virusov s PCR temelji na in vitro pomnoZevanju za dolocen virus specifi¢nega,
majhnega odseka njegovega dednega materiala. Metoda PCR je uspesSna, Ce reakcijska
meSanica vsebuje naslednje sestavine; tar¢no dvojno vijacno DNA, dva zacetna
oligonukleotida z znanim zaporedjem, encim DNA- polimerazo, deoksinukleotidtrifosfati
(dANTP) vseh §tirih baz v enakih koncetracijah in pufer z optimalnim pH in ionsko jakostjo,
kjer je najbolj pomembna koncenrtracija Mg 2* ionov, saj vpliva na encimsko aktivnost in
natan¢nost (Herzog-Velikonja in Gruden, 2000).

Mesanico za kratek Cas inkubiramo pri treh tono dolocenih temperaturah, kar pomeni en
temperaturni cikel PCR. Pri prvi temperaturi (navadno 95 °C), v procesu denaturacije,

dvovija¢na molekula vzorca preide v dve enovija¢ni molekuli. Pri drugi temperaturi (navadno
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med 45 °C in 75 °C) se zacetni oligonukleotidi pripenjajo na komplementarna dela vzorcne
DNA. Pri tretji temperaturi (navadno 72 °C) poteka podaljSevanje zacetnih oligonukleotidov
0z. sinteza nove komplementarne molekule DNA v smeri od 5’ konca proti 3’ koncu. Novi
molekuli DNA sta med seboj komplementarni in v novem ciklu PCR sposobni vezati enake
zatetne oligonukleotide. Stevilo pomnoZenih molekul DNA s vsakim ciklom eksponentno
narasca.

PCR poteka v racunalni§ko vodeni inkubacijski aparaturi (Poljak in sod., 1994).

2.3.6.2 Teoreti¢ne osnove verizne reakcije s polimerazo z reverzno transkriptazo
(RT-PCR)

Verizna reakcija s polimerazo z reverzno transkriptazo (RT-PCR) je razli¢ica metode PCR.
Ker s PCR lahko pomnozujemo le molekule DNA, je za dokazovanje virusov z RNA
genomom potrebno pred izvajanjem PCR izolirano virusno RNA prepisati v komplementarno
virusno DNA (cDNA, iz angl., complementary DNA). Za ta namen uporabljamo encim
reverzno transkriptazo, osamljeno iz virusa pti¢je mieloblastoze (AMV, iz angl.: Avian
Mieloblastosis Virus).
Prepis RNA v cDNA poteka v §tirih stopnjah:
e veriga DNA se najprej sintetizira na molekuli RNA z encimom reverzna transkriptaza,
nastane hibridna dvovijaéna RNA/DNA;
e encim reverzna transkriptaza ima aktivnost RNase H, ki razgradi RNA verigo;
e komplementarna veriga DNA se nato sintetizira na predhodni molekuli DNA, nastane
e dvovijacna cDNA (dsDNA, iz angl., double stranded DNA);
e nastala dsDNA, ki je kopija RNA molekule je nato pomnoZena z metodo PCR.
(Singleton in Sainsbury, 2001).

2.3.6.3 Teoreti¢ne osnove veriZne reakcije s polimerazo v realnem ¢asu

Pri obicajnem PCR postopku poteka prepoznavanje produktov ponavadi na agaroznem gelu,
medtem ko poteka dokazovanje produktov pri PCR v realnem ¢asu med pomnoZevanjem

produktov. Metoda omogoca merjenje koli¢ine produkta v vsakem ciklu med samo reakcijo.
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Dokaz produktov temelji na merjenju fluorescence. Poznamo ve¢ nacinov za odkrivanje
produktov s PCR v realnem casu in sicer specificne in nespecificne nacine odkrivanja
(Mackay in sod., 2002; Bel in Ranford-Cartwright, 2002).

Za nespecifi¢no odkrivanje uporabljamo fluorescentna barvila. Ta se nespecificno vgradijo v
dvoverizno DNA. Primer je barvilo SYBR Green 1. Ta je nadomestil etidijev bromid, ki se
danes skoraj ne uporablja ve¢.

Za specifitno odkrivanje nastalih produktov uporabljamo oligonukleotide — sonde. Te so
oznacene s fluorofori. Najpogosteje uporabljamo TagMan sondo (Cockerill, 2003).

PCR v realnem casu poteka v zaprtem sistemu, to odpravlja potrebo po dodatnih post-PCR

stopnjah, kar skrajSa Cas analize in zmanj$a moznost kontaminacije (Klein, 2002).

2.3.7 Zdravljenje in preprecevanje

Trenutno ni specificnega zdravila za zdravljenje KME. Zdravljenje bolnikov s KME je
navadno simptomatsko in podporno ter je odvisno od izrazenih simptomov pri posameznem
bolniku (Telford in Foppa, 2000). Zaradi tega imajo toliko vec¢ji pomen preventivni ukrepi
preprecevanja okuzbe.

Najucinkovitejsi nacin zascite pred boleznijo je cepljenje. V Evropi se najpogosteje uporablja
cepivo FSME-Immun® (Baxter GmbH, Dunaj, Avstrija). Cepivo vsebuje ociSCen antigen
virusa KME, pripravljenega na celicni kulturi piS€ancjih fibroblastov, inaktiviranega s
formalinom (Gustafson, 1994). Za popolno cepljenje so potrebni trije odmerki cepiva.
Obicajno dajemo prva dva odmerka v presledku enega meseca in tretjega 6-12 mesecev po
drugem odmerku. Da dosezemo ustrezno zascito Se preden postanejo klopi aktivni, je najboljsi
Cas za zaletek cepljenja v zimskih mesecih. ZaS¢ito obnavljamo vsakih 3 do 5 let s
pozivitvenim odmerkom cepiva (Zavod za zdravstveno varstvo Ljubljana, 2001).

Obstaja tudi moznost pasivne imunizacije s specificnimi IgG protitelesi proti virusu KME
(FSME-Bulin®, Baxter GmbH, Dunaj, Avstrija), kot nacin profilakse pred ali po izpostavitvi
virusu KME (Gustafson, 1994)
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2.3.8 Epidemiologija okuzb z virusom KME

Naravo zarisCe je po teoriji Pavlovskega geografsko obmocje, kjer je evolucija vodila do
posebnih odnosov med virusom, prenasalcem in gostiteljem. Virus in prenasalec sta lahko v
simbiotskem odnosu. Vektor nudi virusu ugodno okolje, virus pa ne vpliva na razvoj, Zivljenje
in razmnozevanje prenasSalca (GreSikova in Calisher, 1989).

Nastanek in obstoj naravnih zaris¢ je odvisen od ve¢ dejavnikov: klimatskih razmer, gostote in
stabilnosti populacije klopov in gostiteljev, dovzetnosti gostiteljev, trajanja viremije v
gostiteljih, deleza imunih gostiteljev, lastnosti biotopa (Avsi¢-Zupanc in Petrovec, 1997;
Gustafson, 1994).

Naravno zaris¢e je aktivno, kjer so velike in stabilne populacije klopov, malih sesalcev in
zuzkojedov. Eden izmed pogojev za oznako aktivnega zariS¢a je vsaj 15 % prisotnost
protiteles proti virusu KME pri zdravih ljudeh s tega podro¢ja (GreSikova in Calisher, 1989).
Na svetu je vsako leto prijavljenih 10.000 do 12.000 primerov KME, od tega 3000 v Evropi
(Kunz, 2003). Avstrija, Slovenija, Madzarska, Ce§ka in Slovaska so drzave z najvisjo
incidenco KME v Evropi. V azijskem delu biv§e Sovjetske Zveze pa je incidenca najvisja na
obmocju zahodne Sibirije (Monath in Heinz, 1996).

Slovenija je del wvelikega srednjeevropskega endemskega obmocja klopnega
meningoencefalitisa. Tudi v Sloveniji je pojavljanje te bolezni vezano na naravna zarisca, ki se
v zadnjih letih niso bistveno spremenila. Njihova intenziteta je razli¢na — od izredno aktivnih
(obmoc¢je Mozirja in Kranja), kjer je moznost okuzbe in obolevanja velika, do manj aktivnih
(obmodje Skofje Loke in Ilirske Bistrice) in celo latentnih Zari¢, kjer okuzba in obolenje nista
verjetni. Najbolj aktivna ZariS¢a so na obmodcju alpskega in dinarskega pokrajinskega tipa
(Avsi¢-Zupanc in sod., 1995; Kraigher in sod., 2002). V Sloveniji zabelezimo letno okoli 200-
300 primerov bolezni (Jereb in sod., 2002).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 MATERIAL

3.1.1 Vzorci klopov

Klope smo z metodo zastave nabirali na osmih dolo¢enih lokacijah. Nabirali smo jih mese¢no

na nizkem rastlinju in grmicevju v ¢asu aktivnosti klopov od aprila do novembra leta 2005.

3.1.2 Izbor lokacij

Lokacije smo doloc¢ili glede na stopnjo endemic¢nosti naravnega zari§¢a KME. Izbrali smo
osem lokacij. Obcino lokacije, ime, zemljepisno Sirino in dolZino, nadmorsko viSino in
komentar o endemicnosti naravnega zaris¢a prikazuje preglednica 1.

Lokacije smo zaradi preglednosti oznagili z razli¢nimi barvami: Crni kal - RDECA, SodraZica
—ROZA, Rakovnik — ZELENA, Osolnik — VIJOLICNA, Murska Suma — ORANZNA,

Mozirje - RUMENA, Kamnigka bistrica — BELA, Stefanja gora— MODRA.

MURSEA
SUMA

Slika 5: Geografska karta Slovenije z oznacenimi lokacijami nabiranja klopov
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Preglednica 1:  Podatki o izbranih lokacijah: endemi¢nost naravnega zaris¢a KME, obéina in ime Kraja,

zemljepisna §irina in dolZina ter nadmorska visina lokacije

Ob¢ina Ime lokacije | Zemljepisna | Zemljepisna | Nadmorska Razlog izbire
Sirina dolzina viSina
2. Zamostec, | 14°39'14.48" | 45°45'24.01" V preteklosti nizka prevalenca-
Sodrazica Sodrazica visoka danes: povecanje
3. Lendava Murska 16°31'47.59" | 46°29'35.51" 153 m V preteklosti nizka prevalenca-
Suma nizka danes: ni sprememb
4. Medvode | Rakovnik, 4°22'56.65" | 46°8'50.99" 322 m Srednja prevalenca v preteklosti-
Sora srednja danes: ni sprememb
5. Mozirje Mozirje 14°57'17.12" | 46°8'50.99" 389 m V preteklosti visoka prevalenca-
visoka danes: ni sprememb
6. Kamnik Kamni$ka | 14°35'16.74" | 46°19'34.14" 590 m V preteklosti visoka prevalenca-
bistrica visoka danes: ni sprememb
7. Cerklje Stefanja 14°28'33.82 | 46°17'12.7" 685 m Enako kot regija 6. (Kamniska
na gora bistrica) — vi§ja nadmorska visina
Gorenjskem

3.1.3 Metoda zastave

Metoda zastave je najpogosteje uporabljena metoda za nabiranje klopov iz vegetacije
(Sonenshine, 1993). Zastavo smo naredili tako, da smo na leseno palico pritrdili belo
bombazno tkanino velikosti 1 m2 Klopi so se pritrdili na zastavo dokler smo jo vlekli po
rastlinju in grmicevju. Uporabljali smo obe strani zastave (Gray in Lohan, 1982). S sesalno
napravo, ki smo jo prav tako sami naredili, smo pobrali klope z zastave. Klope smo do
obdelave hranili pri +4 °C v posodicah v katere smo dodali vlazen list. Tako hranjeni lahko

klopi prezivijo od dva do tri tedne.



Durmisi E. Navadni gozdni klop Ixodes ricinus kot prenasalec virusa klopnega meningoencefalitisa v Sloveniji. 23
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2006.

3.1.4 RazkuZevanje klopov

Klopi imajo znacilen eksoskelet iz hitina. Na povrsini klopov se nahaja mnogo netar¢nih
organizmov in umazanij. Zato je potrebno klope pred osamitvijo celokupne RNA ustrezno
obdelati (Sparagano in sod., 1999). Klope, ki so bili shranjeni v hladilniku na +4 °C, smo
najprej prenesli za pet minut v 70 % etanol in po potrebi z njih odstranili umazanijo. Nato smo

jih spirali v sterilni destilirani vodi dve do tri minute.

3.1.5 Stetje in organiziranje vzorcev

Ker se je med vzoréenjem nabralo veliko $tevilo klopov, jih je bilo potrebno smiselno
organizirati. O¢is¢ene klope smo iz destilirane vode prenesli v sterilne posodice. Odrasle klope
smo vzor¢ili po pet skupaj. Loceno samice in lo¢eno samce. Ker so nimfe mnogo manjse kot
odrasli klopi, smo jih zdruzili po deset skupaj v en vzorec. Larve smo zdruzevali po 30 larv v
en vzorec. Posodice smo oznadili z barvo, ki ustreza barvam lokacij. V $katlah z vzorci smo
posodice nato oznacili z zaporedno Stevilko in ¢rko A (nimfe, larve) ali B (odrasle samice in
samci). Ce smo poleg oznake dodali $e zvezdico, vzorec ni popoln, kar pomeni, da je v vzorcu
manj kot 10 nimf ali manj kot 30 larv. Posodice smo oznacili na vrhu in ob strani (ob strani
smo dodali tudi oznako barve lokacije, npr. Vi- vijoli¢na). Skatle z vzorci smo shranili pri -20
°C do obdelave.

3.2 METODE

3.2.1 Osamitev celokupne RNA iz klopov

Za osamitev celokupne RNA iz klopov smo uporabili izboljSano metodo Chomczynskega in
Sacchija (Chomczynski in Sacchi, 1987), ki jo pri uporabi reagenta TRIZOL®LS proporoca
podjetje Invitrogen Life Technologies™ (Carlsbad, Kalifornija, ZDA). TRIZOL Reagent med
homogenizacijo ali lizo vzorca ohranja integriteto RNA. Izolirana RNA ne vsebuje proteinov
in DNA.
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Delali smo v bioloski komori za varno delo Il. stopnje (laminarij). Pred delom smo komoro
ustrezno pripravili. Vsaj 10 minut smo obsevali z UV svetlobo in tako sterilizirali. Pred delom
smo komoro razkuzili z razkuzilom RNase Erase (Qbiogene Inc., Kalifornija, ZDA).
Uporabljali smo avtoklavirane pripomocke (skalpel, pestilcke, posodice, pipetni nastavki s
filtri). Med delom smo pogosto menjali rokavice.

Vzorce klopov shranjenih pri -20 °C smo najprej pripravili za homogenizacijo. Klope smo
prenesli na objektno stekelce, katerega smo predhodno obrisali z absolutnim etanolom.
Odrasle klope smo s sterilnim skalpelom prerezali na polovico. Eno polovico smo shranili v
sterilno posodico in jo o$tevilcili. Tako pripravljene polovice smo shranili za potrebe nadaljnih
raziskav, kot so izolacija mikroorganizmov. Ostalih 5 polovic odraslih klopov smo zdruzili,
razrezali s skalpelom in Se dodatno mehansko homogenizirali s pestilom v 300 pl filtriranega
fosfatnega pufra (PBS, angl. Phosphate Buffer Saline). Nimfe smo prenesli na objektno
stekelce, jih razrezali na ¢im manjs$e koscke in jih obravnavali kot en vzorec. Potem smo jih Se
dodatno mehansko homogenizirali s pestilom v 300 pl filtriranega fosfatnega pufra. Li¢inke
smo prenesli neposredno v posodico in jih s pestilom mehansko homogenizirali v 300 ul
filtriranega fosfatnega pufra. V vseh primerih smo 100ul homogenata uporabili za osamitev
RNA, preostalih 200 pl smo shranili za nadaljnje raziskave.

V epruvetko s 100 ul homogenata smo dodali 300 pl reagenta TRIZOL®LS (raztopina
gvanidin izotiocianata in fenola). Premesali smo s sunkovitim obraanjem in kratkim
vorteksiranjem. VVzorec smo inkubirali pri sobni temperaturi 5 minut. S tem smo lizirali celice
in nukleoproteinski kompleksi so razpadli. Vzorcu smo potem dodali 60 pl kloroforma.
Sunkovito smo premesali in kratko vorteksirali. Inkubirali smo 10 minut pri sobni temperaturi
(po petih minutah inkubacije smo ga Se enkrat sunkovito premesali in vorteksirali). Sledilo je
15 minutno centrifugiranje pri 4 °C in 15.000 obratih/minuto.

Po centrifugiranju smo v epruvetki dobili tri plasti: spodnja fenol - kloroformna plast z
raztopljeno DNA in preostalimi necisto¢ami, srednjo plast, v kateri so beljakovine in lipidi, ter
zgornjo vodno plast z raztopljeno RNA. Vodno plast smo previdno prenesli v novo epruvetko,

preostanek smo zavrgli. Vodni fazi smo dodali 150 pl izopropanola, ohlajenega na -20 °C in
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dobro premesali s sunkovitim obracanjem epruvetke. Sledilo je 15 minutno centrifugiranje pri
4 °C in 15.000 obratih/minuto.

Po centrifugiranju RNA precipitira na dnu in stenah epruvetke. Odstranili smo supernatant in
pazili da se pri tem nismo dotaknili sten epruvetke. Dodali smo 300 ul 75 % etanola,
ohlajenega na -20 °C. Dobro smo premesali na vorteksu, priblizno eno minuto in centrifugirali
sedem minut pri 4 °C in 15.000 obratih/minuto.

Potem smo previdno odstranili supernatant. RNA smo susili v odprtih epruvetkah v komori ob
toku zraka priblizno 45 minut. Pazili smo da se RNA ni presusila. Osuseno RNA smo raztopili
v 30 — 35 ul RNAse-free vode (avtoklavirana, deionizirana, ultrafiltrirana, Rnaz prosta
destilirana voda).

Raztopljeno RNA smo shranili pri -20 °C do nadaljnje uporabe. Po kon¢anem delu smo

komoro razkuzili s 5% natrijevim hipokloridom in $e vsaj 10 minut sterilizirali z UV svetlobo.

3.2.1.1 Izbira zacetnih oligonukleotidov

Najbolj pomemben korak optimizacije PCR in PCR v realnem ¢asu je pravilen izbor zacetnih
oligonukleotidov in sonde. Ti izbirajo odsek virusnega genoma, ki bo v reakciji pomnoZen
(Poljak in sod., 1994). Zacetna oligonukleotida se spajata z nasproti leZe¢ima vijacnicama
tarénega odseka virusne DNA in sta usmerjena tako, da sinteza nove DNA poteka v prostoru
med njima. Od njihove medsebojne razdalje je odvisna velikost novo nastalih delcev DNA.

PCR v realnem ¢asu so razvili kot nadgradnjo metode PCR. Poenostavili in izboljSali so
kvantifikacijo nukleinskih kislin (Klein, 2002). Osnova metode je povsem enaka kot pri PCR,
razlikuje se v odkrivanju nastalih produktov, ki se pri tej metodi dokazujejo med
pomnozevanjem produktov. Dokaz produktov temelji na merjenju fluorescence. Za to smo
uporabili TagMan sondo. To je oligonukleotid, ki ima na 5°- koncu vezan reporterski fluorofor
(npr.: barvilo FAM), na 3'- koncu pa dusilec (npr.. TAMRA). Intaktna sonda ne fluorescira,
ker sta reporterski fluorofor in duSilec preblizu. V stopnji prileganja se sonda veze na
enoverizne produkte reakcije za zaCetnim oligonukleotidom. Ob podaljSevanju zacetnega
oligonukleotida z encimom Taq DNA polimeraza, ki ima 5°- eksonukleazno aktivnost, pride

do hidrolize sonde in na ta nacin se reporterski fluorofor odcepi. Razdalja med dusilcem in
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reporterskim fluoroforom se poveca in zato zac¢ne fluorofor oddajati fluorescenco (Wilhelm in
Pingoud, 2003).

Za preverjanje klopne RNA smo uporabili zacetna oligonukleotida F-16sIxodes (nukleotidno
zaporedje 5'-AAAAAAATACTCTAGGGATAACAGCGTAA-3") in R-16slIxodes
(nukleotidno zaporedje 5'-ACCAAAAAAGAATCCTAATCCAACA-3"), ki v genomu klopa
I. ricinus nalegata na gen za 16S rRNA (Schwaiger in Cassinotti, 2003).

Za preverjanje RNA virusa KME z RT-PCR v realnem ¢asu smo uporabili zacetna
oligonukleotida F-TBE1 (nukleotidno zaporedje 5'-GGGCGGTTCTTGTTCTCC-3’) in R-
TBE1 (nukleotidno zaporedje 5'-ACACATCACCTCCTTGTCAGACT-3) ter sondo TagMan
oznac¢eno TBE-Probe-WT (nukleotidno zaporedje 5'-TGAGCCACCATCACCCAGACACA-
3). Na 5" koncu sonde je vezano barvilo FAM, na 3’ koncu pa duSilec TAMRA.
Oligonukleotida in sonda nalegajo na 3’ ne kodirajoco regijo genoma virusa KME (Schwaiger
in Cassinotti, 2003).

Za dokazovanje virusa KME smo izbrali zacetne oligonukleotide, ki so homologni regiji NS5
genoma virusa KME: FSM1, FSM2, FSM3 in FSM4.

S parom zunanjih zacetnih olgonukleotidov FSMI1 (nukleotidno zaporedje 5'-
GAGGCTGAACAACTGCACGA-3") in  FSM2 (nukleotidno zaporedje: 5'-
GAACACGTCCATTCCTGATCT-3") smo pomnozevali 357 baznih parov dolg tar¢ni odsek.
FSM3  (nukleotidno zaporedje: 5'-ACGGAACGTGACAAGGCTAG-3) in FSM4
(nukleotidno zaporedje: S5-GCTTGTTACCATCTTTGGAG-3") oligonukleotida pa se
pripenjata znotraj tar¢nega dela FSM1 in FSM2 zacetnih oligonukleotidov. FSM3 in FSM4
pomnozujeta 252 baznih parov dolg odsek DNA. S slednjim parom smo pomnozevali del
pridelka PCR, ki smo ga dobili po uporabi prvega para oligonukleotidov (FSM1 in FSM2). S

tem smo povecali obcutljivost in specifi¢nost reakcije PCR.

3.2.1.2 Preverjanje uspesnosti osamitve klopne RNA

Po osamitvi RNA smo z metodo PCR preverili, ¢e smo uspeSno osamili RNA. Pripravili smo

reakcijsko meSanico. V posodice smo dodali AMV/Tfl 5x reakcijski pufer, MgSO4, mesanico
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dNTP-jev, dva oligonukleotidna zacetnika (F-16slxodes in R-16sIxodes), AMV reverzno
transkriptazo, Tfl DNA polimerazo, ddH20 in RNA osamljeno iz klopov.
PCR je potekala v aparaturi Primus 96 plus (MWG Biotech Inc., ZDA).
Temperaturni cikli so si sledili. Eno uro pri temperaturi 42 °C je potekal reverzni prepis RNA
v cDNA. Dve minuti pri temperaturi 94 °C je trajala inaktivacija reverzne transkriptaze in
lo¢evanje nastale dvovijaénice RNA-CDNA. Sledilo je 35 ciklov reakcije:

e denaturacija cDNA: 30 sekund pri 94 °C

e pripenjanje zacetnih oligonukleotidov: 30 sekund pri 40 °C

e podaljsevanje zacetnih oligonukleotidov: 45 sekund pri 68 °C
na koncu pa Se ohlajanje reakcijske mesanice na 4 °C.
V agaroznem gelu smo preverili navzo¢nost pomnozenega pridelka tj. ali je bila osamitev

klopne RNA uspesna (Schwaiger in Cassinotti, 2003).

3.2.1.3 Preverjanje RNA virusa KME z RT-PCR v realnem ¢asu

Po izolaciji celokupne RNA smo preverili ali so testirani vzorci pozitivni oz. Ali je bil v
zbranih klopih virus KME. Pripravili smo reakcijske meSanice za RT-PCR v realnem Casu za
vsak vzorec svojo meSanico. V mini epruvetke smo dodali 5 pl osamljene RNA, dva razli¢na
oligonukleotidna zacetnika (F-TBEL in R-TBEL), sondo ram-TBE-probe-WT-tamRra,
SuperScript III RT/Platinum Taq Mix (meSanico encimov transkriptaze in polimeraze) in
ddH.0O (Schwaiger in Cassinotti, 2003). Mini epruvetke z reakcijskimi meSanicami smo
vstavili v raunalniSko vodeno inkubacijsko aparaturo za izvajanje RT-PCR-a v realnem casu
(kjer pomnozevanje in dokazovanje produktov potekata so¢asno) Rotor Gene (Corbett
Research, Sidney, Avstralija, 2004). Dokaz pridelkov temelji na merjenju fluorescence.

Pozitivne vzorce smo uporabili za nadaljne raziskave.

3.2.1.4 RT-PCR

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

RT-PCR v realnem ¢asu, smo uporabili za namnozevanje virusne RNA. Za to smo uporabili
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RT-PCR. Uporabili smo komplet reagentov Access RT-PCR System (Promega Corporation,
Madison, ZDA).
Za vsak vzorec smo uporabili 50 ul reakcijske mesanice, ki je vsebovala:
e 10 ul 5-krat koncentriranega reakcijskega pufra
e 4ul25mM MgSOg4
e 4 ul 10 mM dNTP meSanice
e | pl zacetnega oligonukleotida FSM1 (50 pmol/ pul)
e 1 ul zacetnega oligonukleotida FSM2 (50 pmol/ pl)
e 1 ulencima AMYV reverzne transkriptaze (5 enot/ pl)
e 1 pl encima Tfl DNA polimeraze (5 enot/ pl)
e 23 ul sterilne deionizirane vode
e 5 pulvzorca RNA

RT-PCR je potekala v aparaturi Primus 96 plus (MWG Biotech Inc., ZDA).
Temperaturni cikli so si sledili. Eno uro pri temperaturi 42 °C je potekal reverzni prepis RNA
v ¢cDNA. Dve minuti pri temperaturi 94 °C ja trajala inaktivacija reverzne transkriptaze in
lo¢evanje nastale dvovija¢nice RNA-cDNA. Sledilo je 35 ciklov reakcije:

e denaturacija cDNA: 30 sekund pri 94 °C

e pripenjanje zacetnih oligonukleotidov: 30 sekund pri 40 °C

e podaljSevanje zacetnih oligonukleotidov: 45 sekund pri 68 °C
na koncu pa Se ohlajanje reakcijske meSanice na 4 °C.

Pridelke PCR smo shranili pri 4 °C.

3.2.1.5 PCR z notranjimi zacetnimi oligonukleotidi

Pri PCR z notranjimi zacetnimi nukleotidi (angl. nested PCR) se vezavna mesta zacetnih
oligonukleotidov nahajajo znotraj vezavnih mest prvega para zacetnih oligonukleotidov. Daljsi
fragment, ki je nastal v prvi reakciji, sluzi kot DNA matrika za "nested" PCR. Pri
pomnoZevanju pridelka smo uporabili par zacetnih oligonukleotidov FSM3, FSM4. Z uporabo

"nested" metode PCR se obcutljivost in specificnost pomnozevanja DNA poveca. Slaba stran
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te metode je ve€ja moznost lazno pozitivnih rezultatov, zaradi tega je pri izvajanju potrebna Se
posebna pazljivost (Newton in Graham, 1994).
Uporabili smo mesanico reagentov ABgene® PCR Master Mix (ABgene®, Velika Britanija).
Za vsak vzorec smo uporabili 50 pl reakcijske meSanice, ki je vsebovala:

e 45 ul 1,1-krat koncentriranega PCR Master Mix

e 1 ul zacetnega oligonukleotida FSM3 (50 pmol/ pl)

e | pl zacetnega oligonukleotida FSM4 (50 pmol/ ul)

e | pl sterilne deionizirane vode

e 2 ul pridelka PCR, pridobljenega s FSM1, FSM2 parom zacetnih oligonukleotidov

Reakcija je potekala v aparaturi Primus 96 plus (MWB Biotech Inc., ZDA)
Temperaturni cikli so si sledili. Ena minuta denaturacije pri 94 °C. Sledilo je 35 ciklov
reakcije:
e denaturacija DNA: 20 sekund pri 94 °C
e pripenjanje zacetnih oligonukleotidov: 30 sekund pri 56 °C
e podaljSevanje zacetnih oligonukleotidov: 30 sekund pri 72 °C
na koncu pa Se ohlajanje reakcijske meSanice na 4 °C.

Po koncani reakciji smo PCR pridelke shranili pri 4 °C.

3.2.2 Elektroforeza pridelkov PCR v agaroznem gelu

Pridelke PCR smo dokazovali z vodoravno elektroforezo v 2 % agaroznem gelu (agaroza
NuSieve GTG, FMC BioProducts, Rockland, ZDA). Agarozni gel smo pripravili v 50 ml 1x
koncentriranega TAE pufra (Tris acetat EDTA pufer; vsebuje Tris bazo, natrijev acetat,
natrijev klorid in EDTA; pH je 8,3) in ga do vreliS¢a segrevali v mikrovalovni pecici.
Raztopljen gel smo ohladili (na priblizno 60 °C) in barvali z 5 ul etidijevega bromida (10
mg/ml, Promega, Madison, ZDA). Potem smo ga nalili v plasti¢ni nosilec, pazili smo da
odstranimo morebitne zratne mehurcke in pocakali da se strdi. Strjeni gel smo na nosilcu
postavili v elektroforezno kadicko. Napolnili smo jo z 1x koncentriranim TAE pufrom tako,

da je bil celoten gel prekrit s pufrom, ki omogoca tok elektronov od katode na anodo.
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Velikosti pridelkov PCR smo primerjali z molekularnim ozacevalcem lestvice DNA 100 bp (1
ug/ ul, Gibco BRL, Life Technologies, New York, ZDA), ki smo ga nanesli v prvo
vdolbinico. V ostale vdolbinice gela smo nanesli 10 pl pridelka PCR in 2 pl raztopine 15 %
Ficol 400 (0,35 % brom-fenol modrilo).

Elektroforeza je potekala priblizno 30-40 minut pri napetosti 80 V pri sobni temperaturi.
Agarozni gel smo pregledali na ultravijoliénem presvetljevalniku in slikali s polaroidno

kamero.

3.2.3 Dolocanje nukleotidnega zaporedja pridelkov PCR

Pridelkom PCR, ki smo jih pomnozili s parom zacetnih oligonukleotidov FSM1 in FSM2 ter
FSM3 in FSM4, smo z avtomatskim sekveniranjem dolo¢ili nukleotidno zaporedje na obeh

verigah vijacnice DNA.

3.2.3.1 Cis¢enje pridelkov PCR

Pred zacetkom sekveniranja je potrebno pridelke PCR odistiti ostankov encima polimeraze
DNA, zacetnih oligonukleotidov in deoksiribonukleotidov. Uporabili smo vakumsko metodo
¢is¢enja WIZARD® PCR Preps DNA Purification System (Promega, Madison, ZDA).

Princip ¢iS€enja temelji na vezavi pomnozene DNA na delce silicijevega dioksida v membrani
posebne kolone, ki jo pritrdimo na vakumsko ¢rpalko. S spiranjem s posebnimi pufri
odstranimo vse preostale reagente PCR in DNA eluiramo s 50 pul vode (Molecular Biology
Grade, Eppendorf AG, Hamburg, Nem¢ija).

Za c¢iS€enje smo pripravili ustrezno Stevilo 1,5 ml mikrocentrifugirk, minikolumen in brizgalk.
Vsako minikolumno smo privili na telo brizgalke in oboje previdno na vakuumsko posodo.
Preverili smo da so vsa tesnila na vakuumski posodi zaprta in potem smo vakuumsko posodo
prikljucili na vakuumsko ¢rpalko. V mikrocentrifugirke smo dodali po 100 ul pufra za
neposredno ¢iS€enje in ves PCR pridelek (priblizno 40 pl). S pipetiranjem smo premesali
meSanice in dodali po 1 ml raztopine Resina, ki smo jo pred vsakim dodajanjem dobro
premesali. Tako pripravljene meSanice smo v roku ene minute Se 3-krat na kratko premesali in

potem prenesli v brizgalke. Da bi v vakuumski posodi ustvarili §ibek vakuum smo za kratek
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¢as vkljucili vakuumsko ¢rpalko. Ko je meSanica v brizgalki pricela te¢i ¢ez minikolumno,
smo previdno drug za drugim odpirali tesnila pod minikolumnami. Takoj, ko se je katera
brizgalka izpraznila smo tesnilo ponovno zaprli, da se DNA ni suS$ila na vakuumu. V brizgalke
smo nato dodali po 2 ml 80 % izopropanola in ponovili postopek z vakuumom. Tokrat smo
tesnila pustili odprta Se 30 sekund po izpraznitvi brizgalk. Minikolumne s posuseno DNA smo
prenesli na nove mikrocentrifugirke in jih centrifugirali 2 minuti pri 20000 obratih/ minuto. S
tem smo odstranili ostanke izopropanola. Minikolumne smo prenesli na nove centrifugirke in
dodali po 50ul deionizirane vode. Po 1 minuti inkubacije smo mikrocentrifugirke
centrifugirali 20 sekund pri 10000 obratih/ minuto, da se je DNA izprala v mikrocentrifugirke.
Mikrocentrifugirke z o¢is¢enimi pridelki PCR smo oznacili in shranili pri 4 °C do nadaljnje

uporabe.

3.2.3.2 Dolocanje koncentracije o¢iS¢ene DNA

Pripravili smo 50 ml 1,6 % agaroznega gela (NuSieve). Ko se je ohladil na priblizno 60 °C
smo dodali 5 pl etidijevega bromida. Na gel smo nanasali 3 pl o¢is¢ene DNA, raztopljene v 7
ul deionizirane vode, ter 2 ul brom-fenol modrila. Po koncani elektroforezi smo glede na
jakost fragmenta "semi-kvantitativno™ ocenili koncentracijo DNA. Z oceno od 1 do 5 smo
ovrednotili jakost fragmenta (ocena 1 je pomenila najmoc¢nejSo jakost) in temu primerno

dolocili koli¢ino DNA, ki smo jo uporabili za sekvencno reakcijo. Pri oceni 1 je bila koli¢ina

DNA v sekvencni reakceiji 1 pl, pri oceni 5 pa 5 pl.

3.2.3.3 Izbira sekven¢nih nukleotidov za sekven¢no reakcijo

Ker je za sekvencno reakcijo potrebno izbrati najbolj optimalne zacetne oligonukleotide, ki so
lahko enaki tistim, ki jih uporabljamo v reakciji PCR smo izbrali par zaletnih
oligonukleotidov FSM3 in FSM4. Oligonukleotidna zacetnika sta primerna za doloCanje
nukleotidnega zaporedja odseka gena, ki nosi zapis za nestrukturno beljakovino NS5. Ta del

genoma je poleg dela, ki kodira beljakovino E, najbolj ohranjen med flavivirusi.
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3.2.3.4 Sekven¢na reakcija

Uporabili smo komercialni komplet reagentov »BigDye® terminator cycle sequencing ready
reaction kit« (ABI Prism, PE Applied Biosystems, Foster City, California, ZDA). Princip
reagentov temelji na Sangerjevi metodi sekveniranja.
Pri Sangerjevi ali terminacijski metodi se pri in vitro sintezi DNA uporabljajo radioaktivno
oznaceni nukleotidi in specificni terminatorji. Terminatorji so spremenjeni nukleotidi
(dideoksinukleozid trifosfat ali ddNTP), ki imajo na mestu 3' —H namesto —OH skupine.
Polimeraza za podaljSanje nukleinske verige potrebuje —OH skupino zato se pri ddNTP
podaljsanje ustavi. V reakcijski mesanici je razmerje NTP : ddNTP obic¢ajno 100:1, tako da po
sekvencni reakciji dobimo mesanico razlicno dolgih odsekov, ki se kon¢ajo na vsakem mestu
vezave terminatorja. V sekvencni reakciji uporabljamo posebne polimeraze DNA, ki morajo
biti temperaturno obstojne in manj obcutljive na ddNTP (Sanger in sod., 1977). Sangerjeva
metoda je prilagojena racunalniski tehnologiji in je komercialno dostopna v avtomatiziranih
sistemih. Na trgu je ve¢ sistemov, ki temeljijo na fluorescentno oznacenih ddNTP-jih.
Sekvencno reakcijo lahko izvajamo loCeno za vsak terminator (4 reakcije) ali v eni epruvetki,
kjer je vsak terminator oznacen s svojim barvilom. Odseke DNA avtomatizirano lo¢ujemo s
kapilarno gelsko elektroforezo. Laserski Citalec zazna terminalne nukleotide na osnovi
znacCilnega fluorescentnega spektra. V nadeljevanju z ustreznim racunalniskim programom
dobljene sekvence dodatno obdelamo in analiziramo (Voet D in Voet JG, 1995).
Za vsak pridelek reakcije "nested" PCR smo naredili dve lo¢eni sekvenéni reakciji, po eno za
vsako verigo v dvojni vijacnici. V vsaki sekvencni reakciji smo uporabili po en zacetni
oligonukleotid. Uporabili smo reakcijsko meSanico v kateri so flourescentno oznaceni
dideoksiterminatorji, meSanica dNTP-jev in polimeraza FS (razli€ica polimeraze Taq).
20 pl reakcijske meSanice je vsebovalo:

e 1-5 ul DNA (glede na kvantitativno oceno iz agaroznega gela)

e 1,3 ul zacetnega oligonukleotida (50 pmol/ ul)

e 4 ul mastermix reakcijske meSanice

e 2 ul reakcijskega pufra
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e deionizirano vodo do skupnega volumna 20 pl
Sekvencéna reakcija je potekala v aparaturi Primus 96 plus (MWG Biotech Inc., ZDA).
Reakcija je potekala v 25 ciklih:

e denaturacija DNA: 10 sekund pri 96 °C

e pripenjanje zacetnih oligonukleotidov: 5 sekund pri 50 °C

e podaljSevanje zacetnih oligonukleotidov: 4 minute pri 60 °C
na koncu pa Se ohlajanje reakcijske mesanice na 4 °C.

Po koncani reakciji smo pridelke sekvencne reakcije shranili pri 4 °C.

3.2.3.5 Cis¢enje pridelkov sekvené¢ne reakcije

Pred avtomatskim sekveniranjem smo morali precistiti in odstraniti neuporabljene dideoksi
terminatorje, zacetne oligonukleotide in polimerazo FS. Za ¢is¢enje smo uporabili komercialni
komplet Centri-Sep® (Princeton Separations, Adelphia, New Jersy, ZDA), ki temelji na gelski
filtraciji.

Komercialni komplet vsebuje dehidrirane kolumne, ki smo jih rehidrirali z dodatkom 0,8 ml
deionizirane vode. Z vorteksiranjem smo raztopili gel v prahu, pazili smo da rehidriramo
celoten gel in da se ne naredijo zra¢ni mehurcki. Hidrirali smo 30 minut pri sobni temperaturi.
Nato smo odstranili najprej vrhnje pokrovcke in nato Se tiste z dna kolumn. Kolumne smo
prestavili v 2 ml zbiralne mikrocentrifugirke in pustili, da je iz kolumn odtekla odveéna voda.
Nato smo mikrocentrifugirke s kolumnami centrifugirali 2 minuti pri 3000 obratih/ minuto, da
smo odstranili Se preostanek odvecne vode. Mikrocentrifugirke v katere se je zbrala vsa
odvena voda smo zavrgli, hidrirane kolumne smo prestavili v nove 1,5 ml zbiralne
mikrocentrifugirke. Takoj po tem smo tik nad povrSino gela prenesli 20 pl sekvencne
mesSanice. Pazili smo da nam meSanica ne steCe mimo gela in da se ne dotaknemo povrsSine
gela. Ponovno smo centrifugirali 2 minuti pri 3000 obratih/ minuto. Na ta nacin se je o€iS¢ena
DNA izprala v zbiralno mikrocentrifugirko. Kolumno smo zavrgli in posu$ili DNA v
vakuumski centrifugi. SuSenje je trajalo priblizno 20 minut.

Posusene vzorce smo raztopili v 25 pl reagenta TSR (iz angl.: Template Supression Reagent)

in jih prenesli v analizne posodice ter zaprli z gumijastimi pokrovcki. Vzorce smo denaturirali
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2 minuti pri 95 °C in Smo jih takoj postavili v ledeni blok za 2 minuti. Tako obdelani vzorci so
bili pripravljeni za avtomatsko sekveniranje.

Pridelke sekvencne reakcije smo analizirali z avtomatskim sekvenatorjem ABI PRISM 310
Genetic Analyzer (Perkin Elmer, Norwalk, Connecticut, ZDA), ki locuje pomnozene odseke v
kapilari s polimerom (POP6) z laserskim Ccitalcem na osnovi znacilnega fluorescentnega

spektra.

3.2.4 Analiza nukleotidnih zaporedij

RacunalniS$ko obdelavo zaporedij smo izvedli s programskim paketom LaserGene (DnaStar,
Wisconsis, ZDA), izdanim leta 1999. Paket vsebuje programe za sestavljanje zaporedij
(SegMan), urejanje zaporedij (EditSeq) ter primerjavo zaporedij in prikaz sorodnosti v obliki
fenogramov (MegAlign).

V programu SegMan smo najprej sestavili nukleotidni zaporedji obeh verig DNA iz enega
vzorca, ki smo jih dobili s sekven¢no reakcijo. Izrezali smo neberljiv zacetek in konec in
zaporedje zacetnih oligonukleotidov in preverili kvaliteto sekven¢ne analize posameznih baz
nukleotidnega zaporedja. Poravnano in sestavljeno zaporedje smo preverili vzdolz verige
zaradi morebitnih neujemanj. Vse datoteke z zapisi nukleotidnih zaporedij (angl. contig) smo
priklicali v program EditSeq. Nazadnje smo izvedli avtomati¢no sestavljanje in izpis kon¢nega
soglasnega zaporedja.

Nukleotidna zaporedja (orientacijo in podobnost) smo primerjali z zaporedji v genski banki
preko medmreznega servisa BLAST (National Center for Biotechnology Information,
Betheseda, Maryland, ZDA), Ki je dostopen na spletni strani
http://www.ncbi.nih.gov/entrez/query (Blast, 2001).

S programom MegAlign smo zaporedja vseh analiziranih vzorcev poravnali, uredili, analizirali
medsebojno sorodnost in izrisali fenograme. Filogenetsko drevo smo narisali z racunalniskim
paketom TREECON (TREECON for windovs version 1.3b, Copyright 1994-2001, Yves Van
der Peer). Uporabili smo distan¢no metodo, model KIMURA 1980 in Neighbor- joining
evaluacijo drevesa z 1000 replikati.


http://www.ncbi.nih.gov/entrez/query
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4 REZULTATI

Klope smo nabirali enkrat mesecno od aprila do novembra 2005 na osmih lokacijah. Na
lokacijah smo merili temperaturo zraka v senci in na soncu, temperaturo tal in vlaznost.
Vzorce smo uredili tako, da en vzorec vsebuje 5 odraslih samic, ali 5 samcev, ali 10 nimf ali
30 li¢ink. Po urejanju smo dobili 254 vzorcev. Iz vseh vzorcev razen iz tistih, kjer je bilo manj
kot 5 nimf ali manj kot 10 larv, smo izolirali celokupno klopno RNA. Nato smo preverili
prisotnost RNA virusa KME s RT-PCR v realnem ¢asu. Dobili smo 8 pozitivnih vzorcev, v
katerih smo dokazali virusno RNA. Iz teh vzorcev smo z metodo RT-PCR RNA prepisali v
cDNA in s parom zunanjih zacetnih oligonukleotidov FSM1, FSM2 pomnozili 357 baznih
parov dolg odsek genoma virusa KME. Pri vseh pridelkih reakcije RT-PCR smo uporabili Se
razli¢ico metode PCR s parom notranjih zacetnih oligonukleotidov FSM3 in FSM4 (»nested«
PCR). S tem smo pomnozili 252 baznih parov dolg odsek genoma virusa. 1z pridelkov smo

ugotavljali nukleotidno zaporedje s sekvencno reakcijo.

4.1 KLOPI

Klope smo z metodo zastave nabirali na osmih lokacijah enkrat mesecno od aprila do
novembra 2005. Stevilo nabranih klopov I. ricinus mese¢no po lokacijah prikazuje Preglednica
2. Stevilo skupin klopov zbranih na razli¢nih lokacijah kaze Preglednica 3.

Na lokacijah smo merili temperaturo zraka na soncu v senci in temperaturo tal. \V oktobru in
novembru smo zaceli tudi z merjenjem vlaznosti zraka. Vse meritve na lokacijah prikazuje
Preglednica 4.

Rezultate smo podali tudi v slikah. Slika 6. prikazuje stevilo klopov po mesecih, slika 7.
prikazuje $tevilo odraslih klopov po mesecih, slika 8. stevilo nimf po mesecih in slika 9.

stevilo lic¢ink po mesecih
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Preglednica2:  Stevilo klopov I. ricinus po posameznih stadijih, eno-mese¢no od aprila do novembra 2005 na

8-ih lokacijah v Sloveniji

Leto Sodrazica, Murska Mozirje Kamniska
2005 Zamostec Suma bistrica
April 56 14 49 34

M 5 2 5 0
F 4 2 6 4
Ny 47 10 38 30
La 0 0 0 0
Maj 55 7 80 40
M 4 5 9 1
F 1 2 7 1
Ny 48 0 45 38
La 2 0 19 0
Junij 25 4 73 86
M 5 1 15 4
F 3 3 8 3
Ny 15 0 50 47
La 2 0 0 32

16 1 37 38
M 2 1 3 2
F 3 0 4 2
Ny 11 0 30 23
La 0 0 0 11
1 29 35
M 1 3 3
F 0 3 1
Ny 0 20 17
La 0 3 14
11 0 43 151
M 0 0 2 11
F 0 0 0 5
Ny 8 0 20 22
La 3 0 21 113
3 0 34 78
M 0 0 2 6
F 0 0 0 3
Ny 3 0 23 26
La 0 0 9 43
Nov.
M
F
Ny
La
skupaj 182 167 26 253 345 462 358 131

skupaj

312
27
26

259

0

362
48
29

238
47

301
43
28

195
35

196
17
17

134
28

148
13
9
63
63

371
25
14

147

185

232
16

9

139

68
2

1924

Legenda: M-samci; F-samice; Ny-nimfe;

november; Stevilo v okencu je Stevilo klopov.

La-licinke; Avg.-avgust;

Sept.-september; Okt.-oktober; Nov.-
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Preglednica3:  Stevilo skupin klopov zbranih na razli¢nih lokacijah v Sloveniji v letu 2005

Lokacija

Sodrazica

Licdinke

Nimfe

16

Samci

Samice

26

Murska Suma

[ERN
Iw

Mozirje 2 23 10 8 43
Kamniska Bistrica 9 22 9 7 47
Osolnik 1 10 5 4 20
Skupaj 22 128 56 48 254
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Preglednica 4:  Prikaz izmerjenih temperatur (°C) in vlaZnosti (%) po mesecih na lokacijah v Sloveniji v letu
2005

Sodrazica, | Murska Mozirje | Kamniska
Zamostec | Suma bistrica

April

T sonce 24,0 22,7 29,5

T senca 16,8 19,3 19,5 15,8
T tal 8,0 9,7 10,5 9,4
Maj

T sonce 16,8 22,5 28,9 21,7

T senca 16,8 22,5 20,7 21,7
T tal 13,7 11,7 12,6 11,6
Junij

T sonce 31,2 28,7 34,4

T senca 21,1 22,5 20,9
T tal 15,7 16,7 15,8
Julij

T sonce 28,5 30,5 30,6 24,0

T senca 20,6 25,3 21,1 21,4
T tal 15,5 17,0 16,9 16,1
Avg.

T sonce 20,9 25,2 35,0

T senca 20,6 18,1 20,9
T tal 16,3 16,4 15,1
Sept.

T sonce 19,7 26,8 18,8

T senca 14,1 22,8 18,7 16,4
T tal 12,2 15,3 13,7 13,8
Okt.

T sonce 17,4

T senca 14,3 10,0 14,9 14,4
T tal 7,6 9,7 11,5 11,6

vlaznost 82,7 % 82,0 %

Nov.

T sonce

T senca
T tal

vlaznost

Legenda: T sonce —temperatura zraka na soncu; T senca —temperatura zraka v senci; T w _temperatura tal; Avg.-

avgust; Sept.-september; Okt.-oktober; Nov.-november.
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Slika 6: Stevilo klopov I. ricinus v letu 2005 v Sloveniji
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Slika 7: Stevilo odraslih klopov . ricinus v letu 2005 v Sloveniji
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Slika 8: Stevilo nimf klopov I. ricinus v letu 2005 v Sloveniji
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Slika 9: Stevilo li¢ink klopov . ricinus v letu 2005 v Sloveniji
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4.2 DOKAZ VIRUSA KME Z METODO RT-PCR V REALNEM CASU

Iz 254 vzorcev, ki so bili primerni (ve¢ kot 5 nimf in ve¢ kot 10 li¢ink), smo osamili RNA in z
metodo RT-PCR v realnem ¢asu preverili, ¢e je v vzorcu prisotna virusna RNA. Dobili smo 8

pozitivnih vzorcev.

Preglednica 5:  Vzorci klopov I. ricinus nabranih v Sloveniji v letu 2005 v Katerih je dokazana virusna RNA z

metodo RT-PCR v realnem Gasu

Zapor. §t. vzorca | Mesec pobiranja Lokacija Razvojna stopnja
EU14 April Sodrazica, Zamostec Ny
EUL17 April Sodrazica, Zamostec M
EU83 Maj Stefanja gora Ny
EU84 Maj Stefanja gora Ny
EUS85 Maj Stefanja gora Ny
EU87 Maj Stefanja gora F
EU88 Maj Stefanja gora M
EU182 September Sodrazica, Zamostec Ny

Legenda: Ny-nimfe; M-samec; F-samice.

5.2.1. IZRACUN PREKUZENOSTI KLOPOV Z VIRUSOM KME

Ker smo celokupno RNA iz klopov osamili iz skupin po deset nimf in pet odraslih klopov,
smo izracunali verjetnost okuzenosti posamezne nimfe, samca in samice po formuli, ki temelji

na binomalni distribuciji (Norval in sod., 1990):

p=1-((n=x)/n)

Neznanke v enacbi imajo naslednji pomen: p — verjetnost okuzbe klop; n — Stevilo testiranih

skupin; x — §tevilo pozitivnih skupin; k — $tevilo klopov v skupini.
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Izra¢unali smo, da so bile nimfe okuzene z virusom KME v 0.4 %, samci v 0.8 % in samice v

0.5 %. Celokupna prekuzenost klopov torej znasa 0,6 %.

4.3 DOKAZ VIRUSA KME Z METODO PCR Z ZUNANJIMI IN
NOTRANJIMI ZACETNIMI OLIGONUKLEOTIDI

Za nadaljnje raziskave smo uporabljali vzorce pri katerih smo predhodno dokazali virusno
RNA. Pri 8 vzorcih smo z metodo RT-PCR najprej prepisali virusno RNA v cDNA in
nadaljevali s postopkom PCR z zunanjimi in notranjimi zacetnimi oligonukleotidi. Pravilnost
poteka reakcije smo spremljali s pozitivno in negativno kontrolo. Kot pozitiven rezultat smo
opredelili vzorce, pri katerih smo z metodo »nested« PCR dobili pridelke dolzine 252 baznih

parov. Genom virusa KME smo dokazali v vseh 8 vzorcih.

4.4 DOLOCANJE NUKLEOTIDNIH ZAPOREDIJ Z AVTOMATSKIM
SEKVENIRANJEM

Z avtomatskim sekveniranjem smo potrdili verodostojnost pridelkov PCR. Vsem 8 vzorcem
smo dolocili nukleotidno zaporedje, ker so vsi po pomnozevanju z metodo »nested« PCR
vsebovali 252 bp dolg odsek, znacilen za virus KME. Dobljena zaporedja smo sestavili in
uredili, nato pa smo jih primerjali z zaporedji v genski banki preko medmreZnega servisa
BLAST (National Center for Biotechnology Information, Bethesda, Maryland, ZDA), ki je

dostopen na spletni strani http://www.ncbi.nih.gov/entrez/query (Blast, 2001). Vsa zaporedja

so bila homologna zaporedjem, ki kodirajo beljakovino NS5.

Izracunali smo tudi medsebojno sorodnost nasih vzorcev in jih primerjali s klini¢nimi vzorci
bolnikov ter narisali filogenetsko drevo (Slika 10). Ugotovili smo, da so virusi izolirani iz
Klopov, ki smo jih nabrali na doloceni lokaciji, identi¢ni. Zato smo pri risanju filogenetskega
drevesa uporabili po enega predstavnika iz vsake lokacije. Med lokacijami se je nukleotidno
zaporedje virusov razlikovalo. Nukleotidna razlika iznasa 2,4 %, oziroma je podobnost med
virusoma 97,6 %.

Nukleotidno zaporedje virusa KME, ki smo ga dolocili pri klopih, se je ujemalo z zaporedjem

virusa KME, ugotovljenega pri slovenskih bolnikih s KME. Virus osamljen iz klopov iz


http://www.ncbi.nih.gov/entrez/query
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lokacije Sodrazica je z virusom iz bolnikov podoben od 96,2 do 97,6 %. Virus osamljen iz
klopov iz lokacije Stefanja gora je z virusom bolnikov podoben od 95,8 do 99,1 %. Slovenski
izolati virusa KME iz Kklopov in iz bolnikov so najbolj podobni izolatom virusa KME
Neudoerfl in TBE263.

69 Isosaari

_L B_Ljubljana
- B_Cerknica
- B_Lasce
—— MNeudoexrfl

o7 B_Eranj

100

100

100 Vasilchenko
L Siberian

Sofm

Slika 10. Filogenetsko drevo sorodnosti izolatov virusa KME iz klopov, iz bolnikov in izolatov referen¢nih sevov

virusa KME

Legenda: Klop St gora- virus izoliran iz klopov s lokacije Stefanja gora; Klop Sodrazica-virus izoliran iz klopov s
lokacije Zamostec, Sodrazica; B_Ljubljana, B Cerknica, B Lasce, B_Kamnik, B Kranj, B_Ribnica- virusi
izolirani iz klini¢nih vzorcev bolnikov s teh podrodji; Isosari-finski izolat izoliran iz klopov (AJ298323);
Neudoerfl-prototip virusa CEE (U27495); TBE263-finski izolat virusa KME (U27491); Klop_Finska-finski klop
KumlingeA52 (AJ298321); HYPR-slovaski izolat virusa KME (U39292); Loupin_IlI-izolat virusa Louping ill
('Y07863); Vasilchenko-siberijski in britanski izolat virusa KME (L40361); Siberian-siberijski izolat virusa KME
(AF527415); Sofyin-prototip virusa RSSE (AB062064).



Durmisi E. Navadni gozdni klop Ixodes ricinus kot prenasalec virusa klopnega meningoencefalitisa v Sloveniji. 44
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2006.

5 RAZPRAVA IN SKLEPI

51 UVOD

Klop I. ricinus je prenaSalec Stevilnih medicinsko pomembnih mikroorganizmov: borelij,
babezij, erlihij in virusa klopnega meningoencefalitisa (Dumpis in sod., 1999). Razsirjen je po
vse] Evropi, od Irske, Velike Britanije, skandinavskih drzav, preko srednje Evrope do
Sredozemskega morja (Sonenshine, 1993).

Najpogostejsa in najpomembnejsa vrsta klopa v Sloveniji je klop I. ricinus. Najdemo ga na
obmoc¢ju od obale do nadmorske visSine 1000 m kjer naseljuje vse primerne nise. Najvec
klopov najdemo na vlaznih mestih meSanih gozdov, posebno na nizkem rastlinstvu ob gozdnih
obronkih (Logar, 1999). Pri nas je za klope znacilna dvojna sezonska aktivnost. Najbolj so
aktivni pozno spomladi in zgodaj poleti ter ponovno zgodaj jeseni.

Za vse klope so znacilne §tiri razvojne stopnje: oplojeno jajcece, li¢inka, nimfa in odrasel
klop. Vsaka razvojna stopnja klopov se samo enkrat nahrani na gostitelju. Potem se po daljsem
ali krajSem Casu spusti na tla, prelevi in napade novega gostitelja (Logar, 1999).

Klopi aktivno iS¢ejo gostitelja in se hitro odzovejo na razlicne drazljaje, kot so CO2, NHs,
vibracije v zraku in telesna temperatura. To njihovo lasnost izkoris¢amo pri nabiranju klopov z
metodo zastave, ker se klopi hitro pritrdijo in v zacetku ne razlikujejo zastavo od Zivega
gostitelja (Sonenshine, 2005). Ceprav lahko vse tri razvojne oblike klopa prenasajo
mikroorganizme, so dokazali, da so predvsem nimfe odgovorne za prenos patogenih
mikroorganizmov na ¢loveka (Sonenshine, 1993).

Z virusom klopnega meningoencefalitisa se ljudje okuzimo z vbodom okuzenega klopa. Virus
KME je arbovirus iz druzine Flaviviridae. Poznamo dva podtipa virusa KME. Zahodni podtip
(virus CEE), ki je endemicen v Srednji in Vzhodni Evropi in daljnovzhodni podtip (virus
RSSE), ki je pogost v azijskem delu bivSe Sovjetske Zveze. Bolezen je pri ¢loveku znacilna
naravno Zari$éna okuzba (Avsi¢-Zupanc in sod., 1995).

Virus KME se v naravi ohranja v svojih naravnih gostiteljih (mali glodalci, srnjad, pti¢i) in
prenagalcih — klopih. Clovek s svojim vstopom v Zivljenjski krog virusa KME predstavlja le

nakljuc¢nega gostitelja (Gustafson, 1994).
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5.2 ANALIZA REZULTATOV

V nasi raziskavi smo na dolocenih lokacijah enkrat mesecno od aprila do novembra leta 2005
nabirali klope. Klope smo nabirali z metodo zastave. Na zastavo pritrjene klope smo pobrali s
sesalno napravo, ki smo jo naredili sami. V laboratoriju smo klope ocistili, dolo¢ali vrsto,
razvojno stopnjo, spol in jih presteli.

V omenjenem obdobju smo nabrali 1924 klopov. Kot je razvidno iz Preglednice 2, smo najve¢
klopov nabrali v Kamniski Bistrici (462), najmanj pa v Murski Sumi (26). 1z Preglednice in
Slike 1, ki kaze stevilo klopov po mesecih na dolo¢enem kraju, vidimo dvojno sezonsko
aktivnost klopov. Najve¢ smo jih nabrali v mesecu maju (362), potem se je Stevilo znizevalo,
in se septembra postopoma zvisalo (371).

Sezonsko pojavljanje in aktivnost klopov lahko razlozimo iz rezultatov prikazanih na slikah.
Dobljeni rezultati se ujemajo s splosnim znanjem o klopu I. ricinus. In sicer na Sliki 2, ki kaze
Stevilo odraslih klopov po mesecih na dolo¢enem kraju. Vidimo to dvojno sezonsko aktivnost
klopov. Odraslih klopov je ve¢ v maju in juniju kot v septembru. Prav nasprotno je pri
licinkah, kar vidimo na Sliki 4. Li¢ink je veliko ve¢ v septembru kot v maju. Namre¢ samica,
ki je aktivna v maju po hranjenju izleze jajéeca. Ta dozorijo v li¢inko prav v septembru.
Razlozimo lahko tudi Sliko 3, ki kaze §tevilo nimf po mesecih na doloc¢enem kraju. Na tej sliki
vidimo da je aprila in maja veliko ve¢ nimf kot septembra. To je zaradi tega, ker so se liCinke,
ki so bile aktivne v septembru in so sesale kri iz svojega prvega gostitelja, potem levile in
prisle v diapavzo. Hibernirale so do pomladi kot nimfe. Pomladi nimfe aktivno i$¢ejo svojega
drugega gostitelja. Zakaj je odraslih klopov ve¢ v maju in juniju kot v septembru lahko
razlozimo s tem da samci potem, ko oplodijo ve¢ samic, poginejo. Poginejo tudi samice nekaj
dni zatem ko izlezejo jajceca. Iz nasih rezultatov zbiranja vzorcev lahko povzamemo, da imajo
v Sloveniji klopi 1. ricinus dvojno sezonsko aktivnost, in da so najbolj aktivni pozno pomladi

in zgodaj poleti ter ponovno zgodaj jeseni.

RNA smo osamili po postopku Chomczynskega in Sacchija iz skupkov po 5 odraslih klopov,
10 nimf in 30 larv. Pripravili smo 254 taksnih skupkov, ki so postali nasi vzorci za nadaljno

raziskavo. 1z vseh vzorcev, razen iz tistih kjer je bilo manj kot 5 nimf ali manj kot 10 li¢ink,
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smo osamili celokupno RNA. Preverili smo ali je bila osamitev RNA uspesna in nato z RT-
PCR v realnem ¢asu dokazovali RNA virusa KME. Dobili smo 8 pozitivnih vzorcev (podani
so v Preglednici 3). Trije vzorci so iz lokacije Sodrazica, Zamostec; 5 jih je iz lokacije
Stefanja gora. Vsi razen enega so bili nabrani v prvem vrhu aktivnosti tj. aprila in maja. Med
osmimi pozitivnimi vzorci je bilo pet vzorcev nimf, dva vzorca samcev in en vzorec samic.
Glede na dobljene rezultate smo z izbrano formulo izraunali pogostost okuzenih klopov 1.
ricinus v Sloveniji, ki znasa 0,6 %. Iz rezultatov lahko tudi povzamemo, da so odrasli klopi,

prav tako kot nimfe, odgovorni za prenos virusa KME.

Z virusom KME okuzene klope smo ugotovili le na dveh (Sodrazica in Stefanja gora) od petih
izbranih lokacijah z visoko endemiénostjo KME. Zakaj pri ostalih treh lokacijah z visoko
endemiénostjo (Osolnik, Mozirje in Kamniska bistrica) nismo uspeli dokazati virusa KME,
lahko le predvidevamo. Mozen razlog je, ker smo klope nabirali na vegetaciji. Klopi iz
vegetacije so nenapiti in nestrpno ¢akajo gostitelja. Dokazali so namre¢, da se virusna RNA
zacne pomnoZzevati v klopu Sele po tem, ko se klop napije krvi (Siiss in sod., 2004).

Iz slovstva je znano, da je prekuzenost klopov I. ricinus v Evropi priblizno 1 % (Monath in
Heinz, 1996; Tsai, 2000; Siiss, 2003; Kunz, 2003). Kar pomeni, da bi v 100 nabranih klopih
imel virusno RNA en klop. Pri vsakem nabiranju nismo na posameznih lokacijah nabrali tako
velikega Stevila klopov zato obstaja verjetnost, da zaradi tega nismo uspeli najti klopa
okuzenega z virusom KME.

Zadnja razlaga je sledeca: razvojni krog klopa I. ricinus je vezan na male sesalce in divjad. Le-
ti imajo doloCen zivljenjski prostor in zato je tudi klop vezan na ozko obmocje, tako
imenovano mikroniSo, s katero je povezano kroZenje virusa KME. Obstaja moZznost, da smo
znotraj izbranih lokacij klope nabirali na takih obmo¢jih, kjer ni mikroni§ in zato v teh

lokacijah nismo dokazali virusa KME v klopih.

Iz 8 pozitivnih vzorcev smo RNA z metodo RT-PCR prepisali v cDNA. S parom zunanjih
zacetnih oligonukleotidov FSM1, FSM2 smo pomnozili 357 baznih parov dolg odsek genoma

virusa KME. Razli¢ico metode PCR s parom notranjih zacetnih oligonukleotidov FSM3 in
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FSM4 (»nested« PCR) smo uporabili na vseh pridelkih reakcije RT-PCR. S tem smo
pomnozili 252 baznih parov dolg odsek genoma virusa. S sekven¢no reakcijo smo ugotavljali
nukleotidno zaporedje. Ugotovili smo, da so znotraj posameznih lokacij sekvence virusa KME
med seboj popolnoma enake. Med razli¢nimi lokacijami se je nukleotidno zaporedje virusov
razlikovalo. Nukleotidna razlika med virusom KME iz Sodrazice in Stefanje gore je 2,4 %,
oziroma virusa iz teh dveh lokacij sta si podobna v 97,6 %. Virus KME je RNA virus, za
katere je znacilna genetska raznolikost znotraj podtipov. Zato je bil tak rezultat pricakovan.
Ugotovili smo tudi, da se virus KME v klopih genetsko ujema z virusi KME v bolnikih. 1zolati

virusa KME so najbolj podobni izolatoma Neudoerfl in TBE263.

Z diplomsko nalogo smo odprli vprasanje, zakaj se prekuzenost klopov z virusom KME ne
ujema nujno z incidenco te bolezni pri bolnikih. V diplomski nalogi smo poskusali na osnovi
rezultatov in pregledane literature na vprasanje odgovoriti. Vendar bo naSe predvidevanje

potrebno potrditi z novimi, nadaljnimi raziskavami.
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5.3 SKLEPI

V Sloveniji smo na 8 lokacijah, od aprila do novembra 2005, nabrali 1924 klopov vrste

l. ricinus.

e V Sloveniji imajo klopi I. ricinus dvojno sezonsko aktivnost. Najbolj aktivni so pozno

pomladi in zgodaj poleti ter ponovno zgodaj jeseni.

e Dokazali smo, da so tako odrasli klopi kot nimfe odgovorni za prenos virusa KME.

e Dokazali smo 0,6 % pogostost okuzenih klopov l.ricinus z virusom KME v Sloveniji.

e Prevalenca okuzenosti klopov z virusom KME na visoko endemi¢nih lokacijah se ne

ujema nujno z incidenco bolezni v teh krajih.

e Virus KME v klopih je genetsko soroden virusu KME v bolnikih. Slovenski izolati

virusa KME so najbolj podobni izolatoma Neudoerfl in TBE263.
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6 POVZETEK

Klop 1. ricinus je v Sloveniji najpogostejSa in najpomembnejSa vrsta za kroZenje
mikroorganizmov v naravi. Zivljenjski krog navadnega gozdnega klopa zajema tri razvojne
stopnje: li¢inko, nimfo in odraslo Zival. Prezivetje klopa je odvisno predvsem od temperature
in vlage v okolju. Naseljuje pa vse primerne niSe od obale do nadmorske visine 1000 m.

Virus klopnega meningoencefalitisa uvr§¢amo v druzino Flaviviridae. V naravi se virus
vzdrzuje s kroZzenjem med gostitelji kot so mali sesalci in divjad, ter klopi, ki so glavni
prenagalci virusa. Clovek se z virusom navadno okuZi ob vbodu okuZzenega klopa. OkuZba z
virusom KME povzrofa pri ¢loveku klopni meningoencefalitis- bolezen, ki prizadene
predvsem osrednji ziv¢ni sistem.

V nasi raziskavi smo se osredotoCili na 8 razli¢nih lokacij glede na stopnjo endemicnosti
naravnega zaris¢a KME. Na teh lokacijah smo v eno-mese¢nih presledkih v ¢asu aktivnosti
klopov (od aprila do novembra leta 2005) nabirali klope. Klope smo z metodo zastave nabirali
na grmic¢evju in nizkem rastlinju. Nabrali smo 1924 klopov vrste I. ricinus.

V laboratoriju smo klope primerno obdelali s 70 % etanolom in ddH-0O, da smo odstranili
morebitne inhibitorje. Razkuzene klope smo zdruzili v skupine po 5 odraslih osebkov, 10 nimf
in 30 larv. RNA smo osamili po postopku Chomczynskega in Sacchija iz omenjenih skupin. Z
metodo RT-PCR v realnem c¢asu smo iz velikega Stevila vzorcev ugotovili 8 pozitivnih
vzorcev z virusno RNA. Pri teh vzorcih smo za dokazovanje virusne RNA uporabili tudi
metodo veriZne reakcije s polimerazo z zunanjimi in notranjimi zacetnimi oligonukleotidi, ki
pomnoZuje del genoma virusa, na katerem se nahaja zapis za beljakovino NS5. Verodostojnost
pridelkov PCR smo potrdili z avtomatskim sekveniranjem.

Rezultati so pokazali dvojno sezonsko aktivnost klopov v Sloveniji. Ugotovili smo, da so
klopi najbolj aktivni pozno pomladi in zgodaj poleti ter ponovno zgodaj jeseni. Prikazali smo
tudi, da so odrasli klopi, kot tudi nimfe, odgovorni za prenos virusa KME v Sloveniji.
Pogostost okuzenih klopov I. ricinus z virusom KME je v Sloveniji 0,6 %. Ne glede na
lokacije in skupno endemi¢nost KME smo pokazali, da le-ta ne sovpada nujno s prekuzenostjo

klopov s KME na teh obmo¢;jih. Virus, ki smo ga dokazali v klopih je genetsko zelo soroden
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virusu KME iz bolnikov. Slovenski izolati virusa KME so najbolj podobni virusnim izolatom
Neudoerfl in TBE263.
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