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Proucéevanje naravnih gostiteljev virusa klopnega
meningoencefalitisa v aktivnih in latentnih zarisc¢ih
klopnega meningoencefalitisa v Sloveniji*

Examination of tick-borne encephalitis virus natural
reservoirs in active and latent tick-borne encephalitis

foci in Slovenia*

Tomaz Malovrh**, Mateja Marc***

Klju¢ne besede

encefalitis virusni klopni
bolezen rezervoarji
imunoencimske tehnike
polimerazna verizna reakcija

lzvle€ek. Klopni meningoencefalitis je bolezen
osrednjega ziv€evja, ki jo povzroéa virus klop-
nega meningoencefalitisa. Le-ta se v naravi
ohranja s kroZzenjem med gostitelji (mali sesal-
ci, divjad) in klopi. Pojavljanje klopnega menin-
goencefalitisa je vezano na naravna zaris¢a, ki
nihajo v aktivnosti. Na$§ namen je bil odkrivanje
vrst in pogostosti okuzbe malih sesalcev z viru-
som klopnega meningoencefalitisa na obmoc-
ju Gorjancev in Teneti§. Z encimskoimunskim
testom smo v serumih Zivali ugotavljali specifi¢-
na protitelesa. Prisotnost virusa pa smo nepo-
sredno dokazovali z metodo verizne reakcije
s polimerazo. Protitelesa proti virusu klopnega
meningoencefalitisa smo dokazali v 8,3 % seru-
mov, virusni genom pa v 45,9 % pregledanih zi-
vali. Ugotavljamo, da le z dokazovanjem
prisotnosti protiteles ni mogoce oceniti stopnje
okuzenosti malih sesalcev. Dokazali smo, da je
v Sloveniji rumenogrla mi$ primarni gostitel;j vi-
rusa klopnega meningoencefalitisa in da ni raz-
lik v stopnji okuzenosti med razliéno aktivnimi
zari8¢i. Metoda verizne reakcije s polimerazo,
ki smo jo prvi uporabili za dokazovanje virusa
klopnega meningoencefalitisa v naravnih gosti-
teljih, je primerna za oceno naravnega zaris¢a
klopnega meningoencefalitisa.
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Abstract. Tick-borne encephalitis is the most
important human central nervous system virus
infection in Europe. The virus is maintained in
nature by a cycle involving reservoirs (small
mammals, deer) and vector (ticks). Tick-borne
encephalitis occurs in endemic areas, which
vary in activity. The purpose of the study was to
determine the species and frequency of
tick-borne encephalitis infection among small
mammals caught in Gorjanci and TenetiSe
endemic areas. The enzyme immunoassay was
used for demonstration of specific viral anti-
bodies, and the polymerase chain reaction for
direct detection of viral genome. Seroprevalence
was 8,3 %, while viral genome was detected in
45,9% of the tested animals. Our study con-
firmed that the demonstration of viral antibod-
ies alone cannot provide an accurate information
of the incidence of tick-borne encephalitis infec-
tion in small mammals. The yellow-necked
mouse was found to be a primary reservoir of
tick-borne encephalitis virus in Slovenia. No
difference in infection rate was found between
studied natural foci. Polymerase chain reaction,
which was for the first time employed for the
detection of tick-borne encephalitis in natural
reservoirs, represents a convenient tool for
determining tick-borne encephalitis natural foci.

*Objavljeno delo je bilo nagrajeno s Presernovo nagrado za Studente v letu 1996.
**Tomaz Malovrh, Stud. med., Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Zaloska cesta 4, 1000 Ljubljana.
***Mateja Marc, $tud. med., Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Zaloska cesta 4, 1000 Ljubljana.
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Uvod

Virus klopnega meningoencefalitisa (KME) je arbovirus iz druzine Flaviviridae, ki pri ¢lo-
veku povzro€a obolenje osrednjega ziv€evja. V naravi krozi virus med klopi (prenasal-
ci) in gozdnimi sesalci (gostitelji). Okuzba ¢lenonoZcev in vretencarjev poteka obicajno
brez klini€nih znakov (7).

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 (2). Ugotovili so, da imata oba virusna podtipa zelo po-
dobne antigenske lastnosti. Pri ¢loveku povzro€ata okuzbo osrednjega Ziv€evja, ven-
dar v razli¢no hudi obliki.

Prenos virusa v naravi
Klopi

Klopi igrajo pomembno vlogo kot prenasalci in naravni rezervoarji virusa. Navadni klop,
Ixodes ricinus, je najpomembnejsi pri razsirjanju zahodnega podtipa virusa KME (viru-
sa CEE), klop vrste Ixodes persulcatus pa pri razSirjanju vzhodnega podtipa (virus RSSE).

Zivljenjski krog navadnega klopa zajema tri stadije: larva, nimfa in odrasla zival. Za pre-
hod v naslednjo obliko se mora klop v vsakem stadiju hraniti na vretencarju (slika 1).
Glavni gostitelji larv in nimf so mali glodalci, Zuzkojedi in ptice, gostitelji odraslih klopov
pa srnjad, jezi, lisice, govedo, ovce, koze, prasici, psi, macke in ¢lovek (7).

Po hranjenju na viremi¢nem gostitelju postanejo klopi dozivljenjsko kuzni. Virus se v klo-
pu razmnozuije v razliénih organih (tudi v zlezah slinavkah) in se prenasa pri vbodu (3).
Virus KME se v klopih prena$a vertikalno. Vertikalni prenos vklju€uje spolni (iz okuze-
nega samca v samico), transovarialni (iz samice na jajeca) in transstadialni (iz larve
na nimfo iz nje na odraslo Zival) prenos (slika 1). Virus lahko v klopih tudi uspesno pre-
zimi. Obe lastnosti omogocata ohranjanje virusa v naravi in s tem dajeta klopom pomemb-
no vlogo naravnega rezervoarja (4). Za dolgotrajni obstoj pa je zaradi izgub virusa pri
prehodih v nove stadije (le 1% jajéec okuzene samice prejme virus; le 10 % odraslih
klopov iz okuzenih larv in 30 % iz okuzenih nimf je okuzenih) nujno potreben Se hori-
zontalni prenos, ki vkljuéuje odnose med klopi in sesalci (2, 5) (slika 1).

V naravnih zarisc€ih je stopnja okuzenih klopov od 0,1 do 5 % in niha glede na endem-
sko podrocje (3). V Sloveniji ni natanénih podatkov o delezu z virusom KME okuzenih
klopov. Ocenjujejo, da je v endemicnih predelih okuzenih priblizno 0,1 % klopov (6).

Sezonska aktivnost klopa /. ricinus ima dva vrha, prvega pozno pomladi (april, maj), dru-
gega pa jeseni (september, oktober). S tem je povezana tudi pojavnost KME pri ljudeh
v endemskih podrogjih (7).

Mali sesalci

Razli¢ni razvojni stadiji klopa pogosto zajedajo na prostozivecih malih sesalcih. Zato so
glodalci pomembni gostitelji virusa KME. Okuzba gostiteljev poteka brez simptomov.
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Glavna gostitelja virusa KME sta gozdna voluharica (Clethrionomys glareolus) in rume-
nogrla gozdna mi$ (Apodemus flavicollis) (1). Po teden dni trajajoci viremiji najdemo vi-
rus KME v razli¢nih organih malih sesalcev. V raziskavi alzacijskega zaris¢a KME so
pri vrstah A. flavicollis in C. glareolus osamili virus iz ledvic, vranice, mozganov in zlez
slinavk (5).

Zival se na okuzbo odzove s tvorbo protiteles proti virusu KME. Protitelesa zaznamo
13. dan po okuzbi in so verjetno prisotna do konca drugega meseca (5). Tako je mogo-
¢e posredno ugotavljati pogostost okuzbe malih sesalcev z virusom. Pri prou¢evanju raz-
licnih naravnih Zaris¢ KME v Evropi so ugotovili, da so prisotna specificna virusna
protitelesa pri 6 do 12 % malih sesalcev (7). Zelo pomemben podatek je, da imajo mali
sesalci kratek generacijski ¢as (7). Stare, seroloSko pozitivne (imune) zivali namre¢ kot
naravni rezervoar za virus niso primerne, zato je pomembno, da je vselej zagotovljeno
zadostno Stevilo mladih, za okuzbo dovzetnih zivali (7).

Viremi¢na infekcija

—
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Slika 1. KroZenje virusa KME v naravi med vektorji in gostitelji.
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Veliki sesalci in ¢lovek

Veliki sesalci so pomembni predvsem za razsirjanje okuzenih klopov s potovanjem na
daljSe razdalje. Viremija po okuZzbi pri njih ni zadostna za okuzbo klopov. Zato predstav-
ljajo slepo vejo za nadaljnji prenos virusa (7).

Tudi ¢lovek predstavlja prekinitev krozenja virusa v naravi. Z virusom se okuzi ponava-
di preko nimf ali odraslih Zivali, ki so sposobne predreti ¢lovesko kozo (3) (slika 1). Ogroze-
ni so predvsem ljudje, ki delajo oziroma zivijo na ali ob mestih naravnih zari§¢ virusa KME,
gozdni delavci, taborniki in vojaki (2).

Naravno zari§ce

Naravno zaridCe je v teoriji Pavlovskega oznaceno kot geografsko podrocje, kjer je evo-
lucija vodila do posebnih odnosov med virusom, prenasalcem in gostiteljem. Virus in
prenasalec sta lahko v simbiotskem razmerju. Virus ima v prenasalcu ugodno okolje in
nima nobenega vpliva na razvoj, zivljenje in razmnozevanje prenasSalca. Prenasalec slu-
Zi za prenos virusa od gostitelja donorja do gostitelja prejemnika. Vsa medsebojna do-
gajanja v tem okolju se vspostavijo pred prihodom &loveka (7).

Aktivno naravno zarisce je tisto, kjer so velike in stabilne populacije klopov, malih se-
salcev in zuzkojedov. Eden izmed pogojev za oznako aktivnega zariS¢a je vsaj 15 % pri-
sotnost protiteles proti virusu KME pri zdravih ljudeh s tega podrogja (7). Ce na nekem
podrocju ugotovimo prisotnost virusa KME v gostiteljih, bolezen pa se pri tamkajSnjem
prebivalstvu ne izraza, to podrocje oznacujemo kot latentno zaris¢e (8).

Slika 2. Primeri klopnega meningoencefalitisa v letu 1995 po kraju okuzbe. (Povzeto po zborniku Epidemio-
loSko spremljanje nalezljivih bolezni v Sloveniji v letu 1995, Center za nalezljive bolezni Ljubljana, 1995).
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Tudi v Sloveniji je intenziteta aktivnosti naravnih Zari$¢ razli¢na; od izredno aktivnih, kjer
je moznost okuzbe in zbolevanja velika, do manj aktivnih in celo latentnih zaris¢, kjer
okuzba in zbolevanje nista verjetni (slika 2).

Laboratorijsko dokazovanje klopnega meningoencefalitisa

KME je mogoce natan¢no potrditi le s pomocjo laboratorijskih metod, saj so klini¢na zna-
menja bolezni pogosto neznadilna in nezadostna za postavitev diagnoze.

Seroloska diagnostika klopnega meningoencefalitisa

Za hitro diagnostiko KME je danes najprimernejSa encimsko-imunska metoda (EIA, angl.
enzyme immuno assay), ki temelji na dokazovanju specifi¢nih protiteles. Metoda je hi-
tra in obCutljiva ter hkrati omogoc¢a dokaz specifi¢nih protiteles IgM, ki kaZejo na nedav-
no okuzbo (7, 9).

Molekularna diagnostika klopnega meningoencefalitisa

Razvoj modernih metod molekularne virologije je v zadnjem ¢asu odprl nove moznosti
in poglede na diagnostiko virusnih okuzb. Najvecji diagnosti¢ni in raziskovalni pomen
ima verizna reakcija s polimerazo (PCR, angl. polymerase chain reaction). PCR je me-
toda sinteze nukleinskih kislin in vitro, s katero lahko pomnozimo znadilni odsek DNA
v velikem Stevilu kopij. Metoda je izredno obéutljiva, hitra, specifi¢na in varna (8, 10).
Z osnovno metodo PCR lahko pomnozujemo le molekule DNA. Zato je treba v prime-
ru dela z RNA-virusi osamljeno RNA prepisati z encimom reverzno transkriptazo v kom-
plementarno DNA (cDNA).

Schneider in sodelavci so s pomo¢jo metode PCR prvi¢ pomnozili in dokazali virus KME
v serumu in likvorju bolnikov ter v klopih (71). Av&i& - Zupanéeva in sodelavci so na In-
Stitutu za mikrobiologijo v Ljubljani razvili PCR-metodo, kjer so uporabili par zacetnih
oligonukleotidov, ki je sposoben prepoznati oba podtipa virusa KME. Metodo so izbolj-
Sali tako, da so izdelali e par notranjih zacetnih oligonukleotidov (angl. nested PCR)
in s tem povecali obcutljivost metode. Ugotovili so tudi, da lahko z razgradnjo PCR-pri-
delka z razli¢nimi restrikcijskimi endonokleazami opredelijo virusni podtip (12).

Namen naloge

V nasi nalogi smo zeleli raziskati pogostost okuzbe naravnih gostiteljev z virusom KME.
V ta namen smo preiskusili in uporabili molekularno metodo PCR in njene rezultate pri-
merjali s seroloSko metodo EIA.

Pri¢akovali smo, da bomo tako lahko ugotovili, katere vrste malih sesalcev so pomemb-
ni gostitelji virusa KME v Sloveniji. Glede na to, da se KME pogosteje pojavlja na dolo-
¢enih podrocjih, smo sklenili primerjati pogostost okuzbe gostiteljev virusa v dveh
naravnih zariscih, ki se razlikujeta v stopnji zbolevnosti. Za bolezen je znacilna tudi po-
vezanost s sezonsko aktivnostjo klopov, zato nas je zanimalo, kako se stopnja preku-
zenosti malih sesalcev spreminja glede na letni ¢as.
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Material in metode

Vzorci

Preiskali smo material 109 malih sesalceyv, vrst rumenogrla gozdna mis$ (Apodemus fla-
vicollis), navadna belonoga mi§ (Apodemus sylvaticus), dimasta mi§ (Apodemus agra-
rius), gozdna voluharica (Clethrionomys glareolus), ilirska voluharica (Pitymys lichtensteini),
gozdna rovka (Sorex araneus), povodna rovka (Neomys fodiens), moCvirska rovka
(Neomys anomalus), veliki podkovnjak (Rhinolophus ferrumequinum) in juzni podkov-
njak (Rhinolophus euryale). Zivali so ulovili leta 1995 na podrog&ju Gorjancev (maj, ju-
nij, avgust) in podrocju Tenetis (julij) v sodelovanju s Prirodoslovnim muzejem Slovenije.
Vzorci so bili sterilno shranjeni pri —70°C (tkiva), oziroma pri —20°C (serumi). Za prei-
skave s serolo$kimi metodami smo uporabili serume, za preiskave z molekularnimi me-
todami pa tkiva ledvic malih sesalcev.

Pri ugotavljanju protiteles v serumih zivali smo v testu EIA kot pozitivho kontrolo upo-
rabili serum z virusom KME eksperimentalno okuzene misi. Pri dokazovanju virusnega
genoma v vzorcih ledvic pa smo uporabili kot pozitivno kontrolo ekstrahirano RNA vi-
rusa KME, podtip CEE, sev Ljubljana.

Encimsko-imunski test

EIA je seroloska metoda, s katero smo dokazovali specificna protitelesa razreda 1gG
proti virusu KME v serumih malih sesalcev. Uporabili smo virusni antigen, ki smo ga pri-
pravili s postopkom ekstrakcije z virusom KME okuzenih celic Vero-Neudorfl (13).

Verizna reakcija s polimerazo

Ekstrakcija RNA iz ledvic malih sesalcev

Celotno celicno RNA smo ekstrahirali iz ledvic malih sesalcev po izboljSani metodi
Chomczynskega in Sacchija (14, 15). Postopek ekstrakcije zajema pet faz: homogeni-
zacija, faza separacije, RNA-precipitacija, spiranje RNA in ponovno raztapljanje RNA.
Raztopino RNA smo hranili pri —20°C.

Izbira zacetnih oligonukleotidov

Pri metodi PCR je najpomembnejsi pravilni izbor zagetnih oligonukleotidov. Uporabili smo
zacetne oligonukleotide, ki so jih razvili v arbovirusnem laboratoriju Instituta za mikro-
biologijo in jih uporabljajo za pomnoZevanje virusa KME iz humanega materiala: TBE,,
TBE,, TBE, in TBE,. S parom TBE, in TBE, smo pomnozevali 441 baznih parov (bp)
dolg odsek, ki zajema konéni del zapisa za beljakovino prM in zacetni del zapisa za be-
liakovino E virusa KME. TBE, in TBE, se pripenjata znotraj omenjenega dela in pom-
nozujeta 223 bp dolg odsek. S slednjim parom smo pomnozevali del pridelka, ki smo
ga dobili po uporabi prvega para oligonukleotidov. Tako smo povecali specifi¢nost reak-
cije in koncentracijo pridelka. Reakcija se imenuje PCR z notranjimi zaetnimi oligonu-
kleotidi. Oba para zacetnih oligonukleotidov smo izbrali tako, da dovoljujeta pomnoZzevanje
obeh podtipov virusa KME.
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Slika 3. Shematski prikaz genoma podtipa Neudorfl virusa KME z oznacenimi pozicijami parov zacetnih oli-
gonukleotidov. Stevilke ob puscicah oznacujejo oddaljenost od 5'-konca genoma. TBE, ,— zacetni oligonu-
kleotidi. Nukleotidno zaporedje povzeto po NCBI (genski banki podatkov): podtip Neudorfl — dostopna
koda U27495.

Reverzno transkriptna verizna reakcija s polimerazo

Po uspesni ekstrakciji vzoréne RNA smo za dokazovanje prisotnosti virusne RNA upo-
rabili metodo reverzno transkriptne PCR (RT-PCR), ki je razli¢ica klasiéne metode PCR.

Reakcija poteka v dveh fazah: reverzni prepis RNA v cDNA in metoda klasi¢ne PCR.

Uporabili smo komplet reagentov Gene Amp RNA PCR Kit (Perkin ElImer Cetus Corp.,
Norwalk, ZDA). Za prepis RNA v cDNA smo uporabili nakljuéne zacetne oligonukleoti-
de (angl. random hexamers) in encim reverzno transkriptazo. Pri metodi PCR smo upo-
rabili zacetna nukleotida TBE, in TBE, ter encim polimeraza DNA Tag. Obe fazi smo
izvajali v raGunalniSko vodeni aparaturi Mastercycler 5330, Eppendorf, Nemcija.

Po kon¢ani reakciji smo dobili pridelke PCR, to je veliko Stevilo pomnoZenih delov tar¢ne
cDNA. PomnozZzeni pridelek smo uporabili v nasledniji reakciji PCR, v kateri smo uporabi-
li zaCetne oligonukleotide TBE, in TBE,, ki se pripenjajo znotraj prvotno pridobljenega pri-
delka, in encim polimeraza DNA Tag. S tem postopkom smo povecali ob¢utljivost metode.

Pravilnost priprave me$anice in pravilnost postopka PCR smo vedno preverjali s pozi-
tivno in negativno kontrolo.

Elektroforeza pridelkov verizne reakcije s polimerazo v agaroznem gelu

Za ugotavljanje prisotnosti in velikosti pridelkov PCR smo uporabili vodoravno elektro-
forezo v agaroznem gelu. Pomnozene delce DNA smo loCevali v 3 % agaroznem gelu
(Nu Sieve GTG agarose, Genetic technology Grade, FMC Bio Products, ZDA). Glede
na dolzino pri¢akovanega pridelka PCR smo uporabili molekularni oznaevalec DNA
123 bp (GibcoBRL, Bethesda, ZDA), ki vsebuje delce DNA velikosti: 123, 246, 369, 492,
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615, 878, 984 in 1107 bp. Po koncani elektroforezi smo gel pogledali pod UV-svetlobo
in fotografirali s polaroidnim fotoaparatom. Velikost pridelkov PCR smo dolo¢ili s primer-
javo z delci DNA molekularnega oznacevalca znane velikosti.

Razgradnja pridelkov verizne reakcije s polimerazo z restrikcijskimi encimi

Za potrditev rezultatov metode PCR smo uporabili metodo encimske razgradnje pridel-
kov PCR. Specifi¢nost pridelka PCR namre¢ potrdimo takrat, ko ga uporabljeni restrik-
cijski encimi razgradijo na delce, ki po velikosti in Stevilu ustrezajo predhodno dolo¢enemu
vzorcu razgradnje. V naSem primeru smo izbrali kombinacijo restrikcijskih encimov, ki
so jih v nadem laboratoriju ze uporabili. Encime smo izbrali tako, da vzorec razgradnje
pridelka omogoca lo¢evanje podtipov virusa KME. Uporabili smo naslednje restrikcij-
ske encime: Alul, Pstl, Rsal, Haelll in Sau3Al.

Velikost posameznih delcev razgrajenega pridelka PCR smo ugotovili z vodoravno
elektroforezo v agaroznem gelu.

Rezultati
SeroloSke metode

SpecifiCna protitelesa proti virusu KME smo z EIA ugotovili v 9 vzorcih (8,3 %) serumov Zi-
vali. Vsi pozitivni vzorci so bili s podroc¢ja Gorjancev. Rezultate testa EIA prikazuje tabela 1.

Tabela 1. Protitelesa proti virusu klopnega meningoencefalitisa v serumih malih sesalcev, ujetih v razlicnih
mesecih na dveh obmocjih Slovenije.

Podrocje ulova Mesec Stevilo pozitivnih vzorcev Stevilo preiskanih vzorcev
Gorjanci maj 2 41
junij 2 33
avgust 5 18
Tenetise julij 0 17
Skupaj 9 109

Med seropozitivnimi sta bili dve vrsti malih sesalcev; A. flavicollis (5 vzorcev, tj. 7,9 %)
in C. glareolus (4 vzorci, tj. 18,2 %), kar prikazuje tabela 2.

Tabela 2. Protitelesa proti virusu klopnega meningoencefalitisa v serumih razlicnih vrst malih sesalcev.

Vrsta Stevilo pozitivnih vzorcev Stevilo preiskanih vzorcev
A. flavicollis 5 63

C. glareolus 4 22

Ostale vrste 0 24

Skupaj 9 109
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Molekularne metode
Virusno RNA smo dokazali v skupaj 50 od 109 vzorcev (45,9 %).

Primeri uspeSnega in neuspeSnega dokazovanja prisotnosti RNA virusa KME v tkivih
ledvic malih sesalcev z zaCetnimi oligonukleotidi TBE,, TBE,, TBE, in TBE, so prika-
zani na slikah 4 in 5.

B15 bp
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246 bp

23 bp

(el |
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-l

Slika 4. PomnoZevanje 441 bp velikega dela genoma virusa KME s parom zacetnih oligonukleotidov TBE,
in TBE,. 1 in 8 —molekularni oznacevalec; 2 in 5 — primera uspesnega pomnoZevanja; 3 in 4 — primera neus-
pesnega pomnoZevanja; 7 — pozitivha kontrola; 6 — negativna kontrola.
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Slika 5. PomnoZevanje 223 bp velikega dela genoma virusa KME s parom notranjih zacetnih oligonukleo-
tidov TBE in TBE,. 1 in 8 — molekularni oznacevalec; 2, 3 in 5 — primeri uspeSnega pomnoZevanja; 4 — pri-
mer neuspesnega pomnoZevanja; 7 — pozitivna kontrola; 6 — negativna kontrola.

Primerjava glede na razliéna podrocja zbolevnosti klopnega meningoencefalitisa
S podrocdja Gorjancev je bilo pozitivnih 41 vzorcev (44,6 %), iz Teneti$ pa 9 (52,9 %).
Prekuzenost vzorcev s podroc¢ja Gorjancev glede na mesec ulova

Pri Zivalih, ujetih meseca maja, smo dokazali virusno RNA pri 30 vzorcih (73,2 %), ju-
nija pri 6 vzorcih (18,2 %) in avgusta pri 5 vzorcih (27,8 %) (slika 6).
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Slika 6. Prikaz pogostosti okuZbe malih sesalcev s podroc¢ja Gorjancev glede na mesec ulova.

Prekuzenost posameznih vrst malih sesalcev z virusom klopnega meningoencefalitisa

Najpogosteje je bila okuzena vrsta A. flavicollis (68,3 %). Med 22 testiranimi vzorci vr-
ste C. glareolus je bil pozitiven le en vzorec (4,5 %) (slika 7).
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Slika 7. Pogostost okuzbe z virusom KME pri posameznih vrstah malih sesalcev. A.f. — A. flavicollis;

C.g. — C. glareolus; A.s. — A. sylvaticus; A.a — A. agrarius; S.a. — S. araneus; Pl. — P. lichtensteini;
N.a. — N. anomalus; N.f. — N.fodiens; R.e. — R. euryale; R.f. — R. ferrumegqiunum.
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Tipizacija virusa klopnega meningoencefalitisa z restrikcijskimi endonukleazami

Pri vseh vzorcih, ki smo jih razgradili z encimi, smo opazili enak vzorec razgradnje, ki
je bil drugacen kot vzorec razgradnje pozitivne kontrole. Zaradi nespecifi¢nih rezulta-
tov restrikcije pridelkov osnovnega PCR smo se odlocili e za encimsko razgradnjo pri-
delkov PCR z notranjimi za¢etnimi oligonukleotidi. Tu je bil vzorec razgradnje v vseh
primerih enak in ni bil znacilen za katerega od podtipov, bolj pa je bil podoben podtipu
Sofjin.

Razpravljanje

Seroloske in molekularne metode

Seroloske metode

Z ugotavljanjem protiteles v serumih Zivali ne moremo prikazati dejanske stopnje oku-
zenosti malih sesalcev z virusom KME. Protitelesa se pri malih sesalcih pojavijo Sele
13. dan po okuzbi z virusom in jih lahko zasledimo do konca drugega meseca (5). To-
rej je ugotavljanje okuzbe malih sesalcev s seroloskimi metodami omejeno na doloce-
no ¢asovno obdobje.

Z encimsko-imunsko metodo smo specifina protitelesa ugotovili v 9 od 109 serumov.
Molekularne metode

Glavni cilj nase naloge je bila neposredna dolocitev okuzbe malih sesalcev z virusom KME.
V ta namen smo uporabili molekularno metodo PCR. Metodo so drugod ze uporabili za
pomnozevanje RNA virusa KME, osamljene iz ¢loveske krvi, mozganov laboratorijskih
mi8i po inokulaciji ali iz klopov. Metodo so povsod oznacili kot hitro, specifi¢no in obc¢ut-
ljivo (12, 16—18).

V nasi raziskavi smo se odloCili za poskus dokaza RNA virusa KME, ki smo jo izolirali
iz tkiv gostiteljev. Pri¢akovali smo, da bodo rezultati pokazali vecjo pogostost okuzbe ma-
lih sesalcev, kot jo navajajo v literaturi, kjer so do zdaj prikazani le rezultati seroloskih
raziskav (1, 5).

Z osnovno metodo PCR smo dokazali RNA virusa KME pri 30 vzorcih ledvic malih se-
salcev od 109 testiranih. Obcutljivost metode smo povecali tako, da smo vse vzorce prei-
skali $e z metodo PCR z notranjimi zacetnimi oligonukleotidi. S tem smo dokazali virusno
RNA $e v dodatnih 20 vzorcih. Metoda PCR se je tako izkazala kot primernejsa meto-
da za dolo¢anje prekuzenosti naravnih gostiteljev.

Znacilnost pridelkov PCR smo zeleli potrditi z razgradnjo z restrikcijskimi endonuklea-
zami. Glede na vzorca razgradnje 441 bp in 223 bp velikih pridelkov PCR z restrikcijski-
mi encimi Alul, Pstl, Rsal, Hae lll in SAU 3 Al menimo, da smo v vzorcih Zivali dokazali
virus, ki se od obeh virusnih podtipov razlikuje. Za dokonéno opredelitev virusnega tipa
bo treba ugotoviti nukleotidno zaporedje pomnozenega dela genoma in ga primerjati z da-
nes znanimi zaporedji nukleotidov.
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Pogostost okuzbe malih sesalcev

Ker so mali sesalci pomembni gostitelji virusa KME, je podatek o pogostosti njihove okuz-
be zelo pomemben za opredelitev aktivnosti zariS¢a. Rezultati dosedanijih raziskav, ki
temeljijo na ugotavljanju prisotnosti protiteles, ne odrazajo dejanske stopnje okuzeno-
sti malih sesalcev (1). Z rezultati naSe raziskave smo ta predvidevanja potrdili. V seru-
mih smo sicer ugotovili protitelesa pri 8 % zivali, kar je v skladu s podatki iz literature,
vendar smo z neposredno metodo PCR dokazali znatno visjo stopnjo okuzbe Zzivali
(45,9 %). Pri analizi rezultatov smo opazili, da pri vecini zivali, kjer smo dokazali viru-
sno RNA, nismo nasli protiteles proti virusu KME. Predvidevamo, da so bile zivali mor-
da ujete Se pred serokonverzijo ali na njenem zacetku, ko protiteles Se ni mogoce zaznati.
Odsotnost protiteles bi lahko razlozili tudi z oslabljenim imunskim odgovorom Zzivali ob
socasni okuzbi s katerim izmed mikroorganizmov. Mali sesalci so namre¢ gostitelji Ste-
vilnih mikroorganizmov (npr. borelija, erlihija, rikecija, babezia) (19). Pri petih zivalih, kjer
smo ugotovili specifiCna protitelesa, nismo dokazali virusne RNA. Menimo, da so se te
zivali okuzile Ze pred ¢asom.

Pogostost okuzbe malih sesalcev s podrocij, razliénih po obolevnosti za klopnim
meningoencefalitisom

Po podatkih epidemioloSkega zavoda v Kranju in Novem mestu je bila leta 1995 obo-
levnost prebivalstva na podrocju Gorjancev Sestkrat manj$a kot na podrocju Tenetis (Novo
mesto: 0,44 na 10.000 prebivalcev, Kranj: 2,7 na 10.000 prebivalcev) (20). V skladu z zbo-
levnostjo smo na tem podrocju pri¢akovali tudi precej manjSo pogostost okuzbe malih
sesalcev. Vendar smo z metodo PCR ugotovili le majhno razliko v stopnji prisotnosti vi-
rusnega genoma v malih sesalcih z Gorjancev (44,6 %) in Tenetis (52,9 %). Menimo, da
prisotnost virusa v naravi ni edini pogoj, ki dologa aktivnost zari§éa. Zarigée na podrog-
ju Gorjancev je kljub veliki gostoti okuzenih gostiteljev neaktivno. Tak primer je opisan
v naravnem zari§¢u v Nemdiji in je oznacen kot latentno zariS¢e (8). Vzrok za nastanek
latentnega ZariS¢a lahko predstavlja sprememba aktivnosti in okuzenosti populacije klo-
pov. Zelo pomemben vzrok verjetno predstavlja sprememba v virulenci virusa, ki je po-
gojena z mutacijo virusnega genoma. Natanc¢en odgovor na vprasanje o morebitni
genomski mutaciji bi dobili le s pomocjo analize nukleotidnega zaporedja. Postopka v ra-
ziskavi nismo izvedli, saj je €asovno in tehni¢no preve¢ zahteven. Kljub temu ugotav-
ljamo, da smo dobili enak vzorec razgradnje pridelkov PCR ne glede na naravno
zari$ce, ki smo ga proucevali. To nakazuje na prisotnost istega podtipa virusa v gosti-
teljih obeh podrodij. Da bi bolje razumeli obna8anje naravnega zari$¢a bi morali so¢a-
sno proucevati e druge gostitelje in predvsem prenasalce virusa KME (klope).

Krajevna primerjava bi bila e bolj natanéna, ¢e bi bile testirane Zivali s podrocja Gor-
jancev in Teneti$ ujete v istem ¢asovnem obdobju in bi bila vzorca tudi Steviléno urav-
notezena.

Pogostost okuzbe malih sesalcev s podroc¢ja Gorjancev glede na mesec ulova

Rezultati metode PCR kazejo, da doseze pogostost okuzbe malih sesalcev dva vrhova
v sezoni. V mesecu maju smo opazili najvecjo okuzbo zivali (73,2 %), ki se je po padcu
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Vv juniju (18,2 %) v mesecu avgustu spet dvignila (27,8 %). Sezonsko nihanje okuzbe se
ujema z aktivnostjo klopov, pa tudi z biolodkim ritmom populacije malih sesalcev (7).

Pogostost okuzbe posameznih vrst malih sesalcev

Razli¢ni avtorji navajajo, da je vrsta A. flavicollis najpomembnejsi gostitelji virusa KME (7).
Tudi na8i rezultati metode PCR kazejo, da je vrsta A. flavicollis pomemben gostitelj. A. fla-
vicollis je bila najpogosteje zastopana vrsta zivali (57,8 %) in hkrati najbolj pogosto oku-
zena (68,3 %). Za razliko od drugih raziskovalcev ugotavljamo, da zivali vrste C. glareolus
niso pogosto okuzene z virusom KME (4,5 %). Morda predstavlja ta vrsta malih sesal-
cev, tako kot vecina ostalih prou€evanih vrst, le vlogo nakljuénega gostitelja v naravnem
zariséu KME.

Sklep

Ugotovili smo, da je za dolo¢anje prekuzenosti naravnih gostiteljev virusa KME meto-
da PCR bistveno bolj primerna kot seroloska metoda EIA, saj smo z molekularno me-
todo PCR dokazali virusni genom pri 45,9 %, protitelesa pa z metodo EIA le pri 8,3 %
zivali.

Kljub veliki razliki v zbolevnosti za KME na podroc¢ju Gorjancev in Teneti$ nismo ugoto-
vili razlik v pogostosti okuzbe malih sesalcev v letu 1995. Zato menimo, da je podroc-
je Gorjancev latentno zaris¢e virusa KME.

V delezu okuzenih malih sesalcev smo leta 1995 opazili dva vrha, maja in avgusta, kar
sovpada s sezonsko aktivnostjo navadnega klopa in pojavom KME v Sloveniji.

Med vzorci, ki smo jih preiskovali, je bila najpogosteje zastopana vrsta A. flavicollis, ki
je imela tudi najvisjo stopnjo prekuzenosti z virusom KME. Zato domnevamo, da je vr-
sta A. flavicollis najpomembnejsi gostitelj virusa KME v Sloveniji.
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