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Seznam pouzitych zkratek

3 NCR — 3' nekdduijici oblast

5° NCR — 5' nekddujici oblast

cDNA — ,complementary deoxyribonucleic acid“, DNAnikla reverznim fepisem z
RNA

DNA — deoxyribonukleova kyselina

KE — kli%’ova encefalitida

KEV - virus kli¥ové encefalitidy

KRNAP — KrkonoSsky narodni park

nt - nukleotid

ORF — otevenycteci ramec

PCR - polymerazovietizova reakce

PS buiky — buiky prase€i ledviny (angl. porcine stable kidney)
RNA — ribonukleova kyselina

RT — reverzni transkripce



1. Uvod

Viry provazejic¢lovéka uz od nepamti. Prvni psany zaznam pochazi z roku
3700 . n. |., popisuje star@kého mnicha s typickymiifznaky poliomyelitidy. |
egyptsky faraon Ramses V. podlehl podlecagné studie virové infekci, tentokrat pravym
nestovicim. AZ v roce 1892 vSak Dmitrij Iwanowskyozornil na agens schopné projit
pies tehdy pouzivané bakterialni filtry. Toto poz@ovpotvrdil o Sest let pozjl
Martinus Willem Beijerinck a nazval jej ,contagiwivum fluidum®. Ve stejném roce
prokazali Loeffler a Frosch u onemean slintavkou a kulhavkou, Ze nejde o bakterialni
toxin, nybrz ocastice, které se mnozi. Virus byl ale poprvéigmaaz v roce 1940
Helmuthem Ruskou, diky elektronovému mikroskopu.

Viry jsou submikroskopickéastice, které nemaji vlastni metabolismus, nerastou
ani se nepohybuji a je mozné ziskat je v krystalickme, ty nejjednodussi z nich obsahuiji
jen bilkovinny obal a nukleovou kyselinu (viruigtenovitosti brambor dokonce postrada
jakykoliv bilkovinny obal a sklada se jen z nuklédwyseliny). Pra¥ geneticka informace
je hlavnim¢lankem spojujici tyt@astice s zivym sitem. Ritomnost viru v hostitelském
organismu mze nabyvatiznych podob, od velmi vaznych onem&chaz po
bezgiznakové infekce. Mnoho organigrdokonce obsahuje ve své nukleové kyselin
zbytky viri integrovanych do genetické informadegbtisici lety, nap az 11 % lidského
genomu je slozeno z retrowm podobnych retroposén

Stejre jako se liSi strukturai biologické vlastnosti jednotlivych vir liSi se i
zpasob jejich penosu mezi vnimavymi organismy. Arboviry jsou ekpdou skupinou
vira paticich do fiznychceledi, pro které je typickyipnos krevsajicimilenovci a
schopnost replikace jak v tkach genasSeée tak i obratlo¥iho hostitele. Mezi arboviry je
fazen i virus kliBové encefalitidy.

Tento virus se od svého objeveni v roce 1837 velkému zajmu vyzkumnikpo
celé Evrog a &koli byla vyvinuta @inna vakcina astava i nadale v mnoha zemich
vaznym zdravotnim problémem. Yipd je virus vazan na tzvifodni ohniska, kde je
pienasen kligaty mezi jednotlivymi hostiteli. V poslednich dektich jsou vSak
pozorovany zrény v distribuci kli¥at. Distribuce kligat se posunuje do oblasti vysSich
nadmdskych vysek, kde se kiidta givodre nevyskytovala. To ma za nasledekisar
zdravotnich rizik spojenych s kfty grenaSenymi patogeny jak pro obyvateélehto
oblasti, tak pro turisty stat&stji vyhledavajici horské prosdi. Je proto podstatné

klistata a jimi penaSené patogeny v horskych oblastech sledovat.
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2. Hlavni cile prace

1. vypracovani literarni reSerSe z&ené zejmeéna na vyskyt ki a kli¥ove
encefalitidy ve vysSich nadrskych vyskach

2. stanoveni virofornosti kli&t (xodesricinus) pochazejici z oblasti Krkonos;
srovnavaci siry a vy3eteni kli¥at z oblastCeskych Budjovic

3. pokus o izolaci viru z kliat



3. Literarni p fehled
3. 1. KIisté, vektor viru kliStové encefalitidy

3. 1. 1. Taxonomicke zéazeni a vlastnosti
Klistata pati do podkmene klepitkatcChelicerata), ttidy pavoukovci

(Arachnida), podtidy roztai (Acarina) atadu kligata (xodida). Lze je rozdlit do dvou
hlavnich¢eledi:Ixodidae (klistata, ,hard ticks") a&Argasidae (klistaci, ,soft ticks") (Parola
a Raoult, 2001).

3.1. 1. 1Celed’ Argasidae

Klistaci na rozdil od kli%t celedilxodidae postradaji dorzalni Stit, jejicklni
povrchje spiSe kozovity, ¥kdy az bradavinaty. \£tSina druli tétoceledi pati mezi
klistata nidikolni, tzn. Zijici v hnizdech svych hodfitekteré jednotliva stadia napadaji
opakovas, ale saji jen po kratkou dobugpazi v noci. DalSim vyznamnym znakem je
vySSi péet nymfalnich stadii (3-4) oproti ktigtam (1), vyvoj trva asi 2-3 roky (Parola a
Raoult, 2001; Volf et al., 2007).

Na nasSem Uzemi je reistjSim zastupcem tétieledi klig'dk holubi Argas
reflexus), prilezitostré sajici i na lidech (Volf et al., 2007). Do téeledi pati mimo jiné
pienasei africkych navratnych hotek (Ornithodoros moubata, O. hermsii, O. marocanus

a dalsi) (Barbour a Hayes, 1986).

3.1. 1. 2Celed’ Ixodidae
Klistata tétateledi se vyznéuji chitinovym dorsalnim Stitem (scutum) a

trojhostitelskym vyvojovym cyklem. Kli&tixodesricinus (Linnaeus, 1758) je
borelidzy, tularémie, anaplazmézy, babezidzy aidal8akaz (Suss, 2003, Volf et al.,
2007). Doceledilxodidae

ovSem pdi celarfada dalSich medicinsky vyznamnych drubsou to zejména ktigta

rodi Dermacentor, Haemaphysalis a Hyalomma (Horak et al., 2002).

3. 1. 1. 3. Vyvojovy cykluskliStéte I xodesricinus
Béhem svého Zivotniho cyklu projde kii&temi vyvojovymi stadii — larva, nymfa

a dosplec. Kazdé vyvojoveé stadium trvdilplizn¢ 1 rok, nicméan celkova doba vyvoje
klistéte zavisi na klimatickych podminkach, dostupnotidnych hostiteél a dalSich
7



faktorech a pohybuje se v rozmezi od 2 do 6 lekd€aryvojové stadium obvykle
preferuje jiné hostitele. Sani se v kazdém stadgkui&nuje pouze jednou (vyjimku twd
dosgli samci, ktéi mohou sat vicekrat nebo nemusbgc). Obecéplati, Ze larvy a
nymfy saji fevazré na malych obratlovcich (savci, ptaci, jgky), zatimco dosgé
samice preferuji spiSe obratlove#di (jeleni, kravy, ovce, psi). Larva saje na svém
hostiteli v paméru 3 dny, nymfa 3-5 dni, samice asi 6-10 dni. Keutaci dochazi na
hostiteli, samice poté klade 1 000-5 000&&lia umira (Suss, 2003; Volf et al. 2007).
Clovék maze byt infestovan vdemiagmi vyvojovymi stadii, nejastji vdak nymfami
(Hubalek et al. 2004).

Z klimatickych faktofi vyznamm ovliviuji aktivitu, piezivani a rychlostyvoje
klistat zejména teplota okolniho priesdi, ale také relativni vzduSna vihkost (Danieleva
al., 1983). Kligata aktivuji zaatkem jara (kezen, duben), kdy okolni teplota stoupne k
5-7 °C a jejich aktivita kot poklesem teploty pod tuto hodnotitijnu az listopadu,

v letnich ngsicich se obvykle dostavuje kratky pokles aktivBgzoénni aktivita je té#n
shodna u vSech vyvojovych statificinus (Nosek et al., 1967), zaravge ale sili
ovlivnéna geografickym regionem, potazmo klimatickymi pdakami a okolnim
prostedim. V utitych oblastech se #ie dokonce objevovat i zimni vrchol (Korenberg,
2000; Suss, 2003).

Preferovanym biotopem kitigt byvaji nejastji smisen&i listnaté lesy
s krovinnym a bylinnym podrostem (Stss, 2003).

Vektor vychodniho subtypu viru KE, klé&ixodes persulcatus (Schulze, 1930), je
druh blizce gibuzny klis¢ti 1. ricinus, podobny je i jejich vyvoj, jen sezonni aktivitaibe
byt ul. persulcatus kratSi (Stss, 2003).

3. 2. Virus klisfové encefalitidy

3. 2. 1. Taxonomické zéazeni
Virus kligtové encefalitidy (KEV) je arbovirus (viruggnasenyglenovci), paii do

elediFlaviviridae a roduFlavivirus. Celed’ Flaviviridae zahrnuje rodyFlavivirus,
Pestivirus, Hepacivirus a dalSi, dosud netazené viry. VSech asi 70 uitétoceledi
obsahuje jednovlaknovou nukleovou kyselinu typu RdpbZitivni polarity (Lindenbach et
al., 2005).

Viry rodu Flavivirus (za prototypovy druh rodu je povazovan virus Zkiténice,
Jflavus® = Zluty) mohou byt dleny podle preferovaného vektora:
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1) Klistaty pienasené viry
a) Horetky Kyasanurského lesa
b) Omské hemoragickeé hatkey
c) Powassan
d) Langat
e) Louping ill (virus vrtivky ovci) (podle &terych autoi dalSi subtyp vir klistové
encefalitidy (Hubalek et al., 1995; Graetal., 2007)
f) Klistove encefalitidy
g) Royal Farm
h) Spartiské encefalitidy ovci
i) Turecké encefalitidy ovci
j) Karshi
k) Tyuleniy
[) Sumarez Reef

m) Meaban

2) Komary pienasené viry
a) Dengue
b) Japonské encefalitidy
c) Zluté zimnice
d) Aroa
e) St. Louiské encefalitidy
f) Encefalitidy Murray Valley
g) Horetky West Nile

h) lzraelské meningoencefalitidyir

3) Viry bez zndmého pgrenasSée
a) Montanské leukoencefalitidy netofiyr
b) Rio Bravo
c) Modoc

a dalsi z hlediska humanni mediciny ggiznamné viry.



(Index of Viruses - Flaviviridae (2006). In: ICTVdBTrhe Universal Virus Database,
version 4. Buichen-Osmond, C (Ed), Columbia Univgrdlew York, USA.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/Ictv/fs_indeximt Gaunt et al., 2001)

Na zaklad zkiizere neutraliz&niho testu mohou byt tyto viryteny do 8 antigennich
komplexi:

1) komplex klistové encefalitidy— viry kli&'ové encefalitidy, Omské
hemoragické hotky, Louping ill, horéky Kyasanurského lesa, Langat,
Powassan a dalSi

2) komplex Japonské encefalitidy- viry Japonské encefalitidy, encefalitidy
Murray Valley a St. Louis, hotky West Nile a dalsi

3) komplex dengue- DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4

4) komplex Rio Bravo— viry Rio Bravo, Saboya, Apoi a dalSi

5) komplex Modoc- viry Modoc, San Perlita a dalsi

6) komplex Ntaya— viry Izraelské encefalitidy kt, Ntaya a dalSi

7) komplex Uganda S- viry Uganda S, Banzi, Bouboui, Edge Hill

8) komplex Tyuleniy — viry Tyuleniy, Saumarez Reef, Meaban

9) viry nezarazené do komplexu- viry Zluté zimnice, Aroa, Jugra a dalsi

(Calisher,1988; Calisher et al., 1989)

Podle nukleotidové a nasletinaminokyselinové sekvence obalového proteinu E

byly rozliSeny ti subtypy viru kli§oveé encefalitidy:

a) Evropsky subtyp— zahrnuje prototypovy kmexeudoerfl a dalSi kmeny
(Ljubljana, Hypr, 263) z Rakouskaghiecka Ceské Republiky, Slovenska,
Slovinska a dalSich staEvropy az po pobaltské republikyearopskowast

Ruska

b) Dalné-vychodni subtyp— za prototypovy je povazovan kmen Sofjin, dale
obsahuje kmeny (Oshima, 205) z vychodniho RuSkay, Japonska, ale tézZ z

Litvy, Ukrajiny a evropskéasti Ruska
10



c) Sibiisky subtyp— je vice pibuzny subtypu dativychodnimu nez evropskému

zahrnuje centralni sitiké kmeny Aina a Vasilchenko (Obr. 1).

Stupei variability mezi jednotlivymi kmeny v ramci subtype nizky, dosahuje
maximalré 2,2 % v odvozeném aminokyselinovém sloZeni E proté/ariabilita mezi
jednotlivymi subtypy je asi 5,6 % v aminokyselinavélozeni (Eckeet al., 1999).

V Pobalti, kde se vyskytuji jakodes ricinus, takl. persulcatus, byla zaznamenana
cirkulace vSechit subtypi viru klistové encefalitidy (Golovljova et al., 2004; Lundlvis
et al., 2001).

Pritomnost ®kolika kmeri, paticich k subtypu sibskému byla téZ potvrzena ve

Finsku (Jaaskelainen et al., 2006).

HLJ
Crimea
Qanima Dalng-vychodni
A5 subtyp
T-blood
RK1424
N132
Sofjin -
— Vs :I S 1,
[ ks Sibitsky subtyp
Pan =
—— Scharl
Hypr
el Obr. 1. Fylogeneticky
it & strom konstruovany na
. Ves , o . .
Ljub. | Evropsky zaklad pribuznosti oblasti
N256 subtyp kodujici obalovy E protein
Abs (Ecker, 1999).
AS2
Kem |
263
K23
Iso 40
— 779 |
OHF

3. 2. 2. Historie kli¥ové encefalitidy
Prvni zminka o kligaty prenasené encefaliige zndma z 18. stoleti. OvSem prvni

oficialni 1ékaska zprava o této nemoci pochazizabku 1931, kdy rakousky léka
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Schneider pozoroval u daggpch lidi v oblasti Neunkirchenu, jiZod Vidrg, sezonni
vyskyt onemoc#ni tehdy oznéovaného jakqQEpidemische akute meningitis serosa®“.
Klisté, jako hlavni penaseé tohoto onemoaini, v té dobk jeS€ odhaleno nebyl¢Dumpis
et al., 1999).

Poté v roce 1937 expedice na Dalném vyehaetlena Zilberem izolovala virus
z lidi, hlodava a kli¥’at v oblasti, kde bylo kaZzdatoe registrovano velké mnoZzstvi
piipadi meningoencefalitidy. Nasledioyl demonstrovanignos viru klisttem Ixodes
persulcatus (Dumpis et al., 1999).

Na tUzemi dnedrieské republiky byl virus poprvé izolovan F. Galliowoce 1948
Z paciend hospitalizovanych s encefalitidou. Jednalo seairo prvni izolaci viru KE
v Evrop (Gallia et al., 1949). Nezanedbatelnyiimpsem je také izolace tohoto virti p
epidemii na Vyskovsku J. Krigm v tomtéz roce (Krejci, 1949). V roce 1949 byEbp.
Galliou a J. Rampasem izolovan virus ztdid. ricinus a kon€n¢é prokdzana role tohoto
klistéte jako vektora viru KE (Rampas a Gallia, 1949).

3. 2. 3. Vlastnosti viru kli¥’ové encefalitidy
Virion viru klistové encefalitidy je obalena, sféric&dstice, o pkméru asi 40-55

nm (Slavik et al., 1970Kapsida obsahuje jednovlaknovou pozitivni RNA ccdél
piiblizné 11 kb. Genom obsahuje jeditteci ramedORF) dlouhyasi 10 233 nukleotid
ohranteny na 5' i 3‘ konci nekédujicimi sekvencemi. Te@BF koduje jediny
polyprotein opriblizné 3400 aminokyselinach (Chambeitsal., 1990). Polyproteije
Sttpen na 3 proteiny strukturni: kapsidovy C, membvgrid (respektive premembranovy
prM protein nasleghs€peny na membranovy protein M), velky obalovy glykaipin E a
dale na 7 proteihnestrukturnich (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NSKIB5) (Wallner
et al., 1996; Lindenbach a Rice, 2003) (Obr. 2).

[ = 3400 aa 1
- Strukfurni geny | Nestroktomi geny —
B i \ % 44 P W) S
NH,{ I T CIEEE v 00 JCeweee EEEEN ] coon
C prM E NS1 NS2A2B NS3 48 NS4B NS5
! i
O 1 B
pr W 2Aa cleaved NS3

Obr. 2. Znazorrgni ORF s vyznéenymi sesihovymi misty (upraveno dle:
Lindenbach et al., 2005)
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Virion kompletovany v endoplazmatickém retikulukéaozng&ovany jako nezraly
virion, obsahuje proteiny C, E a prM. Tyto nezré&sétice jsou nasledrransportovany
sekre&ni drahouhostitelské biikky. Premembranovy protein M jeipen tsre pred
uvolnénim z buiky v trans-Golgiho aparatu furinem nebo podobnyayerem (Stadler et
al., 1997; Heinz, 2003).

Terminalni 5 nekddujici oblast (5° NCR) je 95-18Rdlouha, tvéi sekundarni
struktury a ovliviuje tim translaci a replikaci genomu (LindenbadRiee, 2005). Ve
strukture 3' nekddujici oblasti (3 NCR) Ize rozeznat jalsoce konzervovanotast
nachazejici se na konci molekuly, tak oblast vykakpii srovnani jednotlivych kmen
viru vysokou variabilitu. Hlavnim rozdilem byvéitmmnost tizn¢ dlouhychdeleci v
blizkosti stop kodonu ORF. Je zajimaveé, &Sima kmeid, vyjma kmeri Neudoerfl, 263 a
132, postrada polyA oblast na 3' NCR (Wallner et H95).
na bur¢ny receptom flze virového obalu s membranou endosomu za miz# (Heinz,
2003). Tento protein tak&gme ovliviuje tkdiovy tropismus a neurovirulenci viru
klistové encefalitidy (Pletnev et al., 1992) a je hlavwvirovym antigenem indukujicim
tvorbu protilatek (Mandl et al., 1989).

Funkce nestrukturniho proteinu NS1 neni zcela jgsrevdEpodobré se &astni
replikace RNA. Tento protein {ive nazyvany rozpustny antigen) také indukuje irmini
odpowd proti viru. Funkce malého, hydrofobniho proteinB24 také neni zcela
objasréna, ugitym zpisobem se vSalkéastni na sestavovani virovastice. Protein NS2B
vytvari spolu s dalSim proteinem NS3 tzv. serinovou grte odpovdnou za &fpeni no¥
syntetizovanych virovych polyproteinNestrukturni proteiny NS4A a NS4Bepme
napomahaji spravné orientaci virového polyproteinim usnatiuji funkci proteazam.
NS5 je veliky, konzervovany protein s funkci RNApdadentni RNA polymerazy (Gritsun
et al., 2003; Lindenbach a Rice, 2003; Lindenbddi.£2005).

3. 2. 4. Klinicky obraz onemocsni klistovou encefalitidou
Onemocsni kli&'ovou encefalitidou zisobené evropskym subtypem viru ma ve

vétsSing piipadi prabéh mirny. Inkubani doba po fenosu infekce kligtem se pohybuje

kolem 7 dni. Rrb¢h maze byt jednofazovyi dvoufazovy. Prvni faze se vyzhge spise

nespecifickymi ,.cliipkovymi“ ptiznaky, tj. zvySenou teplotou, bolesti hlairyinavou
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trvajici asi 2-7 dni. U &kterych pacierit tato faze chybi. Nasleduje 2-10 dni trvajici
asymptomatické obdobi, které asi u jediediny pacieni piejde do druhé faze s typickymi
piiznaky meningo-encefalitidy, meningitidyencefalomyelitidy (prudké bolesti hlavy,
docasné ochrnuti kawtin, vysoka horgka, zvraceni, zrakové a sluchové halucinace, atd.).
Umrti pacienta byva zaznamenano asi v 0,5-2 %lamparalyza potom v 2-10 %ipad.
Rekonvalescence byva dlouha (Krejci, 1949; GresikmKaluzova, 1997; Dumpis et al.,
1999).

Naproti tomu onemoemi zpisobené vychodnim subtypem viru probéagto
jednofazo¥ s delSi inkubéni dobou (10-14 dni).f®Zznaky byvaji podobné jako u
evropského subtypu, trvala paralyza se ovSem vygkyt5-30 %, umrti pak asi v 5-20 %
piipadi, tyto Udaje se ovSem v literégunizni (Gresikova a Kaluzova, 1997; Dumpis et
al.,1999; Gritsun et al., 2003).

Sibitsky subtyp zpsobuje mirgjSi infekce nez subtyp darvychodni, s imrtnosti
asi 6-8 %. Vyznéuje se ovSem tendenci vyvolavat chronické infekdg,se klinické
piiznaky mohou dostavit i paikolik let dlouhé inkubeéni doke (llienko et al., 1974;
Gritsun et al., 2003).

VysS8i umrtnost paciettinfikovanych vychodnimi subtypy viru KE e byt
ovSem zfsobena nejen vysSi virulenci kniieriru, ale také rozdily v diagnostice
onemockni, definicich klinickych pipadi ¢i Iécebnych postupech (Mandl, 2005).

3. 3. Vyskyt viru klisové encefalitidy
Klistova encefalitida je zoondza (onem&achzvirat prenosné néloveka, které je

z ¢loveka nacloveka typicky nepenosné) vyskytujici se wipod€ v takzvanych firodnich
ohniscichéi endemickych oblastecfioto jsou prostoroyviceci méns ohrantenéoblasti
s ukitymi biotickymi, abiotickymi a geografickymi vlasbstmi v nichz virus cirkuluje
mezi vektory a hostitely. Velikost takové oblagtimohybuje v rozmezi odtkolika
¢tverenich mett az po mnohdatvereinich kilometfi. K nakazetlovéka dochazi spise
ndhodi a jako hostitel nema na cirkulaci viru v ohniskday vliv (Suss, 2003).tRodni
ohniska ndkazy mohou byt stabilni po desitky leétZzervSak dochazet i k jejich &asné
nebouplné inaktivacki vzniku ohniska nového (Danielova, 2002; Sisd.e804).

Hostitelem viru KEsou obratlovci od drobnych savéhlodavd, hmyzozravé) az
po savce velké (ovce, kozy, jeleny). Riziko nakgezlgrone jiného ovliviilovano populéni
dynamikou a vzajemnymi interakcemi hostital vektoti (Suss, 2003).
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Zdrojem nakazy prolovéka byva v Evrop prevaz kliste Ixodes ricinus, v Rusku
a na Dalném vychadhlavre |. persulcatus (Labuda et al., 1991DvSem penos je mozny
také kligaty roduHaemaphysalis (Nosek et al., 1967Permacentor (Kozuch a Nosek,
1971),1. hexagonus (Krivanec et al., 1988ji |. arboricola (Lichard a Kozuch, 1967). Tato
klistata se vSak podileji spiSe na cirkulaci viru v rdohaiska,clovéka napadaji mén
¢astoci vibec. V pobaltskych statech (Estonsko, LotySskaa)ise vyskytuji sotasré
populace jaK. ricinustak . persulcatus (Golovljova et al., 2004),iggemZl. ricinus slouZzi
jako vektor evropského subtypu KIE persulcatus prenasi subtyp datavychodni a
sibitsky (Dumpiset al., 1999).

K pifenosu viru mezi kligaty mize dochézet viremickou cestolt které virus
cirkuluje v Kkrvi hostitele, nebo cestou neviremiakto bd’ vertikalnim genosem -
transovarialt (prenos z matky na potomstvo) a transstadi@rnarvy na nymfu a z nymfy
na dosplce), nebo genosem horizontalnim figzv. ,co-feedingu” (sousani). Podstatou
,.co-feedingu” je penos viru pi sani infikovaného kligte v blizkosti klistte
neinfikovaného, kdy dochazi k lokalizovanéntermosu i bez dosazeni viréemie (Nuttall a
Jones, 1991).iPtomto zpisobu genosu se vyznanmsruplatni farmakologické a
imunomodulé&ni funkce kligkcich slin - tzv. slinami aktivovanyfenos(Labuda et al.,
1993). Renos viru touto cestou probihd i na imunnim hdsfitabuda et al., 1997).

Z hlediska cirkulace viru vifrod je vyznamny zejmeénagnos ,co-feedingem* z nymf
na larvy (Randolph a Rogers, 2000).

Zatimco uspSnost transovarialnihdgnosu je nizka agjmé ma vyznam pro
udrzovani viru v firodnim ohnisku jen za podminek pro cirkulaci viegiznivych
(Danielova a Holubova, 1991; Danielova, 2002), @eding (znamy ndpi u komat
infikovanych virem horéky West Nile) je diky tendenciznych vyvojovych stadii klf&t
sat agregovanpravdpodobr velmi ¢asty (Kuno a Chang, 2005; Higgs et al., 2005).
Viremicky pfenos viru je omezen &itou minimalni hladinowiremie v krvi hostitele, ale
také jeho imunitni odp@di (Kozuch et al., 1970; Kuno a Chang, 2005). Veldleditym
faktorem je roviiz kratkeé trvani viremie uipozenych hostitél — tedy pondrné nizka

pravdEpodobnost, Ze bude klésat prag na viremickém hostiteli (Radda et al. 1969).

3. 3. 1. Kli%¥ova encefalitida ve stedni Evropé
Incidence kligové encefalitidy je v posledniclkolika desetiletich Ceské

republice na vzestupu. Mezi lety 2000-2006 bylomagem Uzemi zaznamenanarpérné
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689 ipadi tohoto onemoani, coz je oproti 80. |&m ténEr trojndsobny vzestup.
Obdobna situace je i ve&tgine dalSich evropskych zemi (World Health Organization
http://data.euro.who.int/cisidNaproti tomu v Rakousku bylo do sptritmasivni
vakcinani kampag v roce 1981 registrovano asi 600gadi rocné (Suss, 2003). Od
zavedeni vakcinace vSabkles| p@et zaznamenanych klinickychiipadi na 59 v roce
2005 a 51 v roce 2006 (World Health Organizatidtp:Hdata.euro.who.int/cisid).

V oblasti Pobalti byva vysoka incidence klinickygffpadi onemocgni tradeni,
LotySsko je dokonce povazovano za zemi s nejvygidenci vibec (ptimerné
26,9/100 000 obyvatel). @odem niize byt jednak saiasna pitomnost kligat Ixodes
ricinus al. persulcatus, ale také zrny v chovani lidi (Suss, 2003).

3. 3. 2. Kli®¥ova encefalitida na naSem uzemi
Onemocxgni klifovou encefalitidou se vyskytuje v tzv. sezénniaraeh

s pomalym vzestupem @il klinickych giipadi od dubna, typickym vrcholemaervenci
(jaro-letni vrchol) a naslednym vyraznym pokles@arén, 2004). Za tditych podminek
se vSak mize objevit i druhy (podzimni) vrchol incidence (Ka Benes, 2007y, roce
2006 byl evidovan markantazestup poétu piipadi, s vice nez 10ifpady na sto tisic
obyvatel. V tomto roce dosahl svého dosavadnihammeakaké podzimni vrchol. Tato
druh& vina onemodeni paitem @ipadi dokonce pekonala vinu prvni. To bylorejme
zpisobeno vhodnymi klimatickymi podminkami priepiti a vyvoj kliat v ptibéhu let
2005-2006, které zaromaimoziovali Siroké rekregni a sportovni aktivity lidi (Kriz a
Benes, 2007).

Jak ukazuje obr. 3, mezi mista s téadivysokou incidenci tohoto onemagr
pafi jizni, stedni atast&ng i zapadnCechy, jizni a severni Morava. Od roku 2006 byl
také zaznamenam veliky vzestugqoklinickych gipadi v regionech s vySSi nadiisou
vySkou. Napiklad incidence na Vysiné (20,5 fFip./100 000 obyvatel) dosahla hned po
jiznich Cechach (24,8iiip./100 000) nejvyssi hodnotyilvec (Kriz a Benes, 2007).
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INCIDENCE KLIATOVE ENCEFALITIDY U OBYVATEL CESKE REPUBLIKY
ZA OBDOBl 1971-2006
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Obr. 3. Incidence klisové encefalitidy na naSem uzemi za poslednicht35 le
(http://www.szu.cz/tema/prevence/klistova-enceifiditepidemiologicka-data).

3. 3. 3. Periurbanni a urbanni oblasti jako mozny droj nakazy pro ¢lovéka
Urbanni a periurbanni oblasti se vyZujg mozaikovitym usptadanim s vicei

mére fragmentovanyméastmi a siznym stupsm zasahuloveéka (Dautel a Kahl, 1999).
vektory genasSenych onemoémi mize mit ztrata diverzity takovyidledek, Ze se ¥thto
oblastech mé&huplatni tzv. dilgni efekt. Tento jev byl pozorovan riéidad na fivodci
lymeské borelidzy, spiroch€Borrelia burgdorferi sensu latokdy s menSim pem
Zivocisnych druli v piiméstskychcastech vyrazhistoupla prevalence této bakterie

v klistatech. ivodem je rejm¢ Ubytek ukitych, pro genos borelii nekompetentnich
druhi zvirat spolu s masivnim rozéhim druli dokre adaptovanych nadstskéci
piiméstské podminky, které jsou shodou okolnosti kommietmi hostiteliB. burgdorferi
s.l. (LoGuidice et al., 200Bradley a Altizer, 2007). Tento mechanizmus séipget viru
klistové encefalitidy, ktery nema tak vyhesou hostitelskou specifitu‘ejmeé neuplatni.
DalSim divodem roz&eni onemocéni do urbannich oblasti je vySsiiprerna teplota

v zimnich ngsicich, vyhodna prorpZziti jeho vektak. Limitujicim biotickym faktorem
byvadostupnost hostitélvhodnych pro dosié kli‘ata (stedre velci a velci savci).
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Nicmére nagiklad v zahradach rodinnych démve vnitnichcastech nasta, je pro
vytvoreni nezavislé populace kg za piznivych abiotickych podminek {gdevsim
dostaténa vzdusna vihkost) dostgici i jediny dostupny druh hostitele &chto
piipadech neégastji jezek) (Dautel a Kahl 1999).

Zejména zahrady trhitovy, mestské parkyi piiméstské lesy, které umoa;ji
aspEsné dokoteni vyvoje kligat mohou pedstavovat nezanedbatelny zdroj nakazy
¢lovéka. Z dosud provedenych studii jepna nejen relativhvysoka denzita k&t
v téchto oblastech, ale také vysoka prevaletizaych patogeijako Borrelia burgdorferi
sensu latoAnaplasma phagocytophilum ¢i Babesia microti (Hubalek et al.,1993; Basta et
al., 1999; Maetzel et al., 2005; Stanczak, 200{;¢ova et al., 2007; Zakovska et al.,
2007).

3. 3. 4. Pronikéni kli¥’ové encefalitidy do vySSich nadmiskych vySek
Klimatické zneny probihajici na nasi plakanaji Siroké dsledky v mnoha

oblastech. Za jeden &chto disledki je povazovano zvySeni horni hranice vyskytutklis
a s tim spojené zvySené riziko nakalyveka jimi prenaSenymi patogeny ve vysSich
nadmdaskych vyskach.

VySkova hranice roz&ni kliStte Ixodesricinus je zavisla na zeapisné Sice.

S klesajici zerpisnou dikou tato hranice stoupa a dosahuje na jihu Evrdgy2000 m
n.m., naopak v severskych zemich Gkandinavie, Finsko) je hranice razsii blizka
arovni mde (Daniel et al., 2004).

Ve stedni Evrog byla za horni hranici vyskytu Kl&e I. ricinus povazovana vyska
700-800 m n.m. (Cerny et al., 1965). V letech 19983 byla tato hranice potvrzena
dlouhodobym terénnim experimentem v KrkonoSich, itata nebyla schopna ve vyssich
nadmdskych vyskach dokaiit svij vyvoj. Tato hranice se shodovala i s incidenci
klinickych pripadi onemocgini KE (Daniel et al., 2003; Danielova et al., 2006)

V 90. letech bylo také na naSem Uzemi pozorov&t& mnozstvi kligat ve vySkach
kolem 700 m n.m., kde byla doposud réesa jen sporadicky nebdilyec (Daniel et al.,
2003). Z tohoto @vodu byla od dubna ddjna roku 2001 provedena v Narodnim parku
Sumava studie zaffena na fitomnost kligat ve vy3sich nadniiskych vyskach. V tomto
obdobi bylo nasbiranargs 400 kligatl. ricinus (nymfy i dosgglci) ze psi pravidelr se
pohybujicich ve vySkach 1000-1100 m n.m. Psi pofigbse nad touto hranici infestovani

nebyli. V nsledujicim roce byla prokazéna existdp&alni populace klf&at az do vysky
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1 100 m n.m. Ve dvouifpadech bylo zdokumentovano onemddrKE u obyvatel Sumavy
z oblasti Borové Lady porsati kliS&te ve vySce cca 900 m n.m. (Daniel et al., 2003).
Pritomnost viru KE byla prokazana i ¥ipadt 2 nymf pochazejicich z nadiis&é vysky
620-720 m n.m. z KrkonoSského narodniho pdBanielova et al., 2006Ddtud takée
pochazi 5 o¥fenych gipadi napadeni nymfol ricinus az do vysky 1500 m n.m v letech
2002-2003 (Materna et al., 2005). Ve srovnani tohckymi daty je zmina roz&ieni kli¥at
smeérem do vysSich nadmskych vySek evidentni (Zeman a Benes, 2004).

Zpravy o posunu klf&at a jimi genaSenych onemo&mi do vysSich nadnitskych
vySek a zergpisnych Siek byly doprovazeny rozsahlymi debatami o vliivieasnklimatu.

V sowasné dob existuje pro zrny v rozsfeni rekolik vyswvétleni. Mira vlivu globalniho
oteplovani, potazmo migjsi a kratSi zimy jsou diskutovanganymi autory (Lindgren et al,
2000; Daniel et al., 2003; Zeman a Benes, 2004;ii8whal., 2007). Klimatické zgmy
dovoluji kli¥atim dokortit svij vyvoj v oblastech sijvodre negiznivym prostedim a
vytvorit zde samostatnou populaci. A pégwopula@ni denzita kligat je také jednim

z hlavnich faktak ovliviiujicich pravédpodobnost nakaz§lovéka.

Zmeny klimatu se podileji nejen na posunu tditSdo vysSich nadniskych vysek,
ale také do vy3Sich zepisnych &ek. V roce 1990 bylo ve Svédsku zi$o rozsfeni
klistat do oblasti, kde kifata do té doby zaregistrovana nebyla. Tento poglurigjme
zpasoben mirgjSimi zimnimi nésici spolu s delSimi jarnimi a podzimnimi sezénami
(Lindgren et al., 2000). V roce 1997 byly diagnkatiany prvni pipady onemoaini KE
v dalSi severské zemi — Norsku (Skarpaas et &4)2¥ roce 2002 bylo registrovano
neékolik pripadi KE z oblasti Kokkola Archipelago ve Finsku, leZasi 300 km jiZza od
polarniho kruhu. Tato oblast je povazovana za rejsgSi endemickou oblast vyskytu KE
(Jaaskelainen et al., 2006).

Krome klimatickych znén je dalSim, tentokrat biotickym faktorem owliyjicim
rozsteni kli¥at markantni vzestup v populaci vysokéizy hlavnim hostiteli dospych
klistat, pozorovany ndft celou Evropou #etre skandindvskych zemi. Jeleni, lite
pieckavaji zimu spiSe v podH a na jée migrujici zgt do horskych oblasti, mohou byt
potencionalnimi zdroji kligat ve vysSich nadniiskych vySkach (Materna et al., 2005).

Mirn¢jSi klimatické podminky mohou mit za néasledek ta&gést populaci hlodavg
hlavnich hostitdl larev gipadré nymf. Jejich pimy vliv na posun kli€vé encefalitidy do

vysSich nadmiskych vySek ale nebyl jasiprokazan (Zeman a Benes, 2004).
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4. Material a metody

4. 1. Vzorky klistat
KliStata byla sbirana §ervnu,éervenci a zé roku 2006 ve

vytipovanych oblastech KrkonoSskéeho narodniho p&IRNAP) (Mgr. J. Maternou,
Ph.D., RNDr. V. Danielovou, DrSc. a RNDr. Milanenaridelem, DrSc., v ramci projektu:
Experimentélni osteni znén ve vySkovém roz&ni kliSéte obecnéholxodesricinus) a

rizika zatlenovani jim genaSenych nakaz do horskych ekosyétéarant: GACR

310/06/1546) a Yijnu a listopadu 2007 a v dubnu 2008iinmstskécasti Ceskych

Budgjovic standardni metodou ,vlajkovani* a skladovgiia20 °C. Podrobnosti o

skérech jsou uvedeny v tab. 1 a 2.

Tab. 1. Charakteristika stoa klistat KRNAP

Poéet Teplota
Nadmo fska Denzita | vzduch v

Lokalita Biotop Datum sb éru |vySka N |F |kliStat |dobé shéru
Udoli Zlatého | OKral smiseného
potoka, 2,5 km lesa (jasan, javor, §
vychodné od guk,dub, s_mrk) S 9. ¢ervna 600 — 620 15514 | 106 13C
Svobody nad fidkou b}/llnou 2006 m
Upou vegetaci, v

sousedstvi je louka
Udoli Zlatého | OKral smiSeneho
potoka, 2,5 km lesa (jasan, javor,

; i buk,dub, smrk) s 10. Cervence | 600 — 620

vychodné od o . 75 |1 |38 17<C
Svobody nad fidkou b}/llnou 2006 m
Upou vegetaci, v

sousedstvi je louka
Udoli Zlatého | OKral smiSeneho
potoka, 2,5 km lesa (jasan, javor, )
vychodné od buk,dub, smrk)s | 14. Cervence | oo 42 |1 |43 9T
Svobody nad fidkou b}/llnou 2006
Upou vegetaci, v

sousedstvi je louka
\k/konéinéch, 2,5 okraj smiSeného 600 — 620
V%ﬁg;ﬁg’éd lesa, les sousedi's | 13. zaf{ 2006 | B 44 |0 |44 8T
Vrchlabi loukou

N = nymfa, F = samice, samci nebyli zastoupeniutaini denzita kligat vyjadena jako poet
jedinai na hodinu vlajkovani a pracovnika
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Tab. 2. Charakteristika sioi klidtat — periurbanni oblagteskych Budjovic

Pocet Teplota
Denzita | vzduchu v

Lokalita Biotop Datum sb  éru N |F kliStat |dobé sbéru

heterogenni prevazné
periurbanni oblast listnaty les, tvoreny
Ceskych Budé&jovic zejména duby a 30. fijna 2007 54 |3 15 10°C
(Zavadilka) bfizami s pfimési

smrkd a borovic

heterogenni prevazné
periurbanni oblast listnaty les, tvofeny
Ceskych Budéjovic zejména duby a 2. listopadu 2007 |60 |2 31 10°C
(Zavadilka) bfizami s pfimési

smrkd a borovic

heterogenni prevazné
periurbanni oblast listnaty les, tvoreny
Ceskych Budé&jovic zejména duby a 1. dubna 2008 1229 134 14°C
(Zavadilka) bfizami s pfimési

smrkd a borovic

N = nymfa, F = samice, M = samec; pogmliadenzita kligat vyjadena jako peéet jedind na
hodinu vlajkovani a pracovnika
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4. 2. Zpracovani vzorki

4. 2. 1. Detekce viru pomoci reverzni transkriptazeé polymerazové reakce
(RT-PCR)

Homogenizace kligat

KliStata byla homogenizovana v boxu s laminarnim p¥oind vzduchu (Telstar —
Bioultra, tida II.) skalpelem (plamenem sterilizovanym a rd@&lechlazenym) pod
hladinou 5 % suspenze Chelex® [10 g Chelex® 100nR&soRad Laboraties, USA) +
200 ml TE pufru (10 ml 1M Tris + 2 ml 0,5 M EDTA dol destilované vody)]. Nymfy
byly homogenizovany ve sfsich po pti jedincich, dos@ci potom po jednom jedinci
v 200 pl chelexové suspenze v 1,5 ml mikrozkumalk@akto pgipravené vzorky byly
inkubovany pes noc p 56 °C (Labnet, AccuBlock™ Digital Dry Bath). Néslujici den
po kratkém vortexovani (lka® MS3 basic) inkuboviiy70 °C 15 minut. Nasledrbyly
vzorky centrifugovany (Eppendorf miniSpin plus)upsernatant fenesen do nové sterilni
1,5 ml mikrozkumavky. Taktoffpravené vzorky jsou pro kratkodobé skladovaniistab
pii 4 °C, pro delSi skladovani byly vzorky uloZzeny {70 °C (Cihlarova, 2002).

Reverzni transkripce
Ziskany supernatant byl pouZzitimo pro gipravu cDNA, kitem pro reverzni

transkriptazovou reakci (RevertAid™ First Strand\N#Synthesis Kit, Fermentas,
Kanada), podle postupu dopsemého vyrobcem. Do kazdé reakce bylo odebranodo 2
vzorku z gti smesi (celkem 8 pl). Pro syntézu cDNA byl pouzit primi& (Generi

Biotech,CR), ktery naseda na 3’ konec virového genomu (eiz.3).

Polymerazovaretézova reakce
Pripravena cDNA poslouzila jako templat pro nasledR@R reakci (Eppendorf

mastercycler gradient) s primery E(F), E(R) (GeBéotech,CR). V pozitivnim gipad:
byl vysledek potvrzen pomoci priniefBE1, TBE2 (viz tab.3) aipsré urcena fiivodni
pozitivni snés 5 nymf.

Reakéni smés: 12,5 pl PPP Master Mix (TopBiG,R)
8,5 ul vody pro PCR (TopBi@,R)
po 1 ul kazdého z priméer

2 ul templatové cDNA
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Koneéné koncentrace ve Sisi:

1x konc. PPP Master Mix’5 mM Tris-HCI, pH 8,8; 20 mM (NE,SOy; 0,01 % TWEEN
20; 2,5 mM MgC}; 200 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP; 2,5 U Taq purpNAD
polymeraza

primer:0,4 uM

Podminky PCR:
1) denaturace 95°C/5 minut
2) 30 cykli: 1) denaturace 95°C/30 yire
2) nasedani primér50°C/30 vtén
3) elongace 72°C/1 minutu
3) finalni elongace 72°C/3 minuty
4) udrzovaci teplota 14°C

Separace na agar6zovém gelu
K PCR produktu bylo fidano 5 pl nanaSeciho puffeX Orange DNA Loading

Dye, Fermentas, Kanada) s 5x koncentrovanym barviS8¥BR Green (SYBR Green |,
nucleic acid stain, Amresco, USA). Produkt byl edst rozdtlen elektroforetickou
separaci (BioRad SubCell® GT + PowerPac HC™) v (pi¥padré 1,7 %) agar6zovém
gelu a vizualizovan pomoci UV transiluminatoru (Mitue™ Transilluminator; Biometra
Ti 3)

Fotografie byly ziskany digitalnim fotoaparatem @pus C5060Z, zpracovany
programem Alpha Ease® RT Software, verze 4.1.(olAliInnotech Corporation).

Vzorky pro sekvenovani byly extrahovany z gelu ponkitu MinElute Gel
extraction kit (Qiagen, SRN) podle instrukci vyretetndsledhsekvenovany ve spaieé
laboratdi genomiky Rirodowdecké fakulty Jihgeské univerzity a Biologického centra
AV CR pomoci sekvenatoru ABI Prism 3130 xL (Applie®8jstems). Pro sekvenovani
byly pouzity primery 1A, 1B a 2A, 2B (viz. Tab. Bjnoziujici ziskani kompletni

sekvence genu pro protein E.
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Tab. 3. Charakteristika pouzitych primi

e | oot
1F 5-AGC GGG TGT TTT TCCGAG TC - 3' 45 <C
E(F) -sense 5'- GGG GAC YAC GAG GGT YACCT - 3 587 nt 50 C
E(R) -antisense 5'-CCG TTG GAAGGT GTT CCACT - 3
TBE2 - sense 5-GCGTTTGCTYCGGA-3 175 nt 56 C
TBE1 - antisense |5'- CTC TTT CGA CAC TCG TCG AGG - 3'
1A - sense 5'-TGT CTACGC TTC GCG TTG CAC ACA - 3' 801 nt 55 C
1B - antisense 5'- GGA ACC CCAGCG AGAGCCTTCAGTA-3
2A - sense 5'-CGT GTT GAATTT GGG GCT CCTCACG - 3 298 nt 54 C
2B - antisense 5 -TTCGTT CCGTGT CCACAGCGCA-3

Fylogenetickd analyza

Fylogeneticky strom kmene z KRNAP byl sestavenaldact podobnosti genu pro
obalovy protein E metodou ,Neighbor-Joining” pragiem MEGA (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis, version 4.0 [hitpww.megasoftware.net]). Podpora pro
jednotliva tveni byla vyjadlena bootstrapovou analyzou (1 000 opakovani). Sekve
jednotlivych kme# byly ziskany z databaze NCBI GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

4. 2. 2. Detekce viru v kulture burék praseti ledviny (PS buiky)
KliStata byla homogenizovana v boxu s laminarnim p¥oind vzduchu (Telstar —

Bioultra, tida Il.) po gti jedincich v teci misce s 900 pl média L15 (Leibovitz) (Sigma).
Homogenat byl fenesen do sterilni 1,5 ml mikrozkumavky a nastezgirifugovan pi
10 000 ot./min. 5 minut (Eppendorf miniSpin plUSipernatant byl pot&gnesen na
piedem narostlou kulturu PS hikv 64 jamkovém panelu (TPP, Svycarsko) a to po 200
ul supernatantu na jamku.

Pozitivni kontrola byla provedena s 5, 10, 15 auP8uspenze viru (kmen Hypr)
v 200 pl média na jamku.

Po inkubaci v termélnim boxu (Jouan EG115IR)37 °C a 3,5 % atmosfé CQ
24 hod. bylo fidano 100 pl média L15. Za nasledujicidny byly vysledky Spath
reprodukovatelné, objevila se i kontamina¢ktarych jamek. Médium z jamek bylo proto
piepipetovano na néwarostlou kulturu PS bghk. Po 14 dnech byla provedena RT-PCR
reakce z média jamek reprezentujici jednotlivéssiklis’at.
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5. Vysledky

Celkem bylo vyséeno 316 nymf a 9 dosjea (samic) pochéazejicich
z Krkono3ského narodniho parku. Z periurbanni d¢iolzeskych Budjovic (oblast
Zavadilky) bylo vySaeno 114 nymf a 5 samic nasbiranydhjru a listopadu roku 2007 a
122 nymf, 9 samic a 3 samci sbiranych rfa jaku 2008 ve stejné oblasti.

Oproti atekavani nebyly mezi lokalitami zji&ty vyrazrEjsi rozdily v denzit
klistat. Z¢asovych dvodi se bohuzel nepotilb nasbirat dostatek dat pro odpovidajici
statistickou analyzu. Shy byly navic provaghy v miznych obdobich sezony ki.

Z oblasti Krkonos bylo vySs&tno celkem 74 sési kli¥'at, gricemz jedna byla
pozitivni na pitomnost viru klisové encefalitidy. Jednalo se o &psti nymf. Celkow
1,3 % pozitivnich sisi coz odpovida minimalni infikovanosti 0,3 % puzifch jedindg
z celkového pé&tu vySetenych.

Celkem 253 kligat nasbiranych v periurbanni oblasti bylo viget v 64 srésich.
Pozitivni byly 2 snmisi nymf, ol& pochazejici z podzimniho &, tj. 3,1 % pozitivnich
smesi, coz odpovida minimalni infikovanosti 0,8 % kadvanych jeding.

VSechny pozitivni vysledky byly potvrzeny nejn¢éivakrat opakovanou PCR
reakci siiznymi pary primeik (Obr. 4), naslednou sekwar analyzou a porovnanim
ziskanych sekvenci s daty dostupnymi v databazB@ek

\

M 1 2 3 M 4 5

Obr. 4. Priklad pozitivniho vysledku pomoci PCR reakce s priyn
E(F)-E(R). M- velikostni standard O‘GeneRuler™ 1IHA ladder;
1- pozitivni sngs nymf; 2,3- negativni sé8 nymf; 4- pozitivni
kontrola (kmen Hypr); 5- negativni kontrola.
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V piipact pozitivni sngsi kli&'at pochézejici z KRNAP byla ziskdna kompletni
sekvence Useku kddujici obalovy E protein. Pokusiskani této sekvence u ostatnich
pozitivnich vzork nebyly Usgsné.

V priabéhu prace bylo zjiho, Ze u gkterych pozitivnich vysledkse separované
fragmenty na agar6zovém gelu jevily cca o 200 iideZ pozitivni kontrola. Ve vSech
piipadech se jednalo o slabé prouzky, indikujiciirkb®centraci PCR produktu. Pouzitim
jiného paru primer bylo dosazeno obdobného efektu, nejednalo seaemdgpecifickou
amplifikaci. V kontrolnim pokusu #&dinou pozitivni kontrolou se prouzky u vice

narecénych vzork také jevily delsi (Obr. 5).

1600

1000

780
SO0

280

M 1 2 3 45 M 6 7 8 9 10 M1

Obr. 5. Ukazka vlivu barviva Sybr Green | na mobilitu P@Rdukii a inhibice
reakce Wedicifadt. Barveno ped separaci. M- velikostni standard
O'GeneRuler™ 1 kb DNA ladder; jamky 1 - 5: desitéd@dni v homogenatu
kligtat (1 - 10* - 10%); 6 - 10: desitkovéedsni ve vod (10” - 10%); 11 -
negativni kontrola

Tento efekt byl tedyiejm¢ zpasoben zrinou mobility fragment po amplifikaci —
pravdpodobré pouzitim barviva Sybr Green fqd elektroforetickou separaci. Tato
hypotéza byla potvrzena obarvenim celého gelu parsei, kdy byly ziskany fragmenty

odpovidajicich velikosti (Obr. 6).

26



20aa
B040
5000
4000
3500
3000
2500
2000

1800

1000
750

500

250

M 1 2 3 4 M 5 6 7 8

Obr. 6. Ukazka inhibice reakceiedicitact. Barveno po separaci. M- velikostni
standard O‘GeneRuler™ 1 kb DNA ladder; 1 - 4: desiétedsni ve vod (10° -
10%); 5 - 8: desitkovéedsni v homogenatu kif&t (10° - 108).

Pri vySefeni vzorki RNA fediné v homogenatech z iKigt byla zjiSéna nizSi

citlivost nez u vzori fedtnych ve vod (Obr. 5).

Pri prikazu viru na kultie PS buik se v rkterych gipadech dal rozpoznat jisty
cytopaticky efekt, pravipodobr byl ale zfisoben kontaminaci kultury, protoze detekce
virové RNA v médiu z podéelych jamek metodou RT-PCR byla negativni.

Fylogenickou analyzou byla zj&ta podobnost kmene z KRNAP (KrakonoS06)
s kmenem Hypr. Sekvence nami ziskaného kmene bytérpé piekvapiw zarazena do

vétve kmerti izolovanych v 50. a 60. letech (Obr. 7).
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Obr. 7. Fylogeneticky strom

sestaveny na zaklaghodobnosti genu “

pro obalovy E protein. V krouzku
kmen z KrkonoSského narodniho
parku (Krakonos06).
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6. Diskuze

Cilem této bakal&keé prace bylo detekovat virus kKli&é encefalitidy ve vzorcich
z kligat. Cast kli¥at pochazela z nadrifské vysky nad 600 m n.m., drutdst pak
z periurbanni oblasteskych Budjovic.

Pro detekci bylo pouzito techniky RT-PCRZb¢ pouzivané pro stanoveni
prevalence viru KE v kltiatech (Ramelow et al., 1993). Alternativnimi te&amni mize
byt izolace viru z homogenatu kit pomoci novorozenych mysSek nebaontkéych kultur
s naslednou identifikaci viru (nApmunofluorescetnim testem, nebo 8pRT-PCR
reakci) (Hudson et al., 2001; Danielova et al.,2Z00k: izolaéni techniky umo#uji
zZjisténi biologickych vlastnosti viru a jsou relativaitlivé. Nevyhodou vSak tze byt
detekce pouze neinaktivovaného wrun¢kolik dni trvajici inkubace, vijjpad sajicich
mySek i finagni nar@nost i eticka otazka. Proto je v $asné dob snaha nahradit tyto
postupy molekulambiologickymi metodami.

Vzorky byly opracovany roztokem Chelex® 100 re®ioRad Laboratories,
USA). Tento roztok mé schopnost vazat vSechny mo#nbitory reverzni transkripce a
polymerazovéetzoveé reakce, které byvajasto hlavnim omezujicim faktorem vSech
amplifikacnich reakci (Arnal et al., 1999). Supernatant rot@§etenych vzork je mozné
pouzit gfimo pro dalSi zpracovani molekulérniologickymi metodami zaloZzenymi na in
vitro amplifikaci specifickych fragmeaitnukleovych kyselin. Chelex® ma vSeobé&cn
Siroké uplatani v aplikacich vyZadujicichéinnou extrakci genetického materialu ze
vzorki, u kterych se standardni iz&d metody daji pouZzit jen obtiZiinag. extrakce z
parafinovych bloéki (Coombs et al., 1999) nebo vzérkonzervovanych etanolem
(Aranishi a Okimoto, 2006)). Vyhodou této metodygkeé minimalni ztrata genetického
materialu, ktera se e vyskytovat u gkterych RNACI DNA purifikacnich metod (de
Kok et al., 1998), coz by mohldimizkém titru viru v kli&ti udavat faleSé negativni
vysledek. OSéenim suspenzi Chelex® 100 resin je moZzné dosatuitbubsti detekce
14 fg virové RNA, coz odpovida asi 2260 molekulaMARviru KE (Rudenko et al.,
2004). Tento postup dovoluje zpracovani velkéhoZzaetwd vzorki v relativreé kratkém
¢ase a nemalou vyhodou je také niZsi fimamara@nost oproti purifiké&nim metodam
vyuzivajicim komamich kiti. V uréitych pripadech se pouZziti suspenze Chelex®
neos¥dcilo, divodem vSak mize byt nedostatea optimalizace metody pro dané pouziti
(Arnal et al., 1999). Z tohotoigtodu je nutné fed kazdou novou aplikaci tuto metodu

vhodre upravit (nap. koncentrace roztoku, doba inkubace apod.).
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Pokus o detekci viru v homogenatech tdiSpomoci kultury bugk prasei ledviny
(PS buiky), se ukazal jako nevhodny a to hlawwvuli ¢astym kontaminacim bétné
kultury. Divodem &chto kontaminaci je uz samotna podstata wgsaného biologického
materialu, kdy v homogenatech k&$ jen obtiza dosahneme pibnécistoty @i tplném
zachovani virulence viru KEiteZité pro uspsnou infekci a amplifikaci viru v bikach.
Alespai povrchovou dekontaminaci ki@t 1ze provést oSinim klig'at pred
homogenizaci 70 % etanolem (Sparagano et al., 18@®ativreé dlouha kultivace, ktera
ma krong jiného za nasledek rozklad antibiotik v méditeja¢ jeS€ podpdila rast
bakterialnich kontaminaci. Nasledna detekce virhlenbyt inhibovana sérentippmnym
v médiu.

Mnohem prakiit¢jSi se z hlediska ekologického a epidemiologickéthayi byt
praw molekulari biologické metody zaloZzené na detekci virové Riki&yé zarova
v oblastech cirkulace vice subftypiru a to jak pro analyzu epidemiologické situtale
pro rychlou diagnostiku onemaoami s naslednou UpravowkEbného rezimu pacienta
(Ruzek et al., 2007). Techniky unmagici analyzu genomovych sekvenci magjmy
vyznam i z pohledu molekul&frekologickych studii pro charakterizaci knieriru
cirkulujicich v girodnich ohniscich. Oproti detekci na Bamych kulturach je také mozné
detekovat i virus inaktivovanyghem zpracovani vzorku (Kreil et al., 1997). &&ma
detekce inaktivovaného virufipadré malého mnozstvi viru fize byt paradoxi
nevyhodou - inaktivace nebo nizky titr viru snizujavdpodobnost usfEného penosu -
takto ziskand data tedyilis nevypovidaji o skuteém riziku gfenosu nakazy. Moznou
nevyhodoudchto metod mze byt inhibice PCR nebo reverzni transkripce, poku
mnozstvi hostitelské DNA& RNA (napiklad z krve nasatého kl&e) ve vzorku pesahne
kritickou hranici, jak bylo prokazandipdetekci DNABorrelia burgdorferi (Cogswell et
al., 1996). | naSe vysledky jasokazuji snizeni citlivosti detéki metody v homogenétech
klistat, kdy viedsni 10° prakticky nebylo mozné virus detekovatinddem niize byt
piitomnost dznych enzym (RNAazy, DNA4&zy,...Xi jinych latek obsazenych
v homogenatech kifat a niize se objevovat lkiiv reverzni transkripci nebo v nasledné
PCR reakci.

Mozné problémy mohou nastat takégiekroforetické separaci produkPCR
reakce barvenych pomoci Sybr Green I, kdy velik@giment pozitivnich vzork se jevi
byt oproti @dekavani mira vétsi (asi 150 — 200 nt). Tento efekt byl pozorovahyitive

(Rudenko et al., 2004). Po provedeni PCR reak@N\Acrednou desitkovodiadou se
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ukazalo, Ze se s klesajici koncentraci produktikestl fragmentu zdanliprodluzuije.
Duvodem je piprava vzorku pro separaci na agaro6zovém gelu, iébmkbarveni pomoci
SYBR Green |. Tato latka po navazani do velkéhbkilddvodettzcové formy DNA a
oz&eni UV s¢tlem zelew fluoreskuje a tim umadilije pozorovani fislusnych fragmeiit
Pri prekradeni ukité hranice poréru jednotek barviva na pet pafi bazi nukleové
kyseliny je vSak SYBR schopen vazat se na moleRNA i povrchow, timto nenit jeji
pohyblivost v gelu, coz vyvolava zngimy efekt zdanlig vétsi velikosti PCR produlkit
(Zipper et al., 2004). Vyhnout se tomuto efektmi@zné barvenim produk&z po vlastni
separaci na gelu. Nejednozna délky fragmeritjsou také dvodem pro potvrzeni
pozitivniho vysledku jinymi technikami, jako sekwaih analyzou amplifikovaného Useku
(Morozova et al., 2002 metodou Southern blot (Sparagano et al., 1999)a%m
piipadt byly piti sekvenaci ziskany fragmenty dekavanych velikostech.

V jednom pipadt (kmen z KRNAP) se podiéo ziskat kompletni sekvenci genu
pro E protein, u dalSich dvou pozitivnich vzibde nepoddo ziskat PCR produkt
v dostaténém mnozstvi a kvalit Pricinou je Zejme niZSi citlivost primelt pouzivanych
pro sekvenovani v porovnani s primery pro detekéylogenetické analyzy vyplyva, ze
nami ziskana sekvence genu pro obalovy proteidpadit podobna kmeim izolovanym
mezi lety 1948-1968 a tedy nazn@ podobnost se starymi izolaty KE. Tade byt
zpiusobeno pomalejSig omezewjSim evolinim vyvojem v této oblasti, zistodu nizkeé
populani denzity kliat umozujici pouze vertikalniignos s nizkou frekvenctgnosu
mezi hostiteli (D. Rzek, osobni sfleni) nebo novou reaktivactipodng inaktivovaného
ohniska.

| pres pordrné malou velikost souboru vygenych kli¥at se nami zjigha
prevalence viru KE v Klig&atech (0,3 %) pochazejicich z nadskych vySek nad 600 m
n.m. vicemeéd& shoduje s tive ziskanymi daty - 0,4 % (Danielova et al., 2068ptoze
pravéEpodobnost fitomnosti vice infikovanych kif&t v jedné srsi je vzhledem
k prevalenci KEV v kligatech (0 - 3,4 % (Suss et al., 2004)) extrémiaka, I1ze i dané
velikosti sngsi (5 jedin@) hodnoty stanovené jako minimalni infikovanost I(t).
pouze jedno kligtve snési bylo infikované virem KE) povazovat za blizk@ypalenci
realné.

Studie provedena mezi lety 1986 — 1990 (Krivan®tcak, 1990) v jiznich
Cechéch v okoli Kaplice doklada prevalenci viru 0%69S touto hodnotou se v podstat

shoduje i nami zjiha MIR (0,8 %) v periurbanni oblasteskych Budjovic. Podobna
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prevalence viru byla zji&ha i Danielovou et al. (2002) ¥iméstskych oblastech Borovan,
Kaplice aCeskych Budjovic.

V Evropé se prevalence pohybuje mezi 0 — 3,4 % (Suss,&1Qf)4), tradin¢ vysSi
je pak v oblasti Pobalti 5,5 %.

Navzdory velmi podobnym hodnotdm mohou byt naSéediky zatiZzeny relativh
velkou chybou z tivodu celko¥ malého souboru vy&einych kli§at a nemohou byt brany
jako snerodatné ve vztahu k celkové prevalenci viru KE aytzh oblastech.

Velmi dalezitym zdrojem nakazy se jevicstské parky, iméstské lesyi zahrady.
Denzita klifat v €chto mistech rize dosahovat po¥mé vysokych hodnot, coZ dokazuji i
Uspedné sbry klistat v mestském lesoparku Stromovkaeskych Budjovicich na jae
roku 2008 (nepublikovana data).

Ackoli tato prace nema zjevny vyznam pro stprevalence viru ve vysSich
nadmdskych vyskach a periurbannich oblastechzenbyt brana jako zakladni uvod pro
dalSi studie v této oblasti a potvrzeni vyskytdtidt a kli¥aty p'endSenych patogén

v téchto regionech.

7. Zaver

Byla vypracovana literarni reSerSe na téma vykk$tat a kli¥ové encefalitidy ve
vySSich nadmiskych vySkach. Byla vySetna klifata z KrkonoSského narodniho parku a
periurbanni oblastteskych Budjovic. Virus byl detekovan vifpad jedné snsi
z KRNAP a 2 smssi z oblastiCeskych Budjovic. Byla ziskana kompletni sekvence genu
pro E protein z jednoho z pozitivnich vzar porovnana se sekvencemi znamych kimen
viru KE. Byl proveden i pokus o detekci viru natk&ych kulturach. lIzolaci viru KE na
sajicich myskach nebylo mozné z technickyéhodii provést. VySébvaci metoda byla

aspesre optimalizovana na naSe laboratorni podminky.
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