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A. phagocytophilum
Babesiose

bp

B. burgdorferi s.1.

B. burgdorferi s.s

DNA

dNTP

dUTP
Endonuklease
Eluere

E. phagocytophila

Febril hemoglobinuri

HA

HGE

HME
Hypostom
Inhibitorisk

K
Intraerytrocytter
1 ricinus

Ligase

Ligere

Lyme borreliose

Lyme disease

Anaplasma phagocytophilum

Sykdom forérsaket av Babesia spp.

Basepar

Borrelia burgdorferi sensu lato er en betegnelse pé 11
genomarter, hvor 3 stykker er human patogene; Borrelia afzelii,
Borrelia garinii og Borrelia burgdorferi s.s.

Borrelia burgdorferi sensu strict, en genomart innen

B. burgdorferi s.1.

Deoksyribonukleinsyre; arvestoff.

Deoxynucleotide triposphat

Deoxyuridin triposphat

Et enzym som kutter internt i nukleinsyre.

Trekke ut eller ekstrahere absorbert substans i lgsning.
Ehrlichia phagocytophila. Tidligere navn pa en undergruppe i
Anaplasma phagocytophilum.

Sykdombeskrivelse pa sykdom med feber og hemoglobin i urin
forérsaket av Babesia hos kyr.

Human anaplasmose

Human granulocyttaer ehrlichiose

Human monocytter ehrlichiose.

Organ hos flatten som stikkes inn 1 verten ved blodsuging.
Hemmende

Internkontroll

I rede blodlegemer.

Ixodes ricinus

Et enzym som “limer” sammen DNA-fragmenter.

”Lime” sammen DNA-fragmenter vha. enzymet ligase
Fellesbetegnelse for sykdom som skyldes de tre genomartene
B. bugdorferi s.s, B. afzelii og B. garinii.

Betegnelse for sykdom som skyldes B. bugdorferi s.s. Brukes
ogsd som fellesbetegnelsen for sykdom som skyldes de tre

genomartene B. bugdorferi s.s, B. afzelii og B. garinii.
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Miltekstirpert
MSIS

Prevalens

Patogen
PCR

Primer dimer

Protozo
rDNA
Real Time PCR

Regresjon

rpm
Restriksjonsenzym

Restriksjonsete
Sepsis
Spirokete
Transovariell
Transstadiell

Vert

Vektor
Vortexing

[Individ] som har fatt fjernet milten.

Meldingssystemet for infeksjonssykdommer til Folkehelse
Instituttet.

Utbredelse av eks. sykdom maélt pa det totale antall, pa et
bestemt tidspunkt.

Agens som forarsaker sykdom.

Polymerase chain reaction.

Et amplikasjons artefakt som oppstér nar en primer blir utvidet
av polymerasen ved 4 bruke den andre primeren eller seg selv
som templat. Dette resulterer i et kort ukorrekt produkt.

Et encellet dyr.

DNA som koder for ribosomalt -DNA.

PCR-reaksjon hvor amplifisert DNA pavises ved fluorisens-
deteksjon direkte i reaksjonsraret, mens reaksjonen foregér.
Tilbakeforer blodplasma til verten under blodsugingen.
Omdreininger pr. minutt.

Endonukleaser som kutter dobbelttrddet DNA ved spesifikk
DNA-sekvens.

Er den spesielle sekvensen av DNA, oftes 4-8 bp lang, som
restriksjonsenzymet gjenkjenner.

Blodforgifining

En bakterietype

Overforing av smittestoffer fra hunnen via eggleder til egg.
Overforing av smittestoff mellom ulike stadier til eks. larve til
nymfe.

En organisme som en annen organisme lever i/ pa eks. flatt pa
radyr.

En organisme som overferer en mikroorganisme eks flatt.

Blanding av bl.a. en lgsning ved hjelp av en virvelstrom.



Summary

Summary

The intention with this project was to examine the tick Ixodes ricinus as a vector for
Ehrlichia/ Anaplasma, Borrelia burgdorferi sensu lato and Babesia in Southern-Norway, and
to establish DNA-amplification to detect Babesia and to improve the method to detect
Ehrlichia/ Anaplasma.

To control the variation in the sensitivity of Ehrlichia/ Anaplasma PCR with 16s tDNA
primers Ehr 521/747, was an “ internal control” designed. The “internal control” is a DNA-
fragment, which can amplify with the primers Ehr 521/747. This gives a larger DNA-
fragment than natural rDNA.

A Real Time PCR method was established to detect Babesia, when a published conversely
PCR-method did not give satisfactory results. This is the first detection of Babesia by genetic
methods in Norway and the first Real Time PCR method for Babesia detection.

Real Time PCR worked for detection of Babesia divergens, but not for detection of Babesia

microti.

In August 2000, 275 ticks from the counties Telemark, Vest-Agder, Rogaland and Hordaland
were collected to examine the prevalence and the distribution of ticks as carrier of infection.
Furthermore 100 ticks from August 1999 and 97 ticks from August 2001 from Langgya,
Telemark were included in this project. DNA from all the collected ticks was extracted and
analyzed for pathogen with PCR. 33 ticks were excluded from this project because they were

inhibitory for PCR-amplification.

Babesia was detected in one tick (0.23%), Ehrlichia/ Anaplasma in 78 ticks (17.8%) and
Borrelia burgdorferi s.I. in 13 ticks (3.2%). Only 3 ticks (0.46%) contained two pathogens.
There was a significant increasing trend from August 1999 to August 2001 in occurrence of
Ehrlichia/ Anaplasma at Langgya. There were no significant differences between the different
counties or between the different instars for prevalence of Ehrlichia/ Anaplasma. The
prevalence of Borrelia burgdorferi s.l and Babesia were too low to analyze statistical.

This is the first use of Real Time PCR for detection of Babesia and the first study of the
prevalence of Ehrlichia where an “internal control” was used. This methodological advances
improved the ease of interpretative results and saved time. The analyses of collected ticks

showed a low frequency of infection without clear geographic variation.



Sammendrag

Sammendrag

Hensikten med denne undersgkelsen var & underseke flatten Ixodes ricinus som smittebaerer
av Ehrlichia/ Anaplasma, Borrelia burgdorferi sensu lato og Babesia 1 Ser-Norge, og &
etablere DNA-basert metode for pévisning av Babesia og forbedre metode for pavisning av

Ehrlichia/ Anaplasma.

For 4 kontrollere variasjon i felsomheten av Ehrlichia/ Anaplasma PCR med 16s tDNA
primere Ehr 521/747, ble en internkontroll konstruert. Internkontrollen er et DNA-fragment
som kan amplifiseres med primerne Ehr 521/747. Dette gir et storre amplifiseringsprodukt

enn naturlig rDNA.

En Real Time PCR-metode ble etablert til pavisning av Babesia, da en publisert
konvensjonell PCR-metode ikke gav tilfredsstillende resultater. Real Time PCR fungerte for

pavisning av Babesia divergens gruppen, men ikke for Babesia microti gruppen.

I august 2000 ble 275 flatt fra fylkene Telemark, Vest-Agder, Rogaland og Hordaland samlet
inn for & undersgke frekvens og fordeling av smittebzrende flatt. I tillegg ble 100 flatt fra
august 1999 og 97 flatt fra august 2001 fra Langgya, Telemark inkludert 1 undersgkelsen.
DNA fra alle de totalt 472 flattene ble ekstrahert og analysert for sykdomspatogener vha.
polymerase chain reaction (PCR). 33 flatt ble ekskludert fra undersekelsen fordi de var

hemmende for PCR-reaksjonen.

Babesia ble pavist i eén flatt (0.23%), Ehrlichia/ Anaplasma 1 78 f1att (17.8%), og

B. burgdorferi s.I. 113 flatt (3.2%). Kun 3 fltt (0.86%) var barere av to smittestoff samtidig.
Det var en signifikant stigende trend fra august 1999 til august 2001 nér det gjaldt
forekomsten av Ehrlichia/ Anaplasma pa Langeya, Telemark. Det var ingen signifikante
forskjeller mellom de ulike fylkene eller mellom de ulike stadiene nar det gjaldt forekomst av
Ehrlichia/ Anaplasma. Forekomstene av B. burgdorferi s.l. og Babesia var for fa til & kunne

gjennomfore tilsvarende sammenligninger.

Resultatet av denne undersgkelsen viste at utviklete metoder fungerer og er potensielt nyttige.

Analyse av innsamlet flatt viste svaert lav smittefrekvens uten klar geografisk fordeling.
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Fl4tt har i tusenvis av &r vert kjent som en parasitt pd mennesker og dyr, og

beskrivelser av dette er a finne helt tilbake til antikken [28]. De er blitt vel kjent som berer og
overfarer av agens som kan fare til infeksjoner av ulik karakter hos dyr og mennesker. De
forste oppdagelsene av flatt som sykdomsvektor i nyere tid ble gjort pa begynnelsen av 1900-
tallet da Smith og Kilbourne [28] paviste at flatten Boophilus annalatus overferte protozoen

Babesia bigemina, som forarsaker Texas cattle fever.

I global sammenheng er det i dag registrert ca 870 ulike arter flatt [28]. Disse deles inn i to
hovedgrupper; Ixodidae -hard flatt, og Argasidae -myk flétt. Det er registrert mer en 650 arter
av Ixodidae og mer en 150 arter av Argasidae [46,51]. Det er ogsa registrert en tredje gruppe,
Nuttalliellidae som bestéar av kun en art som finnes i det Serlige-Afrika [15,28,51].

De to hovedgruppene er representert med ulike arter over hele verden [28,51]. Alle flattene
har det fellestrekk at de suger blod, og at de fungerer som vektor for ulike patogener. Ulik
anatomi og livssyklus skiller ellers de ulike gruppene klart fra hverandre, blant annet ved at
Ixodidae hunnene legger egg og der, mens Argasidae hunnene legger egg flere ganger
[15,16,28,46]. Et annet skille er det karakteristiske ryggskjoldet hos Ixodidae, som er helt

fraveerende hos Argasidae [16,28].

Ixodidae er den mest omtalte gruppen i medisinsk sammenheng [16,28]. Flétt kan overfore et
vidt spekter av ulike patogener ved blodsuging av ulike organismer [28,46]. De mest kjente
flattoverforte mikroorganismene i Europa er ulike arter av Babesia, Borrelia burgdorferi s.1.
og Ehrlichia/ Anaplasma [16]. Borrelia er en spirokete, Ehrlichia/ Anaplasma er gram
negative-bakterier 1 Rickettsia-gruppen, og Babesia er en protozo [5,28,49]. I Norge er det
registrert 11 flattarter [42]. To av disse er kjent for & overfore sykdommer som angriper
mennesker, skogflatten Ixodes ricinus og fuglefjeliflatten Ixodes (Ceratixodes) uriae [42]. 1
mer en 95 % av tilfellene hvor flatt blir funnet pd mennesker i Norge tilherer den arten 1.
ricinus [42]. Naturlig utbredelse og frekvens av sykdomsbarende flatt er imidlertid lite kjent.

En undersekelse av flatten /. ricinus i Nedre-Telemark i 1999 viste at 15 % av nymfene og
16% av de voksne individene av 341 innsamlet flatt var baerere av Borrelia burgdorferi s.1.
[21]. Samme undersgkelse viste at 13% av nymfene og 8% av de voksne individene var

barere av Ehrlichia/ Anaplasma [21]. Undersekelser gjort i Sverige viste at 5-20% av
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nymfene var infisert med Borrelia burgdorferi s.I., mens 15-40% av de voksne individene var
infisert av Borrelia burgdorferi s.1I. [42]. En sveitsisk undersgkelse viste at 0.5% av nymfene

var positive for A. phagocytophilum, og 1.6% av de voksne [31].

Borrelia burgdorferi s.1. forarsaker ulike infeksjoner, og disse kan deles inn i 3 hovedgrupper
[20,42,49]. Dermatoborreliose kan fore til ulike typer hudutslett, bl.a. Erythema migrans
(EM). Muskel- og skjelettborreliose kan gi artritt og infeksjoner i hjerte. Den alvorligste
infeksjon er neuroborreliose, som kan ramme sentralnervesystemet [49]. I Norge har det veert
pavist ulike typer borreliose hos mennesker. Tall fra MSIS viste at det 1 2001 var registret 124
tilfeller av Lyme borreliose, som er en samlebetegnelse for infeksjoner forarsaket av ulike
Borrelia-arter [49]. Rapporteringen til MSIS inkludere ikke Erythema migrans, som er en
lokal hudinfeksjon [49]. Det totale antallet Borrelia-smittede ligger derfor trolig betydelig
heyere enn de innrapporterte tilfellene til MSIS. Seroprevalens og insidensstudier fra de fleste
europeiske land viser en lavere forekomst av Lyme borreliose i Vest-Europa enn 1 Sentral- og

@st-Europa [42]. Forekomst av borreliose hos husdyr er lite undersgkt [14].

Ehrlichial Anaplasma angriper de hvite blodlegemene og ferer til Human anaplasmose (HA).
Human anaplasmose ble forste gang beskrevet i 1994 1 USA, og i 1997 ble det forste tilfellet
av Human anaplasmose rapportert fra Europa [5]. De ferste tilfellene av Human anaplasmose
ble rapportert til Folkehelse Instituttet 1 2000 [23,49], men utover dette finnes det ikke noe
statistikk pa4 hvor mange som er rammet av denne bakterien i Norge [49]. Et studium utfert av
Bakken [5] viser at av 56 pasienter fra Syd-Norge som hadde Lyme borreliose, hadde 10.2%
antistoffer for A. phagocytophilum i tillegg [5]. Innen veterinermedisin har imidlertid
infeksjonen sjodogg hos storfe, sméafe og ville hjortedyr som skyldes A. phagocytophilum,
vert kjent helt tilbake til 1700-tallet [39,40].

Livssyklusen til Babesia bestar av ulike stadier av ukjennet og kjennet formering. Babesia
invaderer de rede blodlegemene til mennesker, der de gjennomgar en formering og de ragde
blodlegemene adelegges [22,42]. Det er pr.d.d ikke pavist human babesiose i Norge [49].
Men i Europa er det rapportert om ca 30 tilfeller de siste 40 arene, bl.a. i nabolandet Sverige,
som skyldes Babesia divergens [49]. IUSA er det beskrevet ca 400 tilfeller av babesiose som
skyldes Babesia microti [49]. Babesiose hos storfe er vanlig, og sammenhengen med

1L ricinus er vel dokumentert [14].

10
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Disse patogene er vanskelig & pavise ved dyrkning og mikroskopi blir ofte for uspesifikt.
Polymerase chain reaction (PCR) er en metode for masseproduksjon av spesifikke DNA-
fragmenter. Slike DNA-fragmenter kan brukes til identifisering av ulike organismer [27]. En
gjennomgang av tilgjengelig litteratur p& omradet viser at PCR er den mest brukte
pavisningsmetoden for patogene Babesia, Borrelia burgdorferi s.I. og Ehrlichia/ Anaplasma i

flatt.

Et problem med PCR- reaksjoner er at deres folsomhet kan variere fra oppsett til oppsett.
Felsomhetsvariasjon kan fore til variasjon i estimert hyppighet av infeksjon, fordi en svak
positiv flatt kan vere positiv under forhold hvor felsomheten er hoy, men negativ néar
folsomheten er lav. Dette gjore det vanskelig & vite om observerte geografiske- og tidsmessige
variasjoner i flattens innhold av smittestoffer er riktig, og derfor om de skyldes biologiske
variasjoner eller bare et artefakt av falsomhetsvariasjoner. Av denne grunn var en viktig
malsetting 1 denne oppgaven a konstruere en internkontroll for EArlichia/ Anaplasma PCR

slik at effekten av eventuelle variasjoner i folsomhet kunne reduseres.

Et videre generelt problem med PCR er at den kan gi falske positive resultater pa grunn av
forurensning av lokaler med reaksjonens produkter. Det er derfor enskelig & utfere PCR 1
mest mulig lukkede systemer, hvor spredning av PCR-produkter ikke kan forekomme. Real
Time PCR er et eksempel pa et lukket system. I en Real Time PCR foregér det en PCR-
reaksjon hvor amplifisert DNA pavises ved fluorisens deteksjon direkte i reaksjonsreret, mens
reaksjonen foregdr. I dette studiet ble det utviklet og etablert en analyse for Babesia

divergens-gruppen pa Real Time PCR.

Risiko for & bli syk etter et flattbitt avhenger av om flatten er barer av patogene
mikroorganismer, og hvor lenge flatten suger blod. Hittil i Norge er det kun gjort PCR-baserte
undersekelser p& Ehrlichia/ Anaplasma og Borrelia burgdorferi s.1. 1 {latt pa to steder 1
Nedre-Telemark 1 1999. Denne undersegkelsen viste at det var ganske lik prevalens av
smittestoff 1 flatt som var baerer av Borrelia burgdorferi s.l., mens det var ulikheter i
prevalensen av Ehrlichia/ Anaplasma [21]. Det er usikkert hvor representativt dette er for
Norge forgvrig. En annen hovedmalsetting for denne undersgkelsen var derfor & utvide
feltinnsamlingen av flatt til & geografisk dekke 4 fylker (Hordaland, Rogaland, Vest-Agder

og Telemark) og tidsmessig til & dekke 3 &r i Nedre Telemark, vil det veere mulig & gi et mer

11
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dekkende bilde. Dette ville kunne si noe mer om geografisk-fordeling i rom og tid, og dermed
risiko for & bli smittet ved flattbitt ulike steder i Norge.
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2 Teori

2.1 Flatt (Ixodes ricinus)

Arten Ixodes ricinus tilhegrer suborder Ixodida, superfamilie Ixodidoidea, familie Ixodidae

[5,46,51].

2.1.1 Utbredelse i Norge

I Norge er det pavist 11 flattarter. Av disse er skogfldtten Ixodes ricinus og fuglefjellflatten
Ixodes (Ceratixodes) uriae kjent for & angripe mennesker [42]. I de tilfeller hvor flatt er
funnet pd mennesker og dyr i Norge tilherer 95% arten 1. ricinus [42]. Utbredelsen av 1.
ricinus 1 Norge strekker seg langs et belte ved kysten fra @stfold i ser og til midt pé
Helgelandskysten i Nordland [42]. Bredden pé beltet varierer med klima, topografi,
vegetasjon og forekomst av vertsdyr. Det blir ofte funnet eksemplarer av . ricinus utenfor
utbredelsesomrddene, béde inn i landet og langt nordover. Dette skyldes transport med fugler

som er pa trekk [42].

2.1.2 Utseende

Flattens utseende er sammenlignbar med middens. Hele kroppen er kompakt. Voksne flatt og
nymfer har 4 par bein (gabein), det er ikke noe skille mellom hode, bryst og mage, og den har
ingen antennesensoriske organer (Figur 1). Bakdelen har alle de 4 beinparene, genital
apning/kjennsorganer og analdpning [14,28,51]. Alle organer henger sammen ved
kapilleereffekten av en sirkulerendé vaeske bestiende av plasma og celler (hemocytter).
Sentralnervesystemet er en enkel nerveklump samlet i den fremre delen [28,51]. Ixodidene
kjennetegnes ved sine harde og ikke-elastiske ryggplate, hvor av navnet ” hard tick ” [16,28].
Ryggplaten dekker nesten hele ryggen pé hannen, mens den pa hunnen, nymfene og larvene

dekker bare framsiden pa ryggen [14,51].

Hogskolen i Telemark
Biblioteket - Bg

Figur 1 Viser en voksen /. ricinus hunn fer blodsuging
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2.1.3 Livssyklus

Livssyklusen til L ricinus bestar av fire ulike stadier; egg, larve, nymfe og fullvoksen hann
eller hunn (Figur 2) [16,28,37,51]. Larven og nymfen mé ha et blodmaéitid for & kunne utvikle
seg videre til neste stadium. Hunnen ma ha blod for & kunne produsere egg. Hannen suger lite
eller ikke noe blod, og tiden pa verten brukes til & pare seg med hunner (Figur 2) [20,28].
Hvor lenge de suger blod, varierer avhengig av stadium. I tillegg avhenger det av type vert og
plassering pa verten [28]. Larvene suger blod i 3-5 degn, nymfene i 5-7 degn og hunnene i 7-
13 degn [16,20]. Hunnen der etter at hun har lagt egg [16,28]. L. ricinus betegnes som en
trevertsflatt, hvor de ulike stadiene oppholder seg pa ulike vertsdyr (Figur 2) [16,28]. Flatten
er lite kresen nér det gjelder valg av vert. De umodne stadiene velger ofte smagnagere og fugl,
mens hunnen mé ha et maltid fra mellomstore og store pattedyr for & kunne formere seg
[16,28]. Flatten seker etter verter ved 4 sitte 1 vegetasjon og vente pa at en vert skal passere
forbi [16,28]. De ulike stadier befinner seg ulikt plassert i vegetasjon; larvene i et sjikt opptil
20 cm fra bakken, nymfer opptil 50 cm og voksne individer opptil 1 m [14,16]. Den benytter
de fremre bena som er utstyrt med et spesielt sanseorgan til & registrere om en vert er i
nazrheten. Nar verten passerer, kryper de over og finner en plass hvor blodsugingen kan

forega [14,16].

Figur 2 Livssyklusen til trevertsflatten Lricinus [50].
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Flatten trenger over 80% relativ fuktighet for & kunne overleve og utvikle seg [16]. Derfor
finner vi som oftest flatten i omrader med mye tre- og buskvegetasjon [16,42]. Den optimale
biotopen til en flatt bestdr av grasmarker, buskvegetasjon og lovskog som danner omrader

med hey luftfuktighet [16,52].

I Nord-Europa trenger I. ricinus i gjennomsnitt 3 &r pa & gjennomfere livssyklusen, men det
kan variere mellom 2 og 6 ar [16,20,39]. I ricinus er i hovedsak aktiv i peri‘oden fra april til
oktober, men kan ved mild temperatur vaere aktiv ogsé utover denne perioden. Sterst aktivitet
er i perioden mai-juni, men ofte ogsé med en annen topp pa hesten [42]. I Nord-Europa ser
det ut til & veere to populasjoner av I ricinus, en som er aktiv om varen og tidlig sommer, og
en som er aktiv pé ettersommer og hgast. Dette er trolig tilpasninger for & unnga perioder med
lav luftfuktighet midt pa4 sommeren [14,16]. Utviklingen av de ulike stadiene kan bli avbrutt
av inaktive perioder, diapauser, hvor det er lite metabolsk aktivitet. Lengden pé diapausen er
tilpasset variasjoner i daglengden, slik at . ricinus bryter diapausen nar den kan utvikle seg
videre ved optimale forhold. Den er inaktiv ved temperatur under 4-5°C, selv om diapausen er

over [14,16].

2.1.4 Overfgring av smitte

Mikroorganismer kan bli overfert mellom ulike dyreslag og til mennesker ved at flatten suger
blod fra ulike verter i lopet av livssyklusen [28]. Overforingen skjer ved at flatten kutter hull i
huden pé verten ved hjelp av kutteorganet og presser hypostomen ned og inn 1 séret. Flatten
skiller sd ut en sementlignede substans som fester hypostomen fast i séret. Deretter starter
flatten a skille ut spytt som inneholder et bedevende stoff, et antikoagulerende stoff og en
substans som hemmer betennelsesreaksjoner. Til slutt starter selve blodsugingen og i denne
prosessen kan opptak av patogene mikroorganismer skje, slik at flatten blir infisert
[14,16,28,33]. Ulike patogener blir tatt opp i tarmen pa flatten, der de invaderer tarmvevet.
Fra tarmvevet kan de invadere annet vev, deriblant spyttekjertlene [33]. Etter stadiumskifte
suger den infiserte flitten blod pa nytt, og de patogene mikroorganismene kan overfores fra

flatten til verten enten via spyttet eller regresjon [14,16,33].
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2.2 Babesia spp
Protozoen Babesia er en av verdens mest utbrede blodparasitter [19]. Babesia er vel kjent 1

veterinermedisin for sykdommen febril hemoglobinuri “redwater fever” hos kyr, eller pa
norsk kjent som” blodpiss” [20,42]. Babesia er etter hvert ogsa blitt kjent i human medisin

som en malarialignende parasitt, som kan fore til sykdom.

Babesia ble forste gang beskrevet av Babes i 1888 i jakten pé rsaken til febril hemoglobinuri
hos kyr i Romania. Babes trodde det var en bakterie og gav den navnet ”Haematococcus

bovis” [29]. Smith og Kilborne [28] fastslo under sin forskning pa “hemolytic disease” pa kyr
i Texas, at arsaken var en protozo. De fastslo ogsa at sykdommen trolig ble overfort av leddyr

[29]. Det er senere pévist at Babesia overfores av Ixodes-flatter [22].

Babesia tilharer rekken Apicomplexa, klassen Aconoidasida, orden Piroplasmida og familien
Babesiidae [22]. To av familiene i orden Piroplasmida er Babesiidae og Theileriidae [22].
Hovedskillet mellom disse er vanligvis definert som fraveer av ’preerythrocytic cycle” i
Babesia, dvs at Babesia ikke angriper lymfocyttene for de angriper erytrocyttene, og fraveer
av transovariell overfering hos Theileria [22]. Det er i dag beskrevet ca 100 arter av Babesia,
som har blitt klassifisert ved morfologi og vert. Det er antydet at en del av disse artene er like
[22]. Det har vist seg at ulike parasitter kan vaere morfologisk like i samme vert, og at den
samme parasitten kan vaere morfologisk ulike i ulike verter. Framtidig klassifisering ved hjelp
av molekyl@rbiologiske metoder vil derfor trolig fore til en mer sannferdig klassifisering av
Babesia -arter [22]. I morfologisk klassifisering blir Babesia delt inn i to hovedgrupper etter
starrelse. Smé Babesia med en sterrelse pa 1,0 til 2,5um og store Babesia med en storrelse pa
2,5 il 5,0 um. Ved sekvenssammenligning av nuklear- sma- enhet -ribosomal DNA av de
ulike artene av Babesia, vises samme inndeling [22]. Den viser ogsé at sma Babesia er mer
like Theileria spp enn store Babesia. Av de to kjente humanpatogene Babesia defineres
Babesia divergens som stor Babesia, til tross for dens morfologiske likhet med smé Babesia-
arter. Babesia microti defineres som en liten Babesia [19,22,29]. B. divergens forekommer i
Europa og forer til babesiose, en malarialignende sykdom, hos kyr og mennesker [22].

B. divergens overfores av flitten 1. ricinus. B. microti forekommer hovedsakelig i USA, og
reservoaret for parasitten er gnagere, serlig mus. Parasitten overferes av flitten Ixodes
scapularis [49]. Det er ogsa pavist B. microti i gnagere i Europa, men denne overfores av

Ixodes trianguliceps som ikke angriper mennesker [22].
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Livssyklusen til Babesia bestér av ulike stadier av ukjennet og kjennet formering. Babesia
infiserer de rede blodcellene til verten. Der gjennomgér de en ukjennet formering og de rede

blodlegemene edelegges (Figur 3) [22,42].

Figur 3 Flatten tar et blodmaltid og overferer Babesia (sporozoitter) til verten. Sporozoittene invaderer
vertens erytrocytter og sporozoittene omdannes til trophozoitter. Trophozoittene formere seg ukjennet
og danner merozoitter. I blodet vil noen av merozoittene bli omdannet til hunngameter og noen til
hanngameter. Gametene overfores til en ny flatt, ved at flatten anvender den infiserte verten til et
blodmaltid. Gametene samler seg og gjennomgar en sporogonisk syklus, som resulterer i nye
sporozoitter i flatten. Flatten tar et nytt blodmaltid og overferer sporozoittene til en ny vert. @kning av
antall parasitter i blodet er arsaken til sykdom [48].

Den forste sikre dokumentasjon av human babesiose ble gjort i 1957 1 Jugoslavia [29,37]. En
miltekstirpert storfebonde ble rammet av febril hemoglobinuri, og i blodutstryk ble det funnet
intraerytrocyttere organismer. Det ble konstatert at denne infeksjon skyldtes B. divergens
[29,37]. Det forste dokumenterte tilfellet av human babesiose i USA ble rapportert i 1968
[34]. Det har blitt rapportert ca 400 tilfeller human babesiose 1 USA som skyldes B. microti

17




2 Teori

[49]. I Europa har det blitt rapportert ca 30 tilfeller av human babesiose, hvor 23 skyldes B.
divergens [22,42]. Det forste dokumenterte tilfellet i Sverige ble offentliggjort i 1992 [44]. 1
Norge er det forlepig ikke pavist tilfeller av human babesiose [49].

Det ble pa 1990-tallet oppdaget en ny intraerytrocytter protozo i USA [43]. Denne ble isolert
fra en mann med symptomer pa malaria, og ble sammenlignet med B. microti. Den er
morfologisk lik B. microti, men biologisk og genetisk ulik. Den har fatt betegnelsen WA1 og

regnes som human patogen [43].

Babesia viser mange likhetstrekk med malariaparasitter fordi de begge angriper de rade
blodlegemene [49]. Infeksjon med B. microti gir ofte subklinisk infeksjon og
influensaliknende symptomer [49]. Infeksjon med B. divergens gir malarialiknende
symptomer med feber, myalgi og hemolytisk anemi. De alvorligste sykdomsforlep sees

vanligvis hos miltekstirperte [20,49].

2.3 Ehrlichia og Anaplasma

Ehrlichia, Anaplasma og Cowdria er gram-negative intracellulere bakterier som tilherer
Rickettsia-gruppen, og som er velkjent innen veterinaermedisin [5,7]. Ehrlichia/ Anaplasma
infiserer ville pattedyr, husdyr og mennesker [5]. De ulike Ehrlichia/ Anaplasma-artene har til
felles at de fleste arten angriper de hvite blodlegemene [5]. Ulike infeksjoner som skyldes
Ehrlichia/ Anaplasma har vaert beskrevet siden tidlig 1900-tallet i verdenssammenheng [11]. I
Norge finner vi beskrivelser helt tilbake til 1780 av infeksjonen sjodogg som skyldes
Anaplasma phagocytophilum. Sjodogg angriper drevtyggere og gjenkjennes ved
feberreaksjoner [39,40]. Ehrlichia ruminantium er kjent som infeksjonen “heartwater”, som
angriper kyr, geit og sau. “Heartwater” utgjer et problem pa husdyr i det Serlige-Afrika [2].
De ulike Ehrlichia- og Anaplasma-artene blir overfort av ulike flatt-arter. I Norge er det

flatten 1. ricinus som er kjent vektor for overfering av Ehrlichia og Anaplasma [39,40].

Identifisering av Ehrlichia-, Anaplasma- og Cowdria-arter har vaert vanskelig fordi
konvensjonelle metoder for dyrkning har vert lite egnet. Morfologiske likheter og serologiske
kryssreaksjoner har dessuten gjort identifikasjon usikker [52]. Grundig molekylar
karakterisering i de senere drene av de ulike artene har fort til omfattende endringer i
klassifiseringssystemet. Genomiske analyser pd 16S rRNA- og groESL sekvens har slatt fast
at de tidligere Ehrlichia phagocytophila, Ehrlichia equi og agens for "human granulocyttaer
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ehrlichiose” (HGE) er nert beslektet til genus Anaplasma. Dette har fort til at disse har blitt
samlet under arten Anaplasma phagocytophilum comb.nov siden 2001 [10]. Agens som
fordrsaker "human granulocytter ehrlichiose” kalles nd Anaplasma phagocytophilum, og
“human granulocytter ehrlichiose” kalles nd Human Anaplasmose (HA) [5,10,52].

Agens for "human monocytter ehrlichiose” (HME), Ehrlichia chaffeensis klassifiseres
imidlertid fremdeles som Ehrlichia [5,10,52].

Ehrlichia og Anaplasma er G-Proteobacterier. De tilherer etter ny klassifisering orden
Rickettsiales, familien Anaplasmataceae (Figur 4), som inkluderer ulike arter fordelt pa genus

Ehrlichia, Anaplasma, Cowdria, Neorickettsia og Wolbachia [5,10].

[ Rickettsiales ]
Rickett.s;ceae ] [ Anaplasr.nataceae ] [— Ban‘onn-ellaceae ]
Ehrl;chia ] [ Cov;dria ] [ Anap;asma ] L Ne;ic.kettsia ] L W£achia ]

Figur 4 Ny klassifisering av Ehrlichia og Anaplasma etter reklassifisering [5,10]

”Human monocytter ehrlichiose” (HME) ble oppdaget i USA 1 1991, og skyldes Ehrlichia
chaffeensis, som infiserer monocyttene [42]. Den ble definert som Ehrlichia pga sin
tilsynelatende likhet med E. equi, nd Anaplasma phagocytophilum, men ble beholdt i genus
Ehrlichia pd grunn av molekylar slektskap til typearten Ehrlichia canis [10,42]. Den
overfores av flatten Amblyoma americanum, som ikke finnes i Europa. Det er rapportert om
enkelte tilfeller av ’human monocytter ehrlichiose” (HME) i Europa som skyldes
mononuklezre ehrlichiaer med serologisk kryssreaksjon for E. chaffeensis. Det er ukjent om
disse ehrlichiaene er andre arter eller om E. chaffeensis kan overferes av en annen vektor enn

A. americanum [42].

Human anaplasmose (HA)( tidligere "human granulocyttaer ehrlichiose™) ble beskrevet forste
gang i 1994 1 USA av den norske legen Johan Bakken [5,42]. Ferste tilfellet av Human
anaplasmose 1 Europa ble pavist 1 1997 i Slovenia [20]. I 1999 ble det forste tilfellet beskrevet
i Sverige, og de forste tilfellene i Norge ble publisert i 2001 [23]. Et studium utfert av Bakken
[5,23,42] viste at av 56 pasienter fra Syd-Norge som hadde Lyme borreliose, hadde 10.2%
antistoffer for A. phagocytophilum [5,23,42]. Human anaplasmose skyldes en patogen neert
beslektet med eller identisk med tidligere E. equi og E. phagocytophila. Disse artene er na
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forent i arten A. phagocytophilurm [10]. Det er Ixodes- flatter som er vektor for disse patogene,

og som overforer disse til ulike vertsdyr.

Human anaplasmose forarsaker akutt febril tilstand med hodepine og muskelsmerter. Hyppig
forekommer ogsa nedsatt matlyst, kvalme, leddsmerter og terrhoste. I alvorlige tilfeller kan
Human anaplasmose gi et sepsis- liknende sykdomsbilde med dedelig utgang hos ca 2 % [5].
De samme symptomene forekommer ved infeksjon som skyldes “human monocyttaer
ehrlichiose”, men kan vare noe mildere [15]. Forskning viser at ’human monocyttaer
ehrlichiose# og Human anaplasmose kan svekke immunsystemet til den infiserte, som derved

kan bli mer mottakelig for andre infeksjoner [6,15].

2.4 Borrelia

Borrelia-infeksjoner er blant de mest rapporterte vektoroverferte sykdommer 1 Europa og
USA [13,35,49], Borrelia er kjent bade 1 humanmedisin og innen veterineermedisin [52].

Ixodes- flattene er hovedvektor for Borrelia burgdorferi sensu lato 1 Europa og USA [8].

Borrelia er en spirokete, og det finnes flere ulike arter av den. Borrelia burgdorferi sensu lato
er fellesbetegnelse for flere naert beslektede Borrelia-arter. Det finnes 11 ulike genomarter
(genospecies) av B. burgdorferi s.l., hvor av 3 stykker er humanpatogene [42]. De tre
genomartene Borrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia afzelii og Borrelia garinii er alle
arsak til human sykdom i Europa, mens i USA er det bare B. burgdorferi s.s. som gir human
sykdom [35,42]. B. afzelii og B. garinii er de mest vanlige i Europa, mens B. burgdorferi s.s.

er mer sjelden [42].

B. burgdorferi s.1. tilherer orden Spirochaetales og familien Spirochaetaceae [42]. De er gram
negative mikroaerofile bevegelige spiroketer [28]. Genuset har fitt navnet etter den franske
mikrobiologen A. Borrel [13]. I figur 5 vises en oversikt over hvilke Borrelia-arter som er

human patogene og sykdommene de kan forer til [42].
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Borrelia burgdorferi
sensu lato
1 | 1

B. afzelii B. garini B. burgdorferi s. s
Kroniskdermatoborrelioses Neuroborreliose Artitt/ leddbetennelser

™~~~ i

1 1 1
[ Dermatoborreliose ] [ Neuroborreliose J [Muskel/skjelettborrelioj
e
Erythema migrans (EM) ) Banwarths syndrome J _[ Borrelia aetritt
. J/
( Multippel erythema migrans ) _[ Hjerteborreliose
\. J
Borrelialymfocytom )
N J
Acrodermatitis chronica
- atrpoicans (ACA)

Figur 5 Oversikt over hvilke sykdommer som samles i felles betegnelsen Lyme borreliose, og hvilken

human patogen Borrelia-art som forarsaker den enkelt sykdom [42].

11910 ble hudsymptomer, som na er kjente karakteristikker for Borrelia-infeksjon etter
flattbitt, beskrevet for forste gang [49]. I 1922 ble nevrologiske manifestasjoner beskrevet
[49]. Lyme disease ble farst beskrevet i 1975 i USA 1 byen Old Lyme i Connecticut, der av
navnet [13,28]. Spiroketen ble oppdaget av Willy Burgdorfer i 1982, da han fant disse i
tarmene til flatt han hadde fatt tilsendt fra Shelter Island, New York, et omrade med endemisk
Lyme disease [15]. I 1984 ble spiroketen gitt navnet Borrelia burgdorferi som en honner til
Willy Burgdorfer [13,15,28].

Borreliose diagnostiseres regelmessig ved norske sykehus, og er rapportert fra de fleste fylker,
bortsett fra de to nordligste [52]. Tall fra MSIS viste at det 1 2001 ble registrert 124 tilfeller av
Lyme borreliose [49]. Rapportering til MSIS inkluderer ikke den lokale hudinfeksjon
Erythema migrans (EM). Antallet Borrelia-smittede er trolig derfor betydelig hoyere.
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Borrelia-infeksjonen forarsaker ofte radlig hudutslett, Erythema migrans, rundt flattbittet, og
kan utvikle seg videre til infeksjoner i hud, ledd og nervesystemet [49]. Infeksjonenes forlep
deles ofte inn i tidlig lokaliserte infeksjoner, disseminerte infeksjoner og kroniske infeksjoner
[49]. Borrelia burgdorferi s.1. overfores til blodet ved flattbitt, og fores med blodstremmen
rundt i kroppen. Spiroketen invaderer der ulike organsystem ved & binde seg til ulike cellevev
nér den ankommer kroppen [41]. Noen mennesker reagerer med symptomer pé infeksjon med
en gang, mens andre reagerer forst pa et senere tidspunkt. Andre fir ingen synlige symptomer
i det hele tatt [52]. B. afzelii er kjent som arsaken til sykdom i huden, bl.a. Acrodermatitis
chronica atrophicans (ACA), B. garinii gir ofte neuroborreliose som kan rammer

sentralnervesystemet og B. burgdorferi s.s. gir som ofte leddbetennelser [42].
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3 Materiale og metoder

Benyttede reagenser og instrumenter i dette studiet som ikke er beskrevet direkte 1 teksten

henvises det til Appendix.

3.1 Feltinnsamling av flatt

Metoden som er benyttet for & samle inn flatt kalles flagging [21,38]. Et frott€éhandkle stiftes
til et kosteskaft. Frottéhdndkleet dras over vegetasjon i de utvalgte omradene. Flatten
oppfatter handkleet som et potensielt vertsdyr og fester seg til det. Flatten plukkes av

frottéhandkleet ved hjelp av en pinsett, og overfores til et proveglass med 70% etanol.

Det har ved hver innsamling vaert méalsettingen & sanke inn 100 flatt, med fordelingen 25

hanner, 25 hunner og 50 nymfer.

Langpya, Telemark huset tidligere en mindre gard med beitende husdyr, som gav gya et
kulturlandskap. Etter at beitedyrene forsvant har mye av det &pne kulturlandskapet forsvunnet,
og oya har fatt mer vegetasjon. I tillegg er gya blitt en yndet sted for radyr som kommer
svemmende fra fastlandet. @ya har derfor optimale forhold for flatt med tilgang pé ulik

vegetasjon og vertsdyr.

Pa Langeya, Telemark har a.s. Telelab et fast felt pd 10 m x 10 m pa en gresseng ved
nordestre enden av oya. Dette feltet flagges heldekkende ved hver innsamling. Oppnas det
ikke & samle inn tilstrekkelig antall flatt (se over), flagges det i tillegg pa vilkarlige steder
inntil innsamlingen er komplett. Materialet som ble benyttet fra denne lokaliteten ble hentet
fra innsamlingene 1 august 1999 (25 hanner, 25 hunner og 50 nymfer) [21], august 2000 (25
hanner, 25 hunner og 50 nymfer) og august 2001 (25 hanner, 24 hunner og 48 nymfer).

Valg av lokalitetene 1 Hordaland, Rogaland og Aust-Agder ble basert pa kunnskap om flattens
habitat og informasjon fra lokalbefolkning. Det ble flagget og lett etter flatt pa “typiske
flattsteder”, som f.eks. beitemark for sau og storfe.

I Hordaland ble det samlet inn pa Stord og Borgundey totalt 47 fltt, fordelt pa 22 hanner og
25 hunner 1 august 2000. Det ble ogsa samlet inn over 50 nymfer, men disse ble dessverre ved
et uhell gdelagt pa laboratoriet og er ikke inkludert i oppgaven. I Rogaland ble det samlet inn
totalt 29 flatt, fordelt pa 4 hanner, 1 hunn og 24 nymfer i august 2000 i Vidafjord, Moi,
Helleland og Rennese. I Vest -Agder pd Reme ble det samlet inn totalt 101 flatt, fordelt pa 26
hanner, 26 hunner og 49 nymfer 1 august 2000.
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3.2 Ekstrahering/lysering av DNA fra flatt

Flatten temmes ut pa en steril petriskal og overfladig etanol fjernes. Hver enkelt flatt deles i to
pa langs med et sterilt skalpellblad. Skalpellbladet flamberes etter deling av hver flatt.
Fléttbitene overfores til et 2 ml ror og knuses med en Pellet Pestle (en liten plastmorter) i 60
ul lyseringsbuffer. Prgvene lyseres 1 time ved 65°C og 10 min ved 100°C. Lesningen

sentrifugeres 1 1 min ved 10500 rpm for & samle materialet [21].

QIAamp ® DNA Mini Kit fra trinn 3 i Tissue Protocol ble benyttet til & rense flatt for
hemmende stoffer etter lysering. Dette skjer ved at DNA bindes til en membran, vaskes og

elueres. Dette gav ca 150 pl med DNA lgst i produsentens anbefalte elueringsbuffer.

Eluatet ble renset videre med Fenol: Kloroform: Isoamyl Alkohol 25:24:1. 150l eluat ble
tilsatt 150p1 med Fenol; Kloroform: Isoamyl Alkohol. Lgsningen ble blandet ved vortexing,
sentrifugert ved 10500 rpm 1 5 minutter for & skille fasene, og det gverste vandige laget ble
deretter avpipettert. Den avpippeterte losningen ble tilsatt etanol, 2 x volum av det
avpipetterte, blandet og inkubert i 15 min ved 4°C, slik at DNA kunne felles ut. Etter
inkubering ble lgsningen sentrifugert i 5 minutter ved 10500 rpm for & samle det felte

DNA et. Etter sentrifugering ble etanolen helt forsiktig av preven, og preven ble satt til
luftterking 1 30 min. Tilstrekkelig luftterking av preven gjenkjennes ved at det ikke er synlig
etanol eller etanollukt. DNA et ble last opp i 200ul 1x TE og oppbevart ved -20°C, inntil de
ble benyttet som DNA-templat til PCR.
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3.3 Mastermixer
Ehrlichia/ Anaplasma, Borrelia burgdorferi s.l. og Babesia ble pavist ved hjelp av PCR.

Sammensetningen av de ulike mastermixene er gitt i tabellene 1 til 8.

3.3.1 Mastermix til konvensjonell PCR

Mastermix til konvensjonell PCR lages ved & blande PCR-buffer, MgCl,, forwardprimer,
reversprimer, sterilt destillert vann og polymerase. Deretter bie 45 pl reaksjonsmix tilsatt 5 pl

DNA-templat (Tabell 1-4).

Tabell 1 PCR-mastermix uten dUTP for konvensjonell Ehrlichia/ Anaplasma PCR. Benyttet til konstruksjon av
Ehrlichia internkontroll.

‘ Ehrlichia/Anaplasma PCR mastermix uten dUTP
Komponenter' Konséntra‘sjon. or. PCR- reaksjon
10 x PCR Gold-buffer Sul
MgCl, 25 mM| 4]
dNTP 25 mM 0.4pl
Ehr 521 100 pmol/pl 0.5u]
Ehr 747 100 pmol/pl 0.5ul
Sterilt dest. vann 36.6ul
IAmpliTaq Gold 1y 2.5 U/50u] 0.5u]
DNA-templat Sul

Tabell 2 PCR-mastermix med dUTP for konvensjonell Exrlichia/ Anaplasma PCR. Benyttet til analyse av flatt.

Ehrlichia/Anaplasma PCR mastermix med dUTP
Komponenter Konsentrasjon [pr. PCR- reaksjon
10 x PCR Gold-buffer S5ul
MgCl, 25 mM 3ul
dUTP 25 mM 0.4pl
Ehr 521 100 pmol/pl 0.5ul
Ehr 747 100 pmol/pl] 0.5u]
Sterilt dest. vann 35.6ul
AmpliTaq Gold 1y 2.5U/50ul 0.5pul
DNA-templat Sul

Tabell 3 PCR-mastermix for konvensjonell Babesia PCR. Benyttet til analyse av flatt.

Babesia PCR mastersmix
Komponenter ' Konséntrésjon r. PCR- reaksjon
10 x PCR Gold-buffer Sul
MgCl, 25 mM 3ul
dNTP 25 mM| 0.4pl
Piro A 100 pmol/pul 0.5ul
Piro B 100 pmol/ul 0.5ul
Sterilt dest. vann 35,6ul
\AmpliTaq Gold v 1.5 U/50ul 0.3pul
IDNA-templat Sul
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Tabell 4 PCR-multiplex-mastermix for konvensjonell Borrelia PCR. Benyttet til analyse av flatt.

T
Komponenter  [Kor ) aksjon
10 x PCR Gold-buffer Sul
MgCl, 25 mM 4pl
ANTP 25 mM| 0.4yl
GI-L 500 ng/pl 0.75ul
GI-R 500 ng/ul 0.75ul
GII-L 500 ng/ul 0.75pl
GII-R 500 ng/ul 0.75ul
GIII-L 500 ng/ul 0.75ul
GIII-R 500 ng/pl| 0.75pl
Sterilt dest. vann 31.1ul
Amplitaq Gold 1.5 U/50/ul 0.3ul
DNA-templat Sul

3.3.2 Mastermix til Real Time PCR med probe
Mastersmix til Real Time PCR (Tabell 5-6) ble laget ved & blande Tagman Universal PCR

Master Mix (2x), forwardprimer og reversprimer, probe og sterilt destillert vann.

Tabell 5 PCR-mastermix med probe for Real Time B. divergens gr. PCR. Benyttet til analyse av flatt.

B. divergens gr. Real *TimégvPCRvmastermii 5
Komponenter ~ [Konsentrasjonlpr. PCR- reaksjon
Tagman Universal PCR
Master Mix (2x) 25ul
BdiT SuM 2,0ul
BdiF 3 pmol/pu] Sul
BdiR 9 pmol/ul Sul
Sterilt dest. vann 8ul
DNA templat Sul

Tabell 6 PCR-mastermix med probe for Real Time B. microti gr. PCR.

B. microti gr. Real Time PCR mastermix
Komponenter S Konsentvr-asjvon' pt".’-I'f"CR-‘. reéksjoh
‘Tagman Universal PCR
Master Mix (2x) 25ul
BmiT SuM 2,5ul
BmiF 9 pmol/pl 5ul
BmiR 9 pmol/pl Sul
Sterilt dest. vann 7,5ul
IDNA templat Sul
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3.3.3 SYBR®Green-mastermix til Real Time PCR
SYBR®Green-mastersmix ble laget ved & blande SYBR®Green PCR-Mastermix,

forwardprimer, reversprimer og sterilt destillert vann (Tabell 7-8).

Tabell 7 PCR-mastermix for B. divergens gr. SYBER®Green-PCR. Benyttet ved innkjering av metode for
detektering av B. divergens gr.

___B. divergens gr. SYBR®Green PCR mastermix
Komponenter _[Konsentrasjon jpr. PCR- reaksjon
Sybr®Green reaksjons

PCR Master Mix 25ul]
BdiF 9 pmol/pl Sul
BdiR 9 pmol/pl Sull
Sterilt dest. vann 10ul
IDNA-templat Sul

Tabell 8 PCR-mastermix for B. microti gr. SYBR®Green-PCR. Benyttet ved innkjering av metode for

detektering av B. microti gr.

B. microti PCR SYBR®Green mastermix
'Komponenter Konsentrasjon pr. PCR- reaksjon
Sybr®Green reaksjons
PCR Master Mix 25ul
BmiF 9 pmol/ul Sul
BmiR 9 pmol/pl Sul
Sterilt dest. vann 10ul
DNA-templat Sul

3.4 PCR-program

PCR-program til konvensjonell PCR og Real Time PCR benyttet til detektering av Ehrlichia/
Anaplasma, Borrelia burgdorferi s.l og Babesia (Tabell 9-12).

Tabell 9 Konvensjonelt PCR-program for Ehrlichia/ Anaplasma analyse.

__Ehrlichia/Anaplasma PCR-program
Pfogramtype ' Tid og temperatur kRépet‘isjdne‘r' ‘
IAktiveringsprogram 10 min 93°C 1
Syklusprogram

Denaturering 45s 94°C
Annealing 45s 60°C 40
Extension 45s 72°C
Holdprogram S min 72°C 1
Instrument Perkin Elmer PE 9600
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Tabell 10 Konvensjonelt PCR-program for Babesia 'analyse.

Babesia PCR-program

Programtype ~ [Tid og temperatur |Repetisjoner
|Aktiveringsprogram 10 min 93°C 1
Syklusprogram

Denaturering 45s 94°C

Annealing 45s 55°C 40

Extension 45s 72°C
Holdprogram 5 min 72°C 1
Instrument IPerkin Elmer PE 9600

Tabell 11 Konvensjonelt PCR-program for Borrelia analyse.

Borrelia PCR-program

Programtype ~ [Tid og temperatur _ [Repetisjoner
\Aktiveringsprogram 10 min 93°C 1
Syklusprogram

Denaturering 60s 92°C

Annealing 60s 65°C 40

Extension 60s 72°C
Instrument [Perkin Elmer PE 9600

Tabell 12 Real Time PCR program for Babesia analyse.

Babesia Real time PCR-program
Programtype Tid og temperatur  [Repetisjoner
Stage 1 2 min 50°C 1
Stage 2 10 min 95°C 1
Stage 3 155 95°C

60s 60°C 40
Instrument IABI Prism 7000

3.5 Analyse av Real Time PCR resultater

Ved analyse av resultater for Real Time PCR settes en terskelverdi (Figur 6). Terskelverdien

settes som en linje der hvor s& mange som mulig av kurvene er lineare. Ct-verdien er PCR-

syklusen hvor amplifiseringskurven krysser en bestemt terskelverdi. Kvantifisering av

resultatene gjeres i henhold til en standardkurven, basert pd Ct-verdier av en fortynningsserie

av kontroll-DNA med kjent konsentrasjon.

7

Figur 6 Viser amplifiseringsplot av fortynningsserie av kontroll-DNA.

Y. /|

/
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3.6 Gelelektroforese

Gelelektroforese benyttes til analyse og isolering av DNA fragmenter.

3.6.1 Polyakrylamidgel 8%
En 8% polyakrylamidgel separerer DNA-fragmenter i sterrelsen 60-400bp [32].

Polyakrylamidgel ble brukt ved separasjon av DNA-fragmenter som skulle isoleres fra gel.
Polyakrylamidgel 8% ble laget ved & blande destillert H,O, glyserol, Acrylamid/Bis Stock-
lgsning og 10 x PAGE-buffer i en konisk vakuumflaske. Deretter ble lgsningen avgasset
under vakuum, og tilsatt katalysatorene 1% Ammonium persulfate og TEMED (N,N,N",N"-
tetramethylethylenediamine). Gelen ble deretter stept og satt til polymerisering i 2 timer.
Gelelektroforese ble kjert i 3-5 timer ved 400 V i 1 x PAGE-buffer.

3.6.2 Metaforgel 3%
Metaforgel ble benyttet istedenfor agarosegel til separasjon av DNA-fragmenter hvor det var

behov for spesielt hoy resolusjon.

Metaforgel 3% ble laget ved & blande metafor og 1x TBE-buffer i en glasskolbe. Lasningen
ble kokt i mikrobglgeovn. Gelen ble deretter stopt ved 4°C og satt til stivning i 2 timer ved
4°C. Gelelektroforese ble kjort i 2 timer ved 100 V.

3.6.3 Agarosegel
3% agarosegel ble benyttet til separasjon av amplifisert Ehrlichia med internkontroll. 2%

agarosegel ble benyttet til kontroll av amplifisert materiale uten spesielle krav.
Agarosegel ble laget ved a blande agarose og 1x TBE-buffer i en glasskolbe. Lgsningen ble s&
kokt 1 mikrobglgeovn. Gelen ble deretter stopt og satt til stivning i 1 time ved romtemperatur.

Gelelektroforese ble kjort i 1 time ved 130 V.

3.6.4 Kombinasjonsgel 0.5% agarose 1% metaforgel
Denne gelen ble benyttet til & kontrollere amplifisert Borrelia. Hensikten med bladingsgelen

var & {4 bedre separasjon av DNA-fragmentene i omradet 50-200 bp.

1% agaroselosning og 2% metaforlgsning i 1x TBE ble smeltet i separate beholdere i
vannbad, og blandet sammen i forholdet 1:1. Dette gir 0. 5 % agarose + 1% metaforgel. Gelen
ble satt til stivning i 1 time ved romtemperatur. Gelelektroforese ble kjort i 1.5 timer ved

100V.
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3.6.5 Farging og fotografering
For & synliggjere DNA fragmenter ble agarose og metaforgeler farget med SYBR®Gold i 1 x

TBE-buffer i 40 minutter. Polyakrylamidgeler ble farget med SYBR®Gold i 1 x PAGE-buffer
1 40 minutter. Gelene ble deretter avfotografert pa en 302 nm transilluminator med 40

sekunder eksponeringstid med gult filter.

3.7 lIsolering og eluering av DNA-fragmenter fra elektroforesegeler

3.7.1 Isolering av DNA-fragment fra polyakrylamidgel

Isolering fra polyakrylamidgel ble gjort for oppné et produkt som var renere, og hadde mindre
hemmende stoffer i seg. Gelelektroforese ble kjort som beskrevet overfor, gelen ble farget og
UV-bestralt pd en 302 nm transillimunator for & synliggjere DNA-fragmentene. Ved hjelp av
storrelsesstandarden ¢-X 174 DNA/ Haelll Markers kunne sterrelsene pa bandene som var
synlig pé gelen fastsettes. @nskede band ble kuttet ut av gelen vha. skalpell.

3.7.2 Fryseeluering
Etter isolering fra gelen ble fragmentene lagt i et 1.5 ml rer og fryst ned i -70°C i 18 timer.

Det frosne innholdet ble s& most med en Pellet Pestel og frosset ned p& nytt i -70°C i 30
minutter. Det frosne materialet ble most pa nytt med en Pellet Pestel og tilsatt 1 xTE.

Losningen ble sé vortexet og spunnet ned, dette ble gjentatt 3 ganger.

3.7.3 Passiv eluering
Etter isoleringen fra gelen ble fragmentene lagt i et 1.5 ml ror og tilsatt 1 xTE i likt volum

som fragmentene. Losningen ble satt til passiv eluering i romtemperatur over natt.

3.8 Konstruksjon av positivkontroll - amplikon fra gel

Eksisterende positivkontroll ble oppformert ved PCR. PCR-produktet ble renset med
QIAquick PCR purification Kit for & fjerne primer dimer. Primer dimer utkonkurrerer det
autentiske PCR-produkt og ferer til underestimering av folsomheten. For vare sikker pa at all
primer dimer ble fjernet, ble PCR-produktet applisert pa en 2% agarosegel og gelektroforese
ble kjorti 1 time 130 V. Gelen ble farget og de spesifikke b&ndene ble isolert fra gelen. De
isolerte fragmentene ble renset med MinElute Gel extraction Kit. Konsentrasjon ble beregnet
vha agarosegelelektroforese og sterrelsestandard; ®X 174 DNA/HaE III Markers, og
lgsningen ble seriefortynnet i 1 xTE.
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3.9 Statistiske analyser
Statistisk bearbeiding av analysedata ble gjennomfert ved hjelp av SPSS, version 12.0. Det

ble benyttet kji-kvadrattest.

3.10 Oversikt over benyttede primere, prober og positivekontroller

Oversikt over benyttede primere, prober og positivekontroller med sekvens, malorganisme og

referanser (Tabell 13-16).

Tabell 13 Oversikt over primere med sekvenser og mélorganismer til konvensjonell PCR og Real Time PCR

Primere til PCR |

 Sekvens

Malorga sm

nse

5°-TGT AGG CGG TTC GGT AAG TTA AAG-3~

Levin et al. (24)

|Ehr 521 A. phagocytophilum

Ehr 747 5°-GCA CTC ATC GTT TAC AGG GTG-3° \A. phagocytophilum Levin et al. (24)

GL-R TTA CAG TAA TTG TTA AAG TTG AAG TGC C |B. burgdorferis.s Demaerschalk et al. (9)
GI-L AAC AAA GAC GGC AAG TAC GAT CTA ATT B. burgdorferi s.s Demaerschalk et al. (9)
GlI-R GTA ACT TTC AAT GTT GTT TTG CCG B. garinii Demaerschalk et al. (9)
Gll-L TGA TTA AAA CAA CGG TTC TGG AAC B. garinii Demaerschalk et al. (9)
GllI-R TTC CAA TGA TAC TTT ATC ATT AGC TAC TT |B. afzelii Demaerschalk et al. (9)
GlII-L TAA AGA CAA AAC ATC AAC AGA TGA AATG B. afzelii Demaerschalk et al. (9)
Piro-A 5°-AAT ACC CAA TCC TGA CAC AGG G-3° B. divergens gr. Armstrong et al. (4)
Piro-B 5 -TTA AAA TAC GAA TGC CCC CAA C-3° B. divergens gr. Armstrong et al. (4)
BdiF CAG CTT GAC GGT AGG GTA TTG G B. divergens gr. Dette studiet

BdiR TCG AAC CCT AAT TCC CCG TTA B. divergens gr. Dette studiet

BmiF GGG ACT TTG CGT TCA TAA AAC G B. microti gr. Dette studiet

BmiR AGG ACA TCT AAG GGC ATC ACA GA B.microti gr. Dette studiet

Tabell 14 Oversikt over benyttede positivkontroller med sekvenser og malorganismer til Real Time PCR.

Pos. kontr. til - Sekvens ‘Malorganisme “"Réfer;ahfsev
Real Time PCR L . , : - .
Bmik 5°-GGA CTT TGC GTT CAT AAA ACG CAA GGA |B. divergens gr. Dette studiet
AGT GTA AGG CAA TAA CAGGTCTGTGATGC
CCT TAG ATG T CC T-3°
Bdik 5°AGG GAC TTT GCG TTC ATA AAA CGG GAC |B. microfi ar. Dette studiet
AAT AAC GGA ATG TGA AGG AAC TCT GTG
ATG CCC TTA GAT GTC CT-3°
Bmic-ic 5°AGG GAC TTT GCG TTC ATA AAA CGG GAC |(B. microtigr. Dette studiet
AAT AAC GGA ATG TGA AGG AAC TCT GTG
ATG CCC TTA GAT GIC CT-3°
Bdi-ic-real 5°- CAG CTT GAC GGT AGG GTA TTG GCC B. divergens gr. Dette studiet

GGA GGG TAA CGG
CGA-3

TAC GGC AAC GAC
GGA ATT AGG GTT
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Tabell 15 Oversikt over benyttede positivkontroller til konv

ensjonell PCR

Pos. kontr.til | opphav.. o
_Real TmePCR | Lo e b
Babesia Positivt B. divergens PCR-materialet fra Nederland |B. divergens Prof. Dr. F. Jongjan
B. burgdorferi s.I. _|Amplikon fra gel B. burgorferi s.1. Dette studiet
B. garinii Amplikon fra gel B. garinii Dette studiet
B. afzelii. Amplikon fra gel B. afzelii Dette studiet
Ehrlichia/ Total DNA fra blod fra en sau podet lA. phagocytophilum a.s. Telelab/
Anaplasma med A. phaogocytophilum Snorre Stuen

Tabell 16 Oversikt over prober med sekvenser og méalorganismer til Real Time PCR.

Dette studiet

B. divergens gr.

CGA GGC AGC AAC GG B. divergens gr.
BmiT AAG TGT AAG GCA ATA AC B. microti gr. Dette studiet
BdIKT CTA CGG CAA CGA CG B. microti gr. Dette studiet
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4 Resultater
4.1 Etablering og optimalisering av PCR for pavisning av Babesia.

4.1.1 Konvensjonell PCR

For konvensjonell PCR-analyse for Babesia spp ble primerne PiroA (forward)/ PiroB (revers)

benyttet [4]. B. divergens DNA ble benyttet som positivkontroll.

Amplifisering av positivkontroll med PiroA/ PiroB gav det forventede 408 bp-bénd pa en 2%
agarosegel. I den negative kontrollen (human genomisk DNA 10 ng/pl) ble det observert

amplifiseringsprodukter av ulike storrelser.

Fem tilfeldig utvalgte flatt ble amplifisert med primerne PiroA/ PiroB. Amplifiseringen gav

mange uspesifikke band. Tilsvarende resultater ble observert for positivkontroll.

P4 bakgrunn av disse resultatene ble justeringer i PCR-forholdene gjennomfert for 4 oppné
bedre spesifisitet. For & oppnd optimal felsomhet og spesifisitet i en PCR-reaksjon er det
vanlig & justere annealingstemperaturen, MgCl,- konsentrasjon og primerkonsentrasjon.

Ved 4 gke annealingstemperaturen kan primernes selektivitet gkes. Ved gkning eller senkning
av MgCl,-konsentrasjon endres DNA- polymerasens evne til & binde seg til primerne for
utvide disse. Ved for lav MgCl,- konsentrasjon vil DNA-polymerasen ha for lav aktivitet, og
den vil ha problemer med & binde seg til primerne. Ved for hey MgCl,-konsentrasjon vil
aktiviteten vaere svart hay, og DNA-polymerasen vil binde seg til alle ”settene” hvor

. primerne har festet seg. Ved optimal MgCl,-konsentrasjon vil det ta litt tid for DNA-
polymerasen binder seg til primerne, og det skjer bare en utvidelse av primere som kan binde
seg varig.

Ved primertitrering optimaliseres primerkonsentrasjonene. Optimal primerkonsentrasjon
avhenger av primernes stabilitet. Er primerne stabile etter "feste” til sekvensen som skal
kopieres, kan primerkonsentrasjon vare lav. Er primernes “feste” til sekvensen ustabil

behaves hayere primerkonsentrasjon.

Okning i annealingstemperaturen fra 55°C til 57°C gav darligere folsomhet uten vesentlig

forbedring av spesifisiteten. 55°C ble derfor benyttet i de videre forsekene.
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Da endring i annealingstemperaturen fra 55°C til 57°C ikke gav bedre selektivitet, ble det
gjennomfert en MgCl,-titrering. MgCl, -konsentrasjonene pad 6 mM, 5 mM, 4 mM, 3 mM, 2.5
mM, 2 mM, 1.75 mM, 1.5 mM ogl.25 mM ble undersegkt. 3mM MgCl,-konsentrasjon gav det
tydeligste og sterkeste 408 bp-bandet. Ved 1.25 mM til 2 mM ble ingen 408 bp-band
observert. For konsentrasjoner over 3 mM ble det mer bakgrunnstey av lav molekyler vekt
DNA som utkonkurrerte det 408 bp-béndet.

Etter MgCl,-titrering ble det gjennomfert en trinnvis gkende primertitrering (Tabell 17) [3].
De beste amplifiseringsresultatene ble oppnadd med 300 nM av bade PiroA (forward) og

PiroB (revers).

Tabell 17 Viser de ulike primerkonsentrasjonen for forward og revers primerne som ble benyttet i

primertitreringen.

Revers Pr’ime'rvl S FOn)vard brime'rl kthénfrasjon
konsentrasjon i 50 nM 300 nM 900 nM
50 nM 50/50 300/50 900/50
300 nM 50/300 300/300 900/300
900 nM 50/900 300/900 900/900

Etter justering i primerkonsentrasjon og MgCl,-konsentrasjon, ble syv tilfeldige flatt valgt ut
og amplifisert. Analysen viste fortsatt mange uspesifikke band i prevene. Det var ogsé
tendenser til uspesifikke band i positivkontrollen.

I lepet av en del PCR-oppsett ble det observert ustabil felsomhet fra PCR-oppsett til PCR-

oppsett, noe som gjorde analyse av resultatene vanskelig.

4.1.2 Real Time PCR
Da optimalisering av den konvensjonelle metoden ikke lykkes, ble det vurdert som

hensiktsmessig & etablere en ny PCR analyse i Real Time format.

4.1.2.1 Konstruksjon av primere, probe, positivkontroll og internkontroll til Real Time PCR
Som utgangspunkt for & konstruere Babesia primere til Real Time PCR, ble sekvensen til
primeren PiroA benyttet som sgkesekvens i programmet BLAST [www.ch.embnet.org]. Dette
seket gav mange treff, blant disse var Babesia microti 18s IRNA gensekvens AB071177.

B. microti ABO71177 ble benyttet som sgkesekvens til 4 foreta et nytt BLAST-sgk. BLAST-

seket gav treff pd 18s rRNA sekvenser fra flere Babesia-arter, samt endel Theileria og

34



4 Resultater

Piroplasma-arter. Det ble ikke gjort treff pa B. divergens eller B. bigemina. For & finne
sekvenser til de manglende Babesia-artene, ble disse sgkt pa artsnavn i PubMed
[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed]. Et utvalg av sekvenser ble lastet ned vha.
kommandoen FETCH [ www.ch.embnet.org/]. De ulike sekvensene ble importert til
programvaren KODON [Versjon 1.0, Applied Matris, Sint-Martens-Latein, Belgia] hvor det

ble gjennomfert multippel sekvenssammenstilling og fylogenetisk analyse etter

likhetsalgoritmen [UPGMA] (Figur 7). Resultatet av analysen viste at de ulike sekvensene

kunne deles inn i fire store grupper; “bovisgruppen” (B), ”divergens gruppen” (D),

“theileriagruppen” (T) og “microtigruppen”. Microti -gruppen kunne videre deles i 3

undergrupper “microti ’(M), “felis/leo” (F) og “’rodhainii”’(R). Videre viste det seg at

’microtigruppen” hadde sterre likhet med “’theileriagruppen”, enn med “’divergensgruppen”,

og at B. bovis var meget ulik alle de andre sekvensene (Tabell 18, Figur 7).

Tabell 18 Sekvenser brukt i seleksjon av Babesia primere

Lepenummer Organisme‘ Gruppe
U07885 \Babesia divergens Divergens (D)
U16369 B. odocoilei D
X59604 B. bigemina D
L19079 B. canis D
AB012198 Theileria sp. Theileria (T)
U97052 Theileria sp. T
AF036336 Theileria sp. T
AB000270 Theileria sp. T

" |AB012199 Theileria sp. T
128999 Theileria parva T
AF1642432 Theileria sp. T
AF1642433 Theileria sp. T
715105 B. equi T
AY027816 Babesia sp. WA T
113730 Theileria-beslektet sp. T
AF158709 Piroplasmida genospecies BH3 T
AF158707 Piroplasmida genospecies FD1 T
AF158708 Piroplasmida genospecies BH1 T
AF081465 Babesia sp. Felis/Leo (F)
AF244911 B. leo F
AF244914 Babesia sp. F
(AF244913 Babesia sp. F
AF244912 B. felis F
AB032434 B. microti Microti (M)
U09833 B. microti M
AB085191 B. microti M
AB050732 B. microti M
AB071177 B. microti M
AF188001 Babesia "spanish dog" M
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1z 10 & f;’s 4 2

-

e | 10079 Babesia canis
un788s Babesla divergens
{ E U16369 Babesia odocoilei
- X59604 Babesia bigemina
ABOG0270 Theilaria sp.
AF036336 Theileria sp. China
ug7052 Theileria sp.
ABG12198 Theileria sp.
AB012138 Theileria sp.
L28899 Theileria parva
AF162432 Theileria sp.
AF162433 Theileria sp.
b 715105 Babesia equi
AF158707 Piroplasmida gen. sp. FD1
*_E AF158708 Piroplasmida gen. sp. BH1
AF158709 Piroplasmida gen. sp. BH3
[ AY027816 Babesia sp. WA1
L13730 Theileria-related sp.
AB032434 Babesia micrott
AB085191 Bahesia microti
— U0e833 Babesia microti
AB0S0732 Babesia microti
ABO71177 Babesia microti
e AF 188001 Babesia sp. "spanish dog’
AF081465 Babesia sp.
AF244911 Babesia iec
AF244912 Babesia felis
AF244913 Babesia sp.
AF244914 Babesia sp.
[ AB049999 Babesia rodhaini
M87565 Babesia rodhaini
1.19077 Babesia bovis

Figur 7 Cladogram basert pa sammenligning av 18s rRNA sekvenser fra Babesia og beslektede arter.

Det ble pa bakgrunn av resultatene fra sekvenssammenstilling og fylogenetisk analyse
konkludert med at det sannsynligvis ikke ville veere mulig & designe en PCR som paviste alle
Babeisa-artene uten at Theileria og Piroplasma ogsé ble omfattet. Det ble derfor besluttet &
konstruere to separate primersett som skulle vere spesifikke for “divergens-gruppen” og

“microti-gruppen”.

Videre design ble gjort i programvaren Primer Express [Versjon 2.0, Applied Biosystems,
Foster City,USA]. B. microti sekvensen AB 032434 ble importert til Primer Express, som
sekte gjennom en DNA-sekvens for undersekvenser som egnet seg som PCR-primere og
deteksjonsprober. Sgket ble gjennomfert med innstillinger for TagMan MGB (minor groove
binder) primere og prober. Primersekvensene som ble funnet ble sortert etter posisjonen av
den 5 “-prime enden av den venstre (forward) primer. Primerne var samlet i 14 omrader. De
tilsvarende omrddene 1 Babesia-Theileria sekvenssammenstilling ble undersgkt. Halvparten
av omradene viste enten sekvensvariasjon innen microtigruppen” (for variable), eller var like

med sekvenser utenom “microtigruppen’ (for konservert). Ut fra disse resultatene ble det

36



4 Resultater

konstatert at de mest lovende primersettene var fra omrade til hayre for bp 1154, 1360 og
1540 1 AB032434 sekvensen. Det ble deretter gjennomfort et nytt sek i BLAST med de ulike
primer/probekandidatene for & kontrollere for uforutsette kryssreaksjoner. Dette soket
eliminerte 1154 og 1540 omradene, og primere i 1360-region ble valgt. Disse primerne het
BmiF (forward) og BmiR (revers); proben het BmiT. PCR-reaksjonens spesifisitet stammer
kun fra forward primeren BmiF og proben BmiT; BmiR er ikke spesifikk.

Sekvensene hadde full homologi til alle medlemmene 1 ’microtigruppen”, med to unntak.
BmiT har en enkel mismatch med Babesia spanish dog”. En av B. rodhainii sekvensene
mangler en ”G” 1 forhold til BmiR. Denne basen er tilstede 1 samtlige andre Babesia/Theileria

sekvenser, s& den manglende G er hoyst sannsynlig en sekvenseringsfeil.

Tilsvarende arbeid ble gjort for & designe primere til ”divergensgruppen”. B. divergens 18s
rRNA sekvensen U07885 ble analysert for lovende primere og prober i Primer Express.

Det ble etter analyse i Primer Express identifisert 11 omrader, av disse var 7 for variable og 1
for konservert. Etter sgk i BLAST ble omradet til hayre for bp 266 valgt. Dette gav primerne
BdiF ( forward) og BdiR (revers) og proben BdiT. PCR-reaksjonens spesifisitet stammer kun
fra forward primeren BdiF og proben BdiT, mens BdiR er ikke spesifikk.

Til konstruksjon av positivkontroller til B. microti ble B. microti (AB032434) 18s rRNA
sekvensen fra 1362 til 1430 (dvs fra begynnelsen av BmiF til enden av BmiR) syntetisert.
Tilsvarende ble gjort for & lage positivkontroll til B. divergens. B. divergens (U07885)18s
rRNA sekvensen fra 266 til 327 ble syntetisert.

Til konstruksjon av internkontroll ble internkontroll-sekvensen derivert fra positivkontroll-
sekvensene ved & stokke om probe-bindings-sekvensene. Dette for & gi en sekvens som lot seg
amplifisere av de samme primerne som positivkontroll. Den skulle ikke reagere med den

opprinnelige pavisningsproben, men skulle kunne detekteres med egen spesifikk probe.

4.1.2.2 Optimalisering av Real Time PCR

De syntetiske positivkontrollene til B. divergens og B. microti hadde fra leveranderen en
konsentrasjon pa 100 pmol/ul. Denne konsentrasjon var meget hey, tatt i betraktning at man
kun trenger ett molekyl for & kunne amplifisere. Dette gav en risiko for forurensning av

omradet for PCR-oppsett p laboratoriet. Lesningen ble derfor fortynnet ned til 6x10°
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molekyler/10ul pd et post- PCR-omréde, for den ble brakt inn til et pre-PCR-omréde.
Lesningen med 6x10°/ 10ul molekyler ble deretter seriefortynnet med Human DNA (10
ng/ul).Ved PCR-kjeringer ble 3x10° molekyler/5pul il 3x10™ molekyler/5pl benyttet som

positivkontroll. For B. divergens ble den forventede amplifiseringskurven observert.

Det ble ved uttesting av positivkontroll ikke observert noen amplifiseringkurven for B.
microti. Dette tydet pa feil ved enten probe, primer eller positivkontroll. B. microti ble s
testet med SYBR®Green-teknologi, men ingen amplifisering ble observert. Den konstruerte
internkontrollen til B. microti ble testet, men ingen amplifisering ble observert. Disse
uttestingene tydet pa at det var feil ved primerne for B. microti . For & utelukke sekvensfeil
som arsak til manglende amplifisering ble de leverte primerne og positivekontroll kontrollert,
og det ble konstatert at disse var korrekte. Videre optimalisering ble pa grunn av dette kun

utfert for B. divergens.

Standardkonsentrasjon for primere ved PCR-kjering med Real Time er 900 nM for bade
forward-primer og revers-primer. Ved bruk av denne konsentrasjon gir leveranderen en
garanti pa at PCR-reaksjonen vil fungere, men dette behever ikke vare den optimale
primerkonsentrasjon. En optimal PCR-reaksjon kan fungere med primer-konsentrasjoner
mellom 50 nM og 900 nM [3]. Kombinasjoner av hhv 50, 300 og 900 nM (Tabell 17) ble
forsgkt i primertitreringen. Kombinasjon 300 nM BdiF (forward primer) og 900 nM BdiR

(revers primer) gav like gode signaler som standardoppsett fra leveranderen.

Leveranderen garanterer at PCR-reaksjon vil fungere med en probe-konsentrasjon pa 250 nM.
Dette behever ikke vare den optimale konsentrasjon, og de anbefaler probetitrering.
Probekonsentrasjon pa 50 nM, 100 nM, 150 nM, 200 nM og 250 nM ble forsekt. Det ble
observert at en probekonsentrasjon pd 200 nM gav like gode signaler som standardoppsett fra

leveranderen..

Internkontrollen ble fortynnet som beskrevet for positivkontroll. Konsentrasjonene 3x10°
molekyler/5pul til 3x10° molekyler/5pul ble benyttet i uttesting av internkontrollen. Det ble
observert at B. divergens internkontroll ble amplifisert.

Ved samkjering av internkontroll (IK) og positivkontroll (PK) var det nedvendig & kontrollere

denne kombinasjon for eventuelle kryssreaksjoner (Tabell 19). Resultatene av uttestingene
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viste at internkontrollen (IK) og positivkontroll (PK) ikke kryssreagerte med hverandre
(Tabell 19, forsek nr 1 og 2). Resultatet i forsek nr 3 viste at internkontrollen (IK) og
positivkontrollen (PK) virket sterkt hemmende pa hverandres probe, og dermed ikke egnet seg
til tiltenkt bruk.

Tabell 19 Kombinasjoner av probe, primer og DNA-templat som ble kontroller for eventuelle kryssreaksjoner i
optimaliserings arbeidet til B. divergens Real Time PCR.

Forsek | Probe | Primer | DNAtemplat |  Resultat
1 BdiT BdiF/BdiR  [Syntetisk IK Ingen amplifisering
2 BdiKT BdiF/BdiR _ |Syntetisk PK Ingen amplifisering
3 BdiT+BdiKT |BdiF/BdiR  |Syntetisk IK og PK*|lngen amplifisering

*) PK ble satt opp i seriefortynning 3x10°molekyler/5pl til 3x10° molekyler/5ul. IK-konsentrasjon var
3x10’molekyler/5ul pr.reaksjon.

I videre analyser av flatt ble primerne BdiF (300 nM)/ BdiR (900 nM) brukt sammen med
probe BdiT (200 nM). Positivkontroll BdiK (fortynnet i 10 ng/pul Human DNA) ble brukt som
parallellkontroll og kvantifiseringsstandard. P4 grunn av negative resultater beskrevet over,

ble ingen forsek gjort for & pavise B. microti eller & bruke internkontroll.

4.2 Konstruksjon av internkontroll til bruk i Ehrlichia/ Anaplasma PCR

I dette studiet skulle primeme Ehr 521/47 benyttes til pavisning av Ehrlichia/ Anaplasma.
Dette har vist ustabil felsomhet som forekommer fra oppsett til oppsett. Slik variasjon kan
fore til systematiske feil i opptelling av positive flatt og antyde falske forskjeller mellom
populasjoner. Ved & bruke en internkontroll (IK) stiller man inn en minimum fglsomhet og
kontrollerer variasjon i folsomheten. I tillegg kan falske negative resultater pa grunn av
hemmende prover ekskluderes.

Formalet med denne konstruksjon var & konstruere et DNA-fragment som kunne amplifiseres

med Ehr 521/747, men som gav et sterre amplifiseringsprodukt.

4.2.1 Strategi for konstruksjon av Ehrlichia-internkontroll

Strategien med denne konstruksjon var & sette inn et 67 bp-fragment inn i det 247 bp

Ehr 521/747 amplikon, for & danne et 314 bp-fragment. Amplifisering av Ehrlichia/
Anaplasma med Ehr 521/747 gir et produkt p& 247 bp (Figur 8). Ved & kutte dette PCR-
produktet med restriksjonsenzymet Rsal dannes det 101 bp- og 147 bp-fragmenter (Figur 8).
Et 67 bp-fragmentet lages ved 4 kutte Oli1+/Oli2+ PCR-produkt fra Human papillomavirus
HPV-16 med restriksjonsenzymene HpyCH4V og Sspl som kutter henholdsvis ved 153 bp og
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220 bp (Figur 8). Ved ligering av 101 bp-, 67 bp- og 146 bp-fragmenter dannes det et 314 bp-
fragment (Figur 8). Dette resulterer i en sekvens som ikke gjenkjennes verken av Rsal, Sspl
eller HpyCH4V (Tabell 20). Ved & kutte produktet pa nytt med Rsal elimineres ugnskede
ligeringsprodukter .

Nermere analyser av DNA-sekvensene viste at ved en orientering av den 67 bp-fragment ville
et kuttesete for enzymet BslI bli dannet. Dette gav muligheten for & eliminere en orientering

av det 67 bp insertet og produsere internkontroll som var en homogen DNA-sekvens.

Rsal HpyCH4V Sspl
l Rsal HpyCH4V, Sspl l
| | B | (B
101 bp 146 bp 153 bp 67 bp 113 bp
Ligase
B [l ] | |
314 bp
Internkontroll

Figur 8 Illustrasjon av konstruksjon av Ehrlichia internkontroll. Illustrasjon viser hvor restriksjonsenzymene
kutter p& Ehr 521/747 amplikon og Olil+/Oli2+ HPV16 amplikon. Den illustrerer ogsa hvilke DNA-fragmenter

som ligeres og danner internkontrollen.

Tabell 20 En oversikt over gjenkjennelsessekvensene og kuttesetene til restriksjonsenzymene HpyCH4V, Sspl
og Rsal. Og resultatene av ligering av Rsal-og Sspl-fragmenter, og ligering av HpyCH4V- og Rsal-fragmenter.

Restriksjonsenzym Kuttesete
HpyCH4 V 5% % TG CA: 3"
3% BC 6T;4.:5°
Sspl 5°...AAT ATT...3"
3 ...TTA TRA...5"
Rsal 5>...GT AC...3"

3°...CA TG...5"

Ligering av Resultat
Rsal/Sspl GTATT
CATAA
HpyCH4/ Rsal TGAC
ACTG
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4.2.2 Konstruksjon av Ehrlichia- internkontroll

PCR-produkt fra HPV-16 ble kuttet med Sspl og HpyCH4V og PCR-produkt fra Ehr 521/747
ble kuttet med Rsal. Deretter ble 67 bp-, 101 bp- og 146 bp-fragmenter isolert fra 8%
polyakrylamidgel. Eluerte 101 bp-, 146 bp- og 67 bp-fragmenter ble ligert med T4 DNA
Ligase, parallelt ble eluert 101 bp- og 146 bp-fragmenter ligert med T4 DNA Ligase.
Elektroforetisk analyse viste at fragmenter av gkt sterrelser var dannet. Etter ligeringen ble
ligeringsproduktet amplifisert med Ehr 521/747, og amplifiseringsprodukter av ulike
starrelser ble observert etter gelelektroforese. Amplifiseringen bekreftet at det var dannet
fragmenter med ulike sterrelser under ligering. Amplifiseringen viste et overskudd av 247 bp-
fragmenter. P& grunn av tilstedeverelse av andre hgy molekylare ligering/ amplifiserings-
produkter var det forventede 314 bp-fragmentet ikke synlig. For & fa fjernet overskuddet av
247 bp-fragmenter ble ligert 101 bp + 146 bp + 67 bp-fragmenter forsekt kuttet med
restriksjonsenzymet Rsal. Ingen synlig endring 1 bAndmenstrene ble observert etter kutting.
For & eliminere flere av de ugnskede band ble de ligerte provene kuttet med ulike

kombinasjoner av restriksjonsenzymer (Tabell 21).

Tabell 21 Kombinasjonene av restriksjonsenzymer som ble utprevd pa de ulike prevene. For kombinasjon med
to restriksjonsenzymer ble det valgt kompromibuffer og kompromi inkuberinstid. For prgver med kun et
restriksjonsenzym ble produsentens anbefalinger fulgt.

Prave nr Pregvekombinasjon Enzym Buffer Inkubering
A-1 101 bp+146 bp+67 bp Bsll, Rsal  |Buffer 4 (komperomi)  |37°C i 30 min, 55°C i 30 min
A-2 101 bp+146 bp+67 bp Rsal Buffer C (Rsal) 37°C i 60 min
A-3 101 bp+146 bp+67 bp Bsll, Rsal  |Buffer 3 (Bsll) 55°C i 60 min
B-1 101 bp+146 bp Bsll,Rsal __|Buffer 4 (kompromi)  [37°C i 30 min, 55°C i 30 min
B-2 101 bp+146 bp Rsal Buffer C (Rsal) 37°C i 60 min
B-3 101 bp+146 bp Bsll Buffer 3 (Bsll) 55°C i 60 min
C Ehr 521/747 PCR -prod. Rsal Buffer C (Rsal) - [37°C i 60 min

Etter kuttingen ble alle prevene amplifisert med Ehr 521/747 og analysert pa 2% agarosegel.
Kombinasjon Rsal+BslI gav en reduksjon i dannelsen av 247 bp-fragment. BslI alene hindret
ikke dannelse av religering av 247 bp-fragmenter, noe som heller ikke kan forventes siden
BsllI ikke har noe kuttesette for 247 bp-fragmenter. Rsal alene eliminerte ikke religering av
247 bp-fragmenter.

Etter amplifisering ble alle PCR-produktene kuttet med Rsal. Dette resulterte 1 en stor
reduksjon 1 bakgrunnstey 1 omradet 290-350 bp. I ligert / kuttet A1 (Rsal+BslI) kom et

separert 314 bp-fragment tydelig til syne. Dette behandlede produktet ble fortynnet og
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amplifisert pa nytt. Den 10° fortynningen som gav best forhold mellom 314 bp-fragment og
bakgrunnstay, ble kjort pa 8% polyakrylamidgel og 314 bp-fragment ble isolert.

Fordi elueringen gav en DNA-konsentrasjon under deteksjonsgrensen for UV-
absorbasjonsmaéling ved 260 nm, ble det eluerte produktet amplifisert med Ehr 521/747.
Amplifiseringsproduktet ble isolert fra en 8% polyakrylamidgel og eluert ved fryseeluering.
Eluatet hadde etter denne behandlingen et DNA innhold med mélbar konsentrasjon.

Eluatet ble seriefortynnet til konsentrasjoner fra 10%/10ul molekyler til 10™'/10ul molekyler,
og evaluert som internkontroll (IK) i kombinasjon med Anaplasma phagocytophilum
positivkontroll. Det ble funnet at en IK-konsentrasjon pa 100 molekyler/10ul oppsett gav
stabile signaler uten & utkonkurrere dannelsen av 247 bp- amplikon.

Etter uttesting av optimal IK-konsentrasjon ble internkontrollen oppbevart ved 4°C.
Internkontrollen ble tilsatt mastermixen for mixen ble fordelt ut i reaksjonsrerene og DNA-

templat tilsatt.

4.3 Analyseresultater av innsamlede flatt

Som kriterier for godkjennelse og forkastelse av resultater ble internkontrollen (IK) til
Ehrlichia/ Anaplasma brukt som et mal pa provekvalitet, badde for analyse av Ehrlichia/
Anaplasma, B. Burgdorferi s.1. og Babesia. Prgver som var negative og ikke amplifiserte
internkontrollen (IK) ble tolket som hemmende og ekskludert fra undersgkelsen. Prever som
var positive for 247 bp-bandet til Ehrlichia/ Anaplasma ble inkludert i undersekelsen uansett
internkontroll-resultat, da sterke 247 bp signaler utkonkurrerer internkontrollen (IK).

I alt ble 472 flatt analjsert (Tabell 22), og av disse ble 33 praver ekskludert fordi de ikke
amplifiserte Ehrlichia-IK. Til sammen er derfor 439 flatt inkludert i resultatene (Tabell 23).
Provene som var negative pa internkontrollen var ogsé negative pa samtlige andre
undersgkelser. Resultatene fra Langaya 1999 [20] er fra en tidligere undersgkelse hvor det
ikke er brukt IK. Resultatene fra Langgya 1999 ble inkludert i oppgaven for & kunne si noe

om variasjon over tid pa Langeya, Telemark.

42



4 Resultater

Tabell 22 Antall flatt som ble analysert i undersgkelsen fordelt pa funnsted og stadium

s _ T otal analyserte Sl
Sted/Stadium  |Hann  |Hunn  |Nymfe  [Totalt
Langeya 1999 25 25 50 100
Langgya 2000 25| 25| 50 100
Langagya 2001 25 24 48 97
Hordaland 22 25 0 47
Rogaland 4 1 24 29
Vest-Agder 26| _26 47 99
Totalt - ol o sl e A

Tabell 23 Antall flatt som er inkludert i undersekelsen fordelt pa funnsted.

- i Inklddértiuhc@fédkelsén . ; : :
Sted/Stadium. . |Hann. . Hunn. |Nymfe. . |Totalt
Langgya 1999 25 25 50 100
Langgya 2000 24 23 49 96
Langgya 2001 21 23 47| 91
Hordaland 14 14 0 28|
Rogaland 4 1 24 29
Vesthgder 25 i 23 47 95
Totalt o 126 219] 439

Forekomst av smittebarende flatt fordelt pa stadium (Tabell 24) viste at av 439 analyserte
flatt, var 2 (0.45%) positive pa B. burgdorferi s.s., 7 (1.59%) var positive pa B. afzelii og 5
(1.14%) var positive pd B. garinni. B. divergens gr. ble pavist i 1 (0.23%) flatt. Det ble funnet
78 (17.8%) positive flatt for Ehrlichia/ Anaplasma. Totalt var 90 (20.5%) av flattene positive
for en av de tre patogene. Det var ingen signifikant forskjell mellom hanner, hunner eller

nymfer.

Tabell 24 Antall smittebeerende flatt fordelt pa stadium, oppgitt i on-tall og prosent.

Antéll smittebarende'flétt fordelt pa stadium
Stadium/patogen|Borrelia Borrelia Borrélia Babesia ‘ Ehrlichia/ ; e Antall
\burgdorferi s.s. - |afzelii , garinii divergens gr. = _|Anaplasma -smittebzrende
Hann  N:113 0 (0%) 0(0%)| 2(1.76%) 1(0.88%) 29 (25.7%) 30 (26.5%)
Hunn  |N:109 0(0%) 4 (3.67%) 2 (1.83%) 0 (0%) 16 (14.7%) 22 (20.2%)
Nymfe [N:217 2(0.92%) 3(1.38%)] 1(0.46%) 0 (0%) 33 (15.2%) 38 (17.5%),
Totalt [N439 | 2(0.45%) 7 (1.59%) 5 (1.14%) 1(0.23%), 78 (17.8%) 90 (20.5%)

Forekomst av smittebarende flatt fordelt pa fylker vist (Tabell 25) at av 248 fl4tt var det bare
flatt fra Vest-Agder som var positiv pa B. burgdorferi s.s. 1 (1.05%) og B. garinii 2 (2.1%). 1
de andre fylkene ble det ikke pavist flatt som var positiv pa Borrelia. Det ble ikke funnet B.
divergens gr. 1 flatt fra noen av fylkene 1 2000. Det ble derimot pavist totalt 36 (14.5%)
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positive flatt for Ehrlichia/ Anaplasma, og i alle de 4 fylkene (Tabell 25). Det var ingen

signifikant forskjell mellom fylkene.

Tabell 25 Antall smittebarende flatt fordelt pa fylker i 2000, oppgitt i on-tall og prosent

Antall smlttebarende flatt fordelt p 'fylkert" 2000

Stadlumlpato _ / i :Borreha "Borreha . |Babes hrlic ,

S ‘L.burgdorfenss - |afzelii |garinii. diif/.ergens gr. |Anaplasma | smittebzrende |
Hordaland _ |N:28 0(0%)|  0(0%)  0(0%) 00%)  9(32.1)% 9 (32.1%)
Rogaland __ |N:29 0(0%) __0(0%)| _ 0(0%) 0(0%) _ 3(10.3%) 3 (10.3%)
Vest-Agder |N:95 1(1.05%)  0(0%)|  2(2.1%) 0 (0%) 8 (8.4%) 10 (10.5%)
Langoya __|N:96 0% 0(0%)  0(0%) 0(0%) 16 (16.7%) 16 (16.7%)
Totalt  |N:248  2(045%)  0(0%) 2(080%)  0(0%)  36(145%) .  39(15.7%)

Forekomst av smittebarende flatt fordelt pa august 1999, august 2000, august 2001 pa

Langpya viste betydelige variasjoner (Tabell 26). Av 278 flatt var 9 flatt positive pa Borrelia i
1999, fordelt pa 1(1%) B. burgdorferi s.s., 7 (7.0%) B. afzelii og 1(1%) B. garinii. Det ble
derimot ikke pavist Borrelia. 1 2000, mens 2 (2.2%) flatt var positive for B. garinii i 2001. En

(1.0%) flatt ble funnet positiv for B. divergens gr. 1 1999, mens det i de andre arene ikke ble

pavist B. divergens gr. Totalt 58 (20.2%) flatt ble funnet positive for Eharlichia/ Anaplasma.

Det viste seg & vare en signifikant stigende trend i perioden 1999-2001 for antall Ehrlichia/

Anaplasma positive flatt.

Tabell 26 Antall smittebarende flatt pa Langgya, august 1999, august 2000 og august 2001, oppgitt i on-tall og

prosent.
: i _ Antall smlttebaerende flatt a Langzya } S i
Stadium/patogen  |Borreiia Borrelia Borrel:a Babesia Ehrlichia/ "Ahté’ll .
peo et burgdorferi s.s. afzelii =~ |garinii diVergensj gr.'. - |Anaplasma - smittebzerende
Langgya 1999  |N:100 1(1%) 7 (7.0%) 1(1%) 1(1%) 9 (9%), 18 (18%)
Langgya 2000  |N:96 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%), 16 (16.7%) 16 (16.7%)
Langgya 2001 N:91 0 (0%) 0(0%) 2(2.2%) _0(0%) 33 (36.3%) 34 (37 4%)
Totalt N:287 1(0.35%). 7 (2.4%)| 2(0.80%) 1(0,35%) 58(26;2%) 0 T0/(24:4%)
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Forekomst av smittede flatt med dobbelinfeksjon var liten (Tabell 27). Totalt 3 (0.86%) flatt
var baerer av to patogener. To (0.46%) hadde kombinasjon Borrelia burgdorferi s.l. og

Ehrlichia/ Anaplasma, mens 1 (0.23%) var barere av flere Borrelia arter.

Tabell 27 Antall flatt som var positive pé flere patogener samtidig, oppgitt i on-tall og prosent.

o : no Antall smitteba‘e%i'éndeif‘létt ,f‘ordelt";pa’s'tarclliurn' :

; Stadlumlpatogen B. burgdorfen +Bburgdorfen+ Ehr/AnapIasma+ f Flerearterav -
. IEhr/Anaplasma |Babesia le_gL ‘ B:abesia“'div."gf' |B. burgdorferi | smittebzrende
Hordaland N:28 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%),
Rogaland N:29 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Vest-Agder  IN:95 1 (1.05%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (1.05%)
Langgya 1999 [N:96 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(1%) 1(1%)
Langaya 2000 |N:91 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Langaya 2001 _|N:100 1(1.09%) 0 (0%) _0(0%) 1(1%)  1(1.09%)
Totalt  IN439|  2(046%) _ 0(0%) 0% 1023%)  3(0.86%)

4.4 Analytisk felsomhet for Borrelia PCR

Borrelia multiplex PCR hadde en cut-off p4 3.83 x10% molekyler for B. burgdorferi s.s.,
6 x10' molekyler for B. garinii og 1.1 x10° molekyler for B. afzelii.
PCR-produkt ble brukt som felsomhetskontroll.

4.5 Analyse-erfaringer ved bruk av Ehrlichia-internkontroll

Felgende observasjoner ble gjort ved analysering av Ehrlichia/ Anaplasma med Ehrlichia-
internkontroll ; Ved sterke positive Ehrlichia/ Anaplasma-prever ble internkontrollen
utkonkurrert, og kun det 247 bp-béndet var synlig. Ved middels til svake positive Ehrlichia
/Anaplasma prever var béde 247 bp-bandet og 314 bp IK-bandet synlig. I prover negative for
det 247 bp-bandet, var 314 bp IK-béndet synlig, men signalstyrken var varierende. Prover
hvor verken det 247 bp-béandet eller 314 bp IK-bandet ble amplifisert, ble dette tolket som
inhibitoriske. Amplifisering av ren internkontroll gav sterkere signal, enn prever med DNA-
templat og internkontrollen. Det ble ogsé observert at svake signaler i positivkontroll

korrelerte med svake signaler for internkontrollen.
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4.6 Analyse-erfaringer ved bruk av Real Time PCR
Ved analysering av Babesia ble folgende observasjoner gjort: Av de analyserte prevene viste

48 stykker ved forstegangskjering & vare svake positive, med en Ct: 35-39 og en kvantitet:
6.65e-001 — 213.82. Av disse ble 18 stykker med kvantitet > 50 analysert pa nytt i duplikat for
a kontrollere reproduserbarheten. Resultatene (Tabell 28) viser at signaler under 500 kopier
ikke er reproduserbare, og defineres som negative resultater.

Det ble pavist en positiv Babesia preve med en Ct: 25.56 og kvantitet: 124503.96 ved forste
kjering, ved annen kjering var Ct: 25.28 og kvantitet: 249154.52 ( Tabell 28). Ved fortynning
1:10 var Ct: 29.25 og kvantitet: 13188.87. Ved gjennomgang av de negative pregvene (kun
reaksjonsmix) hadde disse Ct: 35-39 og kvantitet: 4.46 —136.03.

Tabell 28 Viser en oversikt over prever med kvantitet >50 etter forste gangsanalyse for Babesia, samt resultatet etter omkjering av disse
prevene i duplikat. Va = Vest-Agder, Ro = Rogaland og T-0801-N18 = Telemark, Langgya. Ct = PCR-syklus hvor amplifikasjonskurven

krysser en terskelverdi

Prevermed = -  Kijering nr 1 S _ Kjeringnr2 i _ [Resuitat
kvantitet =50 - e
Provenr. ~ |Ct  |Kvantitet Ct  |Kvantitet ~ |ct  |Kvantitet G
Va 1 39.0 51.86 0 0 3641 28.66|Negativ
Va 8 38.6 66.19 0 0| 374 11.72|Negativ
Va 28 38.5 67.70 0 0] 37.8 9.27|Negativ
Va 37 38.5 67.89 0 0 377 9.81|Negativ
Va 73 38.1 55.72| 35.6 41.80] 36.6 21.09|Negativ
Va 77 38.2 52.67 0 0 0 0[Negativ
Va 79 38.0 58.63 0 0 0 0[Negativ
Va 88 37.4] 84.96] 37.1 14.67| 37.5 11.30{Negativ
Va 95 38.3 52.15 0 0 0 0[Negativ
Va 100 37.9 60.47 37.1 14.84) 35.9 31.52|Negativ
Ro 1 39.9 80.19] 37.1 15.17 0 0[Negativ
Ro 4 38.4] 213.82 0 0f 39.2 8.52|Negativ
Ro 16 39.5 109.53| 38.9 9.91 0 0[Negativ
T-0801-N18 39.9 121.86] 38.5 5.69] 39.0 4.12|Negativ
T-0801-N29 39.6 146.72 0 0] 39.3 3.37|Negativ
T-0801-N47 39.2 175.74 0 0 0 O[Negativ
T-LX-645 35.9] 42.94 0 0 0 0[Negativ
T-L-308 26.8] 20215.63 0 0| 39.1 9.03|Negativ
T-L4-139 25,6 124503.96] 25.3 249154.52| 29.3 13188.87*|Positiv
* 1:10-fortynning
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5.1 PCR-metoder for pavisning av Babesia

Ved etablering av konvensjonell PCR-analyse for Babesia spp. ble primerne PiroA og PiroB
benyttet [4]. Resultater etter uttesting og optimalisering etter vanlige
optimaliseringsprinsipper [27] viste at primerne ikke egnet seg til dette prosjektet. Dette kom
til uttrykk ved ustabil falsomhet og dérlig reproduserbarhet. I en undersekelse utfort i Maine,
USA ble de samme primerne PiroA og PiroB benyttet for detektering av DNA-templat fra
spyttkjertlene til flatten Ixodes dammini for & pavise Babesia spp, og hvor primerne fungerte
etter sin hensikt [4]. Det kan tenkes at materialet fra den amerikanske undersgkelsen inneholdt
mindre forstyrrende DNA enn i denne undersgkelsen. I tillegg kan den aseksuelle
reproduksjon av Babesia spp 1 spyttkjertlene ha gitt hayere konsentrasjoner av Babesia-DNA
[19].

Ved etablering av Real Time PCR-analyse ble det konstruert probe, primere, posiﬁvkontroller
og internkontroll. Det viste seg ved sgk 1 ulik litteratur at de ulike Babesia -artene er
morfologisk og molekylarbiologisk ulike. Dette gjorde det nedvendig & konstruere separate
primere og prober til Babesia divergens og Babesia microti. Uttesting og optimalisering etter
leveranderens anbefalinger av probe og primere gav en fungerende analyse for B. divergens.
Av ukjente arsaker lykkes det ikke & etablere en fungerende analyse for B. microti. Ulike
testinger ble gjennomfort, og sekvenser for primere, probe og positivkontroll ble kontrollert
og funnet korrekt. En mulig arsak kan vare mislykket primersyntese. Dette arbeidet er s8 vidt
det vites det forste forsgket pa spesifikt & pavise smé og store Babesia ved hjelp av Real Time

PCR.

5.2 Sammenligning av konvensjonell PCR og Real Time PCR.

Erfaringer fra denne undersekelsen var at framgangs- og oppsettsmetode av analysematerialet
er likt for begge analysene, bade nar det gjelder arbeidsmengde og tid. Real Time PCR har en
mindre arbeids- og tidskrevende analysedel. Ved Real Time PCR er resultatene ferdig til
analyse direkte etter endt PCR-kjering i form av visuelle kurver og tallverdier. I og med at
dette skjer automatisk, er det liten mulighet for at feil/uhell oppstar ved menneskelig svikt.

Optimal bruk av analyseprogrammet er imidlertid en utfordring, sarlig med henhold til

47



5 Diskusjon

plassering av terskelverdier. Konvensjonell PCR har en mer arbeids- og tidskrevende
analysedel, med gelelektroforese, farging og fotografering. I tillegg er denne analysedelen
mer utsatt for feil/uhell ved f.eks. darlig gelkvalitet. Ved effektiv bruk av Real Time PCR kan
et hoyere antall prover analyseres i lopet av en dag, anslagsvis mellom 200-300 prever pr. dag
mot ca 80-90 prever ved konvensjonell metode. Valget mellom bruk av Real Time PCR og
konvensjonell PCR er ogsa et spersmal om gkonomi. Real Time PCR er pr.d.d. dyrere bade 1

innkjep og drift enn en konvensjonell PCR.

5.3 Internkontroll til Ehrlichia-PCR
I dette studiet ble primerne Ehr 521/747 benyttet til pavisning av Ehrlichia/ Anaplasma.

Denne analysen har vist ustabil felsomhet fra kjering til kjering. Ved & konstruere en
internkontroll (IK) var hensikten 4 stille inn en minimumsfelsomhet og kontrollere variasjoner
i folsomheten, og ha en mulighet til & skille ut falske negative resultater pga. hemmende
prover. Strategien for konstruksjon av internkontrollen var at den skulle amplifiseres med
primerne Ehr 521/747, og at den skulle kunne skilles fra positive Ehrlichia/ Anaplasma
resultater. Dette ble gjort ved & erstatte et fragment fra Ehr 521/747 amplikon med et storre
fragment.

Konstruksjon av internkontroll viste seg & vare en tids-og arbeidskrevende prossess, delvis
fordi DNA som ble brukt i flere forsgk var inhibitorisk for ligeringsreaksjon. Det lyktes
tilslutt & konstruere en internkontroll til bruk i analyse av Ehrlichia/ Anaplasma. Erfaringer
basert pé konstruksjon og bruk av internkontroll, er at den fungerer etter sin hensikt.
Internkontrollen fungerte som et nyttig verktoy for a skille ut hemmende prover fra negative
praver. 33 prever ble ekskludert fra undersekelsen fordi internkontrollen ikke ble amplifisert,

dette utgjorde 7 % av provematerialet.

5.4 Analyseresultater av innsamlede flatt

I denne undersgkelsen ble forekomst av Borrelia burgdorferi s.l., Ehrlichia/ Anaplasma og
Babesia 1 flatt innsamlet 1 2000 fra 4 fylker (Telemark, Vest-Agder, Rogaland og Hordaland)
undersekt. Samtidig er arlig variasjon i forekomst sensommer (juli/august) fra 1999 til 2001 1

Telemark pad Langeya blitt undersekt spesielt.

I august 2000 var forekomst av B. burgdorferi s.1. totalt i de 4 fylkene 1.2%, med en fordeling
pa 0.45% B. burgdorferi s.s., 0% B. afzelii og 0.80% B. garinii. Det ble ikke pévist
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dobbelinfeksjon av flere Borrelia -arter. Lignende studier har blitt gjennomfert i Finland [25],
Estland [25], Polen [36] og Norge [21]. Rapportert forekomst av Borrelia burgdorferi s.1.
varierte fra 0% til 12% mellom ulike lokaliteter i Finland [25]. I Estland var 15% av de
undersgkte flattene positive for B. burgdorferi s.I. [25]. I begge landene var B. afzelii den
dominerende arten, med 2.6% i Finland og 12% 1 Estland [25]. En tilsvarende undersgkelse 1
Polen viste en variasjon pa 2.8% -17% av B. burgdorferi s.1. 1 de undersgkte lokalitetene. I en
tidligere norsk undersgkelse var forekomst av Borrelia-infisert flatt for to undersekte omréder
i Telemark henholdsvis 16% og 17 %, med B. afzelii som dominerende art [21]. Forekomst av
B. burgdorferi s.I. 1 denne undersekelsen ligger vesentlig lavere enn i tilsvarende
undersgkelser andre steder i Nord-Europa. I foreliggende undersgkelsen var det ingen
forskjeller i infeksjonsraten mellom stadiene for B. burgdorferi s.l. En undersgkelse 1 Finland
viste en infeksjonsrate for B. burgdorferi s.l. p4 9% for nymfer og 4% for voksne [25]. En
tidligere undersgkelse i Telemark viste signifikant forskjell mellom hunner (25%), hanner
(7%) og nymfer (15%) for forekomst av B. burgdorferi s.l. [21]. Dette studiet viser imidlertid
en meget lav forekomst av B. burgdorferi s.1. uten péviselig variasjon med henhold til stadium
og lokasjon. Sammenligninger av relative prevalenser for geografisk fordeling, stadier og
arsvarisjon med andre studier er imidlertid utelukket pa grunn av det begrensede

tallmaterialet.

Pavisning av Babeisa ved en genetisk metode; Real Time PCR er utprevd for ferste gang, og
det ble pavist Babesia divergens i en flatt fra Telemark. Dette bekrefter at B. divergens er
tilstede, og den kan derfor ikke utelukkes som patogen for human sykdom i Norge. En
upublisert undersekelse fra a.s. Telelab bygger oppunder dette; undersekelsen viser en
forekomst pé 1.5% B. divergens i flatt fra Langeya, Telemark i1 perioden mai 1999 til

mai 2003 [Jenkins pers. med]. Det ble ikke foretatt videre artsbestemmelse for & fastsla
hvilken av de 4 artene i B. divergens gruppen (B. divergens, B. odocoilei, B. bigemina og B.
canis) som var tilstede. Ellers i Europa er B. divergens kjent som human patogen og ca 30
tilfeller er beskrevet i lopet av de siste 40 arene [17, 42,49]. Det er derimot ikke beskrevet
human babesiose i Norge [48]. Grunnet tekniske problemer av ukjent arsak ved pavisning av
B. microti lykkes det ikke & gi noe tall pa forekomst av B. microti i flatt i Ser-Norge. En polsk
undersgkelse viste en forekomst pa 6.2% B. microti i flatt [36]. B. microti er kjent som human
patogen 1 USA, mens det er ikke pavist humane tilfeller med B. microti i Europa [17, 42].
Fremtidig forskning vil trolig gi neermere svar pa B. microti sin rolle som human patogen i

Europa .
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Forekomst av Ehrlichia/ Anaplasma 1 de 4 fylkene var gjennomsnittlig 14.5%, med en
variasjon pa 8.4% -32.1%. En tidligere norsk undersekelse viste en forekomst av Ehrlichia/
Anaplasma pa 10.9% [21], med artsfordring; Ehrlichia-like-organismer (ELO) 60.6%,
Anaplasma phagocytophilum 21.2%, og andre, ikke artsbestemte arter 19.2% [21]. I denne
undersgkelsen ble det ikke foretatt noe videre artsbestemmelse. I en finsk-estisk undersegkelse
ble det ikke pavist A. phagocytophilum 1 Finland, mens den i Estland ble pévist i 3% av de
undersekte flattene [25]. En undersekelse fra Sveits viste en forekomst pa 1.3% av

A. phagocytophilum, med en variasjon pa 1.4% -2.1% [31]. En annen sveitisk undersgkelse
viste en forekomst pa 0.8% A. phagocytophilum [30]. Undersekelser pa flatten Ixodes
scapularis, ogsa vektor for B. burgdorferi s.1., 1 USA viste en forekomst av HGE-agens med
en variasjon pa 1.5%-1.8% hos nymfer, og 7.6%-19% hos voksne flatt [24]. I denne
undersekelsen var forekomsten av Ehrlichia/ Anaplasma hos nymfer pa 15.2%, mens
forekomsten for voksne fltt var pa 20.3%. En sveitsisk undersgkelse viste at 0.5% av
nymfene var positive for A. phagocytophilum, og 1.6% av voksne flatt [31]. Det er imidlertid
vanskelig & vurdere hvor vidt disse forskjellene skyldes reelle geografiske- og biologiske
forskjeller, fordi metodene bl.a kan ha ulik spesifisitet. Og med unntak av dette studiet er det
ikke 1 noen av de andre studiene brukt internkontroll for & kontrollere metodenes sensitivitet 1

analyse av Ehrlichia/ Anaplasma.

P4 Langgya 1 perioden august 1999 til august 2001, ble det observert en signifikant gkende
trend i andel flatt som var positive for Ehrlichia/ Anaplasma, med 9% i august 1999, 16.7% i
august 2000 og 36.3% i august 2001. Upubliserte data fra Langeya i perioden mai 1999 til
mai 2003 viste derimot en varierende forekomst av andel flatt positive for Ehrlichia/
Anaplasma uten noen trend [Jenkins pers. med]. I Norge er det beskrevet to tilfeller av Human
anaplasmose hos mennesker [23]. Stuen [39] har ogsa pavist antistoffer til

A. phagocytophilum hos sau, elg, radyr og hjort [39]. Undersekelser gjort av Bakken [5,23]
viste at 10.2% av pasienter med borreliose hadde antistoffer mot A. phdgocytophilum [5,23].
Dette viser at ehrlichiose/ anaplasmose er en sykdom som helsepersonell ber vare pa vakt for
ved influensaliknede symptomer, historie om flattbitt og/ eller opphold i omrader med mye

flatt.

Det ble pavist 2 (0.46%) flatt med dobbelinfeksjon av Borrelia burgdorferi s.l. og Ehrlichia/
Anaplasma, forventet 0.57% beregnet fra forekomst av B. burgdorferi s.l. pa 3.2% og
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Ehrlichia/ Anaplasma péa 17.8%. 1 en finsk-estisk undersgkelse ble det pavist 0%
dobbelinfeksjon, mot forventet 0% 1 Finland og 0.45% 1 Estland [25]. En tidligere norsk
undersgkelse viste 3.7% dobbelinfeksjon mellom B. burgdorferi s.l. og Ehrlichia/ Anaplasma,
mot forventet 1.84% [21]. Ulike studier har vist at dobbelinfeksjon mellom Ehrlichia/
Anaplasma og B. burgdorferi s.l. varierer fra 1% til 32% 1 flatt samlet inn i Baltikum,
Bulgaria, Tyskland, Holland, Italia, Norge og Sveits [5]. Hos pasienter med Lyme borreliose
ble det funnet 5.2% dobbelinfeksjon med A. phagocytophilum 1 en undersekelse foretatt 1
Wisconsin og Minnesota [26]. Ved diagnostisering av pasienter med Lyme borreliose eller
ehrlichiose er det viktig & vaere observant pa dobbelinfeksjon. De forste symptomene pé begge

sykdommene har mange fellestrekk, de kan lett forveksles og den ene kan skjule den andre.

I denne undersgkelsen var det ikke en signifikant forskjell mellom de ulike stadiene som
smittebarere for Ehrlichia/ Anaplasma. Forekomsten av antall smittede hanner (25,7%) med
Ehrlichia/ Anaplasma var hgyere en hunner (14.7%) og nymfer (15.2%). Disse resultatene
viser det motsatte av en undersekelse gjort i Telemark, Langeya i 1999 [21] hvor det var
positive hunner (13%) og nymfer (13%) som dominerte, mens hanner (3%) hadde en mye

lavere forekomst [21].

Dette studiet viser en generell lav forekomst av smittestoffer B. burgdorferi s.I. og Babesia,
mens fordelingen av Ehrlichia/ Anaplasma er betydelig hoyere. Det ble 1 2002 rapportert om
109 tilfeller av Lyme borreliose 1 Norge [49]. Fordi Ertythema migrans (EM) ikke er
inkludert, er antall Borrelia-smittede hoyere. Tall fra 1993 til MSIS viste en prosentandel pa
59% for Ertythema migrans av totalt 430 meldte tilfeller av Lyme borreliose [18]. Ut fra data
fra denne undersgkelsen kunne man forventet en betydelig hgyere insidens av Human
anaplasmose. Human anaplasmose er ikke en meldingspliktig sykdom [49], og er antakelig
underdiagnostisert. I tillegg er det ikke sikkert at alle Ehrlichia/ Anaplasma péviste i denne
studien er human patogene, da det ikke ble foretatt noen videre artsbestemmelse. En tidligere
norsk undersekelse [21] viste en artsfordeling pa 60.6% Ehrlichia-like organismer (ELO),
som ikke er kjent som patogen, 21.1% A. phagocytophilum og 19.2% andre, ikke bestemte
arter. Vist denne prosentfordeling kan overfores til denne undersgkelsen senkes antallet av
human patogene Ehrlichia/ Anaplasma. Denne undersgkelsen tyder pa generell lav risiko for
Borrelia burgdorferi s.l. og Babesia sykdom etter flattbitt i Ser-Norge. Situasjon for
Ehrlichia/ Anaplasma er noe mer usikker pa grunn av usikkerheter om hvor utbredt Human

anaplasmose er i Norge.
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Agarose LE, Analytic Grade

eral
Promega, Madison, USA

1% Ammonium persulfat
TEMED

Agarose
MetaPhor®Agarose BMA, Rockland; ME, USA
Ligase LigaFast TM Rapid DNA Ligation System Promega, Madison, USA
T4 DNA Ligase Promega, Madison, USA
Markor X 174 DNA/Hae Ill Markers Promega, Madison, USA
Farge SYBR®Gold Promega, Madison, USA
Restriksjonsenzym
HpyCH4V New England BioLabs, Beverly, USA
Sspl Promega, Madison, USA
Bsll New England BiolLabs, Beverly, USA
Rsal Promega, Madison, USA
Kit QIAquick PCR purification Kit QIAGEN, www.giagen.com
QlAamp DNA Mini Kit Protocol QIAGEN, www.giagen.com
DNA-dipstick QIAGEN, www.giagen.com
Appleid Biosystems UK, Warnington,
Div til PCR 10x PCR Gold Buffer Cheshire, UK
Appleid Biosystems UK, Warnington,
MgCl, Cheshire, UK
dNTP Promega, Madison, USA
dUTP Promega, Madison, USA
Appleid Biosystems UK, Warnington,;
AmpliTaq Gold tm Cheshire, UK
Primere Ehr 521 MWG Biotech, AG
Ehr 747 MWG Biotech, AG
Piro A MWG Biotech, AG
Piro B MWG Biotech, AG
GI-L CyberGene AB, Huddinge, Sweden.
GI-R CyberGene AB, Huddinge, Sweden
GlI-L CyberGene AB, Huddinge, Sweden
GI-R CyberGene AB, Huddinge, Sweden
Glll-L CyberGene AB, Huddinge, Sweden
GllI-R CyberGene AB, Huddinge, Sweden
Appleid Biosystems UK, Warnington,
BdiF Cheshire, UK
Appleid Biosystems UK, Warnington,
BdiR Cheshire, UK
Appleid Biosystems UK, Warnington,
BmiF Cheshire, UK
Appleid Biosystems UK, Warnington,
BmiR Cheshire, UK
Appleid Biosystems UK, Warnington,
PCR-mixer Tagman Universal PCR Master Mix (2x) Cheshire, UK
Appleid Biosystems UK, Warnington,
SYBR®Green reaksjon PCR Master Mix Cheshire, UK
\Annet Sterilt vann ‘ Fresenius Kabi, Halden, Norge
Glyserol Promega, Madison, USA
Acrylamid/ Bis Stocklgsnig Bio-Rad Labratories. Hercules, CA

Promega, Madison, USA
Promega, Madison, USA
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Appleid Biosystems UK, Warnington,
Positivekontroller Bmik Cheshire, UK
Appleid Biosystems UK, Warnington,
Bdik Cheshire, UK
Appleid Biosystems UK, Warnington,
Bmic-ic Cheshire, UK
Appleid Biosystems UK, Warnington,
Bdi-ic-real Cheshire, UK
Appleid Biosystems UK, Warnington,
Prober BdiT Cheshire, UK
Appleid Biosystems UK, Warnington,
BmiT Cheshire, UK
Appleid Biosystems UK, Warnington,
BdIKT Cheshire, UK
Utstyr Spektrofotometer Unicam Hed/ios a
Real Time PCR ABI Prism 7000
Konvensjonell PCR Perkin Elmer 9600
Elektroforeseutstyr Hoefer Sunmarine Unit MAX HE 99
Elektroforeseutstyr Hoefer SE 600 series
Transilluminator 2011 Macroveue Transilluminator
Kamera Polaroid MP Land Camera
CBufer. L _ Spesifikasjon ' Mengde
10 XTE (pH 8.0)
Tris Base 60.6g
EDTA (di-Na-salt) 2H,0 18.6g
dH.0 til 51
Konsentrert HCI
10 xTBE-buffer ( 0.9M Tris, 25 mM EDTA, 0.9 M Borsyre, pH 8.2)
Tris (Tris(hydroxymethyl-aminomethan) 1090g
Boric acid 560g
EDTA (di-Na Salt) 93g
dH0 til 101
10x PAGE-buffer (0.6M Tris, 177mM EDTA, 0.6M Borsyre, pH 8.3)
Tris (Tris(hydroxymethyl-aminomethan) 3629
Boric acid 1849
EDTA (di-Na Salt) 93g
dH0 til 101
K-buffer
10xPCR-buffer 100p!
TWEEN 20 50ul
Protinase K ( 20pu/ul) 5ul
Steril dH,0 845yl
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Gel . spesifikasjon " Mengde
3% Agarosegel
Agarose LE, Analytical Grade 3g
TBE-buffer 100 ml
2% Agarosegel
Agarose LE, Analytical Grade 2g
TBE-buffer 100 ml
Blandingsgel 1% agarosegel + 2% metaforgel
Agarose LE, Analytical Grade 19
TBE-buffer 100 ml
MetaPhor R Agarose 2g
TBE-buffer 100 ml
8% Polyakrylamidgel
Glycerol 15 ml
Destilert vann 20 mi
10 x PAGE-buffer 5ml
Arylamid/ Bis-stocklgsning 10 mi
Ammonium sulfat 300ul
TEMED 30pl
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