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Abstrakt

Vektorborne sjukdommar fgrer til meir enn 700 000 dgdsfall pa global basis. Eit dgme
pa vektorborne sjukdommar er flattborne sjukdommar. | dei siste ara har det bade pa
global basis generelt, og i Noreg vore ein auking i desse sjukdommane. Ein av dei
vanlegaste flattborne sjukdommane i Europa er Lyme borreliose som er forarsaka av
bakterie komplekset Borrelia burgdorferi sensu lato. Ein annan aktuell sjukdom ein kan
fa fra flatt er neoehrlichiose, forarsaka av bakterien Neoehrlichia mikurensis.

Studien var fgretatt med bruk av flatt innsamla sommaren 2022 i Surnadal
kommune i Mgre og Romsdal fylke. Studieomrade var delt inn i to delomrada, kalla
Solligjerdet og Snekkvika. For innsamling av flatt var hovudsakleg metoden flagging
brukt. Deretter var det utfgrt DNA-ekstraksjon ved bruk avammonium hydroksid. Til
slutt var tre ulike sanntids PCR brukt for pavising av flattborne patogena. Desse var ein
generell for B.burgdorferi (s.1), ein spesifikk for B.afzelii og ein for N.mikurensis.

Totalt 502 flatt var innsamla, der 80% var nymfer og 20% vaksen flatt. Det var
funnet ein prevalens pa 22.7% (114/502) av B.burgdorferi (s.l) og 16.9% (85/502) av
N.mikurensis. Av B.burgdorferi (s.l) artar identifisert var i rekkjefglgja B.burgdorferi
sensu stricto (42/114), B.afzelii (29/114), B.garinii (29/114) og B.valaisiana
(14/114). Det var funnet ein koinfeksjon mellom alle desse B.burgdorferi (s.l) artane og
N.mikurensis. Totalt 6% av alle flatt var dobbeltpositive for B.burgdorferi (s.l) og
N.mikurensis. Derimot var berre ein koinfeksjon mellom B.afzelii og N.mikurensis
signifikant hggare enn forventa. Dette er sannsynlegvis det fgrste registrerte tilfellet av

ein koinfeksjon mellom B.burgdorferi (s.s) og N.mikurensis.

Side 3av 91l



Abstract

Vector-borne diseases lead to more than 700 000 deaths on a global basis. One type of
vector-borne disease is tick-borne diseases. In the recent years there has been an
increase in these types of diseases both globally and in Norway. One of the most
common tick-borne diseases in Europe is Lyme disease. The disease is caused by
bacteria in the B.burgdorferi sensu lato (s.l) complex. A relatively newer tick-borne
disease however is neoehrlichiosis, which is caused by the bacteria Neoerhlichia
mikurensis.

The study was conducted using ticks collected during the summer of 2022 in
Surnadal municipality in M@re and Romsdal county. The study area was divided into two
subareas, called Solligjerdet and Snekkvika. Ticks were primarily collected by the
method flagging. Afterwards all DNA-extraction were done using ammonium hydroxide.
Lastly, three different real-time PCR were performed to check for tick-borne pathogens.
These were a general B.burgdorferi (s.l.), one B.afzelii specific and one N.mikurensis
real-time PCR.

A total of 502 ticks were collected, in which 80% were nymphs and 20% adults. The
total prevalence of B.burgdorferi(s.]) was 22.7% (114/502), whereas 16.9% (85/502) of
ticks were infected by N.mikurensis. In order of most to least prevalent B.burgdorferi
(s.l) species detected were B.burgdorferi(s.s) (42/114), B.afzelii (29/114), B.garinii
(29/114) and B.valaisiana (14/114). A coinfection between all these species with
N.mikurensis was found, and a total of 6% of all ticks were coinfected with both
B.burgdorferi (s.l) and N.mikurensis. However, the only significantly higher coinfection
than expected was between B.afzelii and N.mikurensis. To my knowledge, this is the

first study to have found a coinfection between B.burgdorferi (s.s) and N.mikurensis.
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Formalet med studien

1. Undersgkje prevalensen av ulike arter innanfor borrelia burgdorferi sensu lato

komplekset og Neoehrlichia mikurensis i flatt, og om koinfeksjon mellom desse.

2. Prgve ut nye Borrelia afzelii spesifikke primere.

3. Utrekning av flatt-tettleik.
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Forkortingar og omgrep

"X = gjennomsnitt.

Ct verdi- syklusterskelen ved sanntids PCR.

DNA — deoksyribonukleinsyre

DNA-ekstraksjon — isolering av DNA fra ein prgve. Til dgmes fra ein organisme
Dobbelpositiv — organisme infisert med to ulike patogena samtidig

dNTP - Nukleosid-5"-trifosfater

Flattborne sjukdommar — Sjukdommar som spreier seg ved bruk av flatt som vektor
GC- Guanin, Cytosin

Patogen — sjukdomsframkallande

PCR — Polymerasekjedereaksjon

Primer-dimer- to primere som festar seg til kvarandre pa grunn av komplementaere
basar mellom kvarandre

SYBR- green- eit fargestoff som binder seg til dobbeltradet DNA, brukt til sanntids PCR
Tm- Smeltetemperatur ved ein sanntids PCR

Vektor - Ein organisme som overfgrer eit patogen fra ein vert til ein annan
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1. Innleiing

1.1. Flattborne sjukdommar

Iflgje World Health Organization (2017) fgrer vektorborne sjukdommar til over 700 000
arlege dgdsfall pa global basis. Ein type vektorborne sjukdommar er flattborne
sjukdommar. Desse er meir viktige lokalt pa spesifikke omrader, og ikkje like betydeleg
pa global basis som Malaria og Zika virus (World Health Organization.,2017). Virus,
parasitter og bakteriar i flatt kan alle fgre til flattborne sjukdommar (Madison-Antenucci
et al., 2020). Til dgmes er skogflattencefalitt forarsaka av virus, medan anaplasmose er
ein bakterie-sjukdom (Madison-Antenucci et al., 2020). Flattborne sjukdommar observert
i Noreg er blant anna Lyme borreliose, Anaplasmose og Babesiose (Madison-Antenucci
et al., 2020). Ein person kan bli smitta av desse sjukdommane gjennom flattbit, seerleg
dersom flatten ikkje blir fjerna innanfor eit viss tidspunkt (Madison-Antenucci et al,,
2020). Dette tidspunktet kan variere mellom ulike flatt-patogena (Madison-Antenucci et

al., 2020).

1.2. Skogflatt (Ixodes ricinus)

FIdtt er ein midd i edderkoppfamilien (Elven og S¢li., 2021). Det finnes over 700 ulike
Ixodidae (harde flatt) flattartar globalt (Guglielmone et al.,2010), deriblant 11 ulike
flattarter er registrert i Noreg (Mehl., 1983). Av desse flattartane, er skogflatten (/xodes
ricinus) den viktigaste vektoren for flattborne sjukdommar i Europa (Quviller et al., 2014).
Skogflatten er kjenneteikna som ein hard generalist flatt (Herrmann og Gern., 2015;

Foldvari., 2016) som i Noreg er aktiv fra April til November (Quiller et al., 2014).
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1.2.1. Flattens utbreiing i Noreg
Breiddegrada og meter over havet, habitatendringar for bade flatten og verten, vertens
distribusjon og klimaendringar er alle faktorar som paverkar distribusjonen av skogflatt i
Europa (Medlock et al., 2013). Tidlegare i Noreg fann ein flatt hovudsakleg langs kysten
heilt opp til Brenngysund (65.1°N) | Nordland fylke (Mehl., 1983). Medan ein kunne finne
mindre og sporadiske populasjonar i resten av landet med nokre unntak (Mehl., 1983).
Ein nyare studie observerte at den nordlegaste registrerte og samtidleg etablerte
skogflatt-populasjon i Noreg er Dgnna (66.2°N) i Nordland fylke (Hvidsten et al., 2020).
Derimot nar det gjelder hggde over havet, er den nye flattgrensa for skogflatt i Noreg
sannsynlegvis minst 1000 m.o.h. (Pelsmaeker., 2021). Tidlegare var denne grensa pa 583
m.o.h. i Noreg (Jore et al., 2011). Flatt-tettleiken av nymfer har vore funnet til a8 vere
hggare pa Vestlandet samanlikna ved Austlandet (Mysterud et al., 2018). | tillegg har det
vore observert ein hggare flatt-tettleik ved omkring 100 m.o.h enn hggare oppe (~400

m.o.h) i Mgre og Romsdal (Qviller et al., 2014).

1.2.2. Livssyklus
Livssyklusen til flatt bestar av stadia egg, larve, nymfe og til slutt vaksen (Kahl og Gray.,
2023). Flatten skifter til neste livsstadium etter den har fatt sugd seg full pa blod, og kor
lenge flatten suger blod pa ein vert avhenger av livsstadium (Foldvari., 2016) Desse ulike
livsstadia gar pa ulike typar vertsdyr (Foldvari., 2016), og generelt har harde flatt tre
vertar i lgpet av si levetid (Sonenshine og Roe., 2013a). Flatten finn desse vertsdyra ved
bruk av eit sanseorgan pa forbeina, kalla Haller’s organ (Lees., 1948). Sanseorganet kan
samanliknast som ein antenne (Lees., 1948). Til dgmes dersom det er ein auka
konsentrasjon av CO; i lufta, vil flatten prgve a gripe tak i det potensielle dyret som pustar

ut denne gassen (Gherman et al., 2012). Stgrrelsen pa verten som dei ulike flatt-livsstadia

Side 12 av 91



setter seg pa er sannsynlegvis ikkje basert pa preferanse, men pa grunn av at mindre
vertar kan vere utanfor rekkjevidde nar nymfer og vaksen flatt er pa jakt (Sonenshine og
Roe, 2013b). Dette er fordi dei ulike livsstadia av flatt klatrar pa ulike hggdar i
vegetasjonen, sannsynlegvis fordi flatt dei tidlege stadia er meir sensitive for uttgrking pa
grunn av kroppsstgrrelse, enn vaksen flatt (Mejlon og Jaenson., 1997). Nar det gjelder
flatt pd menneskjer har blant anna Wilhelmsson et al., (2013) observert at dette

hovudsakleg bestod av skogflatt i nymfestadiet og deretter hoflatt.

1.2.3. Leveomrade
Generelt fgretrekker flatten omrada med tett vegetasjon (Kahl og Gray., 2013) og hgg
luftfuktigheit (Estrada-Pefia, Mihalca og Petney., 2017). D@me pa slik vegetasjon kan
vere lauvskog, blandingsskog og til tider barskog (Stanek et al., 2012). Utanom i skogen,
kan skogflatten ogsa opphalde segi parker og hagar (Kahl og Gray., 2013). Ein studie av
Wongnak et al., (2022) fann at flatt overlevde signifikant lenger ved hggare
luftfuktigheit. Studien var fgretatt ved bruk av skogflatt-data fra 1950, ein parametrisk
bayes-analyse overlevelses modell og ekspertar innanfor feltet. Studien foreslo at
dersom luftfuktigheita var lag hadde temperaturen ei stgrre betydning for overleving,
blant anna at flatt hadde hggare dgdelegheit ved hgge temperaturar dersom
luftfuktigheita var lag. Derimot sidan datasettet brukt i studien var relativt gammalt,
papekte Wongnak et al., (2022) at flatten som lever i dag kan ha tilpassa seg til desse

utfordringane.

1.3. Overfgring av patogena i flatt

Patogena kan overfgrast mellom vert og vektor pa ulike matar (Steinbrink et al., 2022).

Desse ulike matane er systemisk, transstadial passasje, transovarian og overfgring
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giennom samforing, som pa engelsk er kjent som «co-feeding» (Steinbrink et al., 2022).
Definisjonane av desse omgrepa er skildra av Randolph, Gern og Nuttall (1996); ein
systemisk overfgring er nar patogenet fgrer til ein infeksjon i verten, og der ikkje-infiserte
flatt kan bli infisert via verten gjennom eit blodmaltid. Overfgring av infeksjon fra eit
livsstadium til det neste i ein individuell flatt fer det har skjedd eit nytt blodmaltid er ein
transstadial passasje overfgring. Transovarian overfgring er ein overfgring til egga, og
dermed til larvane via ein infisert vaksen hoflatt. Til slutt, overfgring giennom samforing
kan oppsta narinfiserte og ikkje-infiserte flatt tar seg eit blodmaltid samtidig fra den same
verten. Verten i seg sjglv er ikkje med a spreie bakterien til den ikkje-infiserte flatten

(ikkje-systemisk) (Randolph, Gern og Nuttall, 1996).

1.4. Flatt-bakteriar

1.4.1. Neoehrlichia mikurensis og Neoehrlichiose
Neoehrlichia mikurensis er ein bakterie i familien Anaplasmataceae (Kawahara et al.,
2004). Bakterien var fyrst oppdaga i 2004 i Japan hos brunrottar (Rattus norvegicus) og i
flatten Ixodes ovatus (Kawahara et al.,, 2004). | Europa er det skogflatten som er
hovudvektoren for N.mikurensis, og basert pa data fra 18 forskjellige land varierer
prevelansen i Europa fra 0.1% til 24.3% (Portillo et al., 2018). | tillegg til a infisere flatt,
kan N. mikurensis fgre til sjukdommen neoehrlichiose hos menneskjer, som var relativt
nyleg oppdagaiNoreg (Quarsten et al., 2017). Ifglgje Labbé Sandelin (2022) er symptoma
pa neoehrliciose ofte fraverande eller uspesifikke, men ubehandla infeksjon kan gi
alvorlege konsekvensar hos saerleg immunsvekka menneskjer (Silaghi et al., 2015). Labbé
Sandelin (2022) fann ein prevalens av bakterien pa 0.7% fra blod-donorar og 1.3% hos

pasientar med symptoma antatt til 8 kome fra flatt-bitt i Sverige.
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1.4.2. Borrelia burgdorferi sensu lato og Lyme borreliose
Borrelia burgdorferi sensu lato (s.I) er eit kompleks av ulike spiroket-bakteriar
(Spirochetales) (Stanek et al., 2012). Dei vanlegaste bakteriane innanfor komplekset i
skogflatt er B. afzelii, B. garinii, B. burgdorferi sensu stricto (s.s) og B.valaisiana (Rauter,
2002; Tveten, 2013; Rdileanu et al., 2021). Av alle desse er B. afzelii den mest vanlege
borrelia-bakterien hos flatt i Noreg, spesielt hos nymfer (Herrmann og Gern, 2010;
Kjelland et al., 2018). Fleire av B. burgdorferi s.l bakteriane kan forarsake Lyme borreliose
(Stanek et al., 2012). Lyme borreliose er den vanlegaste vektoroverfgrte sjukdommen i
Europa, og i Europa skyldes den hovudsakeleg av B. afzelii og B. garinii (Madison-
Antenucci et al., 2020; Lyngstad et al., 2021). Ifglgje ein oversiktsartikkel fra Steinbrink et
al., (2022) tyder fleire studiar pa at dei forskjellige borrelia-artane er assosiert med ulike
reservoarvertar. B. afzeliihar vanlegvis gnagarar som reservoarvert, medan bade B.garinii
og B.valaisiana bruker fuglar som reservoarvert. Derimot har B. burgdorferi sensu stricto
(s.s) vore observert til 8 ha meir bredt utval av vertar, blant anna fuglar, gnagarar og

kjpttetarar.

| bade Vest-Europa generelt (Sykes og Makiello., 2016) og Noreg (MSIS., 2023) har det
vore ein auking i farekomsten av sjukdommen Lyme borreliose. Til dgmes fra 2003 til og
med 2014 var det hggaste registrert antal tilfella i Noreg 356 i 2008 (MSIS., 2023).
Derimot fra 2015 til 2022 var det registrert over 400 tilfella kvart ar, med det hggaste
registrerte pa 557 i 2022 (MSIS., 2023). Kjenneteikn pa sjukdommen er vanlegvis utslett
(Stanek et al., 2012). Andre mindre vanlege symptoma er leddgikt og nevrologiske

manifestasjonar (Stanek et al., 2012).
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1.5. Koinfeksjon

Koinfeksjon er nar ein individuell flatt er infisert med meir enn ein patogen (merriam-
webster.com, u.d). Ein koinfeksjon i flatt med opptil fem ulike patogena har vore
registrert av Moutailler et al., (2016). Derimot av flatt som er infisert med fleire enn ein
patogen, tyder det pa at dobbel infeksjon er mest vanleg (Moutailler et al., 2016; Klitgaard
etal., 2019). | tillegg har fleire studiar funnet at ein koinfeksjon er meir vanleg hos vaksne
flatt enn hos nymfer (Walk et al., 2009; Herrmann og Gern, 2010). Studien av Moutailler
et al.,, (2016) som undersgkte vaksen hoflatt i Frankrike fann at 45 % var infisert med
minst ein patogen, og at halvparten av desse hadde blanda infeksjonar. Same studie
observerte at bakteriar som fgrer til Lyme borreliose var dei mest gjentakande av 38 ulike
patogen testa. Klitgaard et al., (2019) observerte ogsa at slekta Borrelia var mest vanleg,
men studien testa berre 17 ulike patogen. Nar det kjem til koinfeksjon utanfor dette har
Kjelland et al., (2018) oppdaga ein koinfeksjon mellom B.afzelii og N. mikurensis pa 3.3%

i Ser-Noreg.

1.6. Atferd hos infisert flatt

Ein oversiktsartikkel av Herrmann og Gern (2015) observerte at infisert flatt moglegvis
harannleis atferd enn ikkje-infisert. Dette er ved a drive med jakt for ein vert hggare oppe
i vegetasjonen, og betre yta ved bade lagare luftfuktigheit og ekstreme temperaturar.
Ulike hypotesar pa kvifor infisert flatt kan ha denne atferda er hggare feittinnhald,
endringar i genane og stgrre maltid enn ikkje-infisert flatt pa grunn av virus eller
bakteriane. Derimot fann Herrmann og Gern (2010) at dersom smittemengda er hgg kan
dette pdverke overlevingsrata negativt. Denne trenden sag forfattarane i studien hos
vaksne flatt, men ikkje hos nymfer. Det har vore observert eit forhald mellom flatt-

bakterien Anaplasma phagocytophilum og ixodes scapularis flatt som kan moglegvis tyde
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pa ein symbiose (Neelakanta et al., 2010). Dette er pa bakgrunn av at flatt infisert av
denne bakterien har ein auka sjanse for a overleve i kalde miljg gjennom eit
frostbeskyttande glykoprotein (Neelakanta et al., 2010). | tillegg har det ogsad vore
observert at flatt-bakteriar kan gi eit tilskot av B-vitaminer til flatt, noko som flatten
vanlegvis ikkje far mykje av fra blodmaltid, som er spesielt viktig for utviklinga av hoflatt

(Duron et al., 2018).

1.7. Sanntids PCR

For a undersgkje om ein flatt er infisert av ein bakterie eller virus kan ein bruke sanntids
PCR (Holland et al., 1991; Higuchi et al., 1992). Fgr sanntids PCR var konvensjonell PCR
mykje brukt for & identifisere patogena (Estrada-Pefia et al., 2013). Fgr dette igjen var
merkefeltsmikroskopi slik som av Alekseev et al., (2001) brukt for & identifisere blant
anna B.burgdorferi (s.l) bakteriar. Ifglgje Bio-Rad labratories (2006) er sanntids PCR ein
metode der DNA oppformeras og blir visualisert i sanntid ved hjelp av fluorescerande
molekyl i reaksjonen. Nar nok DNA blir oppformert, resulterast det til eit malbart
fluorescerande signal. Kor mange syklusar det tek fgr ein far dette signalet er kalla
syklusterskelen (ct). Dess lagare ct-verdi ein prgve har, dess meir genetisk materiale er
det i prgva. Utanom DNA-prgvane, kan komponentane i ein sanntids PCR besta av
primere og ein mastermix som innehalde blant anna DNA polymerase, dNTP og eit
fargestoff (Bio-Rad labratories., 2006). DNA polymerase er eit enzym som katalyserer
forlenginga av nytt DNA ved a legge til fleire ulike dNTP pa ein allereie eksisterande DNA-
trad (Campbell et al., 2018). Eit dgme pa eit fargestoff derimot er SYBR-green som binder
seg til dobbeltradet DNA (Bio-Rad labratories., 2006). Fordelen med bruken av SYBR-

green er at ein trenger ingen DNA-prober, berre parallelle og antiparallelle primere (Bio-
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Rad labratories., 2006). Ulempa er at fargestoffet er uspesifikk, og kan difor binde seg til

kva som helst dobbeltradet DNA (Bio-Rad labratories., 2006).

1.7.1. Smeltetemperatur
For & skile mellom spesifikke og uspesifikke produkt ved sanntids PCR er
smeltetemperaturen (Tm) viktig. Tm er temperaturen der 50% av dobbeltrddet DNA har
blitt til enkeltrddet DNA (Bio-Rad labratories., 2006). Tm av eit produkt er paverka av
faktorar som lengde, innhaldet av GC og sekvens (Ririe, Rasmussen og Wittwer, 1997).
Difor kan ein bruke Tm for a skile mellom ulike patogen og ikkje-spesifikke produkt (Ririe,
Rasmussen og Wittwer, 1997). Til dgmes har ikkje-spesifikke produkt vanlegvis ein lagare

Tm enn det spesifikke produktet (Ririe, Rasmussen og Wittwer, 1997).

1.7.2. Kontaminasjon ved sanntids PCR
Det er ulike fordelar med a fgreteke sanntids PCR samanlikna med konvensjonell PCR
(Bio-Rad labratories., 2006). Ved sanntids PCR trenger ein ikkje & gjere ein
gelelektroforese etter oppformeringa av DNA (Bio-Rad labratories., 2006). | tillegg minkar
ein sjansen for kontaminasjon av prgvane sidan reaksjonen fgretek segi eit lukka system
(Bio-Rad labratories., 2006). Derimot det er framleis ein sjanse for kontaminasjon
giennom kryss-kontaminasjon mellom prgvar (Bio-Rad labratories., 2006) via ureine
pipettar og ved uforsiktig handtering av DNA-rgyr (Kwok og Higuchi, 1989). For a8 unnga
kontaminasjon var mastermix laget i eit separat rom enn der DNA-prgvane var oppbevart,
bruk av eingangshanskar som jamleg var bytta og tilsetta DNA-prgvane sist i PCR-plata

(Kwok og Higuchi, 1989).
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1.8. DNA-ekstrasjon

Det er ulike metodar for 3 ekstrahere DNA fra flatt for bruk ved sanntids PCR (Okeyo et
al., 2019). Nokre av desse metodane er forskjellige kommersielle DNA-ekstrasjons kit
og Ammonium hydroksid (NH4OH) (Okeyo et al., 2019). Fyrstnemnte metode har ved
fleire studiar vore observert til 3 gi betre resultat ved sanntids PCR enn NH4OH-metoden
(Ammazzalorso et al.,, 2015; Okeyo et al.,, 2019). Derimot er NH4OH- metoden eit
alternativt ved st@grre mengda av flatt, fordi den er bade gkonomisk billigare og mindre

tidskrevande enn DNA-kits (Okeyo et al., 2019).

1.8.1. pH-indikator
NH4OH har en pH-verdi pa omkring 11.46 kalkulert basert pa ein konsentrasjon pa 0.5M/I
og Kb- verdi pa 1.79x10° (Weast og Astle, 1982), medan den optimale pH-verdien for
sanntids PCR reaksjonen er omkring pH 8.3 - 9 (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA).
Difor er det viktig at mesteparten av NH4OH har fordampa etter DNA-ekstraksjon. For a
undersgkje dette kan ein bruke fargestoffet ngytral raudt (Barbosa og Peters., 1971).
Ngytral raudt, kjent som «Neutral red» pa engelsk, er ein svak base som kan brukes som
pH-indikator (Barbosa og Peters., 1971). Dette er fordi fargestoffet er sensitiv til pH-
endringar (Barbosa og Peters., 1971). Til dgmes kan den enten vere raud-rosa, brun-
oransje eller gul basert pa pH-verdi hos ulike baser (Barbosa og Peters., 1971). Vanlegvis

er fargestoffet raud-rosa ved pH < 6.8, gul ved pH 8 > (Sigma-Aldrich, Saint-Louis,

Missouri, USA) og mellom pH 6.8 og 8 er fargestoffet oransje (LaManna., 1987).
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2. Studieomrade

Studieomrade ligger i Surnadal kommune (omkring 63° N, 8.5°A) i Mgre og Romsdal fylke
(Fig. 1). Av dyrelivi kommunen er det blant annet registrert hjort (Cervus elaphus), og i
perioden 2021 til 2022 var det felt 490 individ i kommunen (Statistisk sentralbyra, 2022).
Studieomradet var delt inn i to hovudomrada, 4.7 kilometer fra kvarandre (Fig. 2).
Hovudomrada var deretter delt inn i til saman atte delomrada (vedlegg 9.2, tabell 2). Det

var observert hjortestiar pa begge studieomrada.
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Figur 1. Viser kvar studieomrdde kommunen, Surnadal, er lokalisert i Noreg.
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Figur 2. Distansen mellom startpunktet for studieomrdda i Snekkvika (r@d prikk) og i Solligjerdet (blG prikk).

2.1. Solligjerdet

Studieomrade pa Solligjerdet (Start = 63.027823, 8.597778, slutt: 63.028203, 8.593490)
var 599 meter lang med ein variasjon pa 49 og 145 m.o.h.(fig.3). Delomrade A var nedst
i terrenget medan delomrade D var hggast oppe. Vegetasjonen var ein blanding mellom
fattig edellauvskog og blabaerfuruskog (Rekdal og Larssons, 2005). Artar identifisert i
omrade var bldbaer (Vaccinium myrtillus), furu (Pinus sylvestris), einstape (Pteridium
aquilinum), Hassel (Corylus avellana), Bjgrk (Betula pubescens), torvmose (Sphagnum),
smamarimjelle (Melampyrum sylvaticum), rogn (Sorbus aucuparia), einer (Juniperus),

tyttebaer (Vaccinium vitis-idaea) og tepperot (Potentilla erecta).
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Figur. 3. Start og sluttpunkt for studieomrdde i Solligjerdet. Den stipla linja viser stien som blei brukt.

2.2. Snekkvika

Studieomrade i Snekkvika (start = 63.009167, 8.519113 slutt: 63.005207, 8.509088) var
eit 700 meter langt relativt flatt omrade med ein variasjon pa 13 til 36 m.o.h. (fig.4).
Vegetasjonen i omradet bestod hovudsakleg av bladbaerfuruskog og mindre omrada med
fattig edellauvskog (Rekdal og Larssons, 2005). Dominerande plantar identifisert i omrade
var blabeer, furu, etasjemose (Hylocomium splendens) , einstape, bjgrnekam (Blechnum
spicant) og diverse lauvtreer. | tillegg vart myrtistel (Cirsium palustre), blokkebaer
(Vaccinium uliginosum), krakefot (Lycopodiaceae), mjgdurt (Filipendula ulmaria),
skoggullris (Solidago virgaurea ssp. Virgaurea), stormarimjelle (Melampyrum pratense),
grevier (Salix aurita), rgsslyng (Calluna vulgaris), rogn, einer, tyttebzer, osp (Populus

tremula) og skogsvever (Hieracium) dokumentert pa staden.
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Figur 4. Start og sluttpunktet pd studieomrddet i Snekkvika der den stipla linja viser stien som var brukt.
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3. Metode

3.1. Feltmetode

Flatt blei innsamla i juni og juli sommaren 2022 med metoden flagging (Estrada-Pefia
Mihalca og Petney, 2017). Flagging blei gjort ved bruk av eit kvit frottéhandkle festa pa
eit kosteskaft ved bruk av tradisjonelle teiknestiftar. All flatt blei overfgrt i enten 1.5ml
eppendorfrayr eller 50 ml sentrifuge rgyr fylt med 96% etanol. Flagging var hovudsakleg
foretatt pa tgrr vegetasjon og ved lite eller ingen vind. Handduken var bytta dersom den
blei vat eller skitten slik som Quiller et al., (2016). | tillegg til flagging, var flatt som satt
seg pa forfattarens klede i Snekkvika, innsamla i eit separat 50ml rgyr. Forfattaren
pakledning var ein heildekkande kvit kjeledress, fjellsko og sokkar over buksebeina. Ingen
flattmiddel var tatt i bruk. Dersom det |0t seg gjerast var alle delomrada flagga minst ein
gong kvar feltdag. Berre nymfer og vaksne flatt var innsamla, sidan larver var vanskelege
a telle. Gjennomsnitt lengde per flagging var pa 161 meter. All flatt var luftt@grka fer DNA-
ekstraksjon. Dette var fordi etanol kan fgre til inhibisjon ved Sanntids PCR (Schrader et

al., 2012; Okeyo et al.,2019).

3.1.1. Vegetasjonskartlegging og meteorologisk kartlegging
Vegetasjonskartlegging var fgretatt basert pad observasjonar i felt og ved bruk av Rekdal
og Larssons (2005) rettleiing i vegetasjonskartlegging. Lengdedata og koordinatar var
registrert ved bruk av appen Geo tracker — GPS tracker (llya Bogdanovich., 2013).
Deretter var koordinatane brukt til a finne ut meter over havet ved bruk av Norgeskart.no.
Lufttemperatur var notert ned kvar feltdag utanfor huset i studiekommunen. | tillegg var
YR.no brukt for innsamling av data for lufttemperatur og luftfuktigheit. Alle kart var

genererte ved bruk av ArcGIS Pro (ESRI., 2011).
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3.2, DNA-ekstraksjon

DNA ekstraksjon av flatt var fgretatt ved bruk av 2.5 % ammonium hydroksid (NH4OH)
(Guy og Stanek., 1991). Tgrre flatt var overfgrt i 2 ml mikrosentrifugergr rgyr fylt med
100 pl 2.5 % ammonium hydroksid ved bruk av sterile podegser. Lokket pa rgyra var satt
hol pd med ein 0.8 sprgytenal. Dette var for 8 unnga produsering av overtrykk som kan
gjere at lokket spretter opp, som kan fgre til at rgyra faller og tgmmer seg sjglv i
inkubasjonssprossesen (professor A. Jenkins 2023, personleg kommunikasjon, April).
Inkubasjonen var fgretatt i 20 minuttar ved 100 °C med lokket igjen, etterfglgt av ein
inkubasjon pa 10 minuttar med lokket opent. Sentrifugering i omkring 30 sekund var
feretatt etter kvar inkubasjon for & fjerne damp som la seg pa veggane pa rgyra. Til slutt

var rgyra markert og oppbevart i ei veke ved 4 °C f@gr dei var overfgrt i tette 1.5 ml rgyr.

3.2.1. pH-indikator
Saman med doktorgradsstipendiaten Andrea Paola Cotes Perdomo var det undersgkt om
ein kunne bruke fargestoffet ngytral raudt som pH-indikator ved ammonium hydroksid
DNA-ekstraksjon. Dette var gjort med & observere fargeendringar hos prgvar tilsett
fargestoffet. | tillegg var det undersgkt om fargestoffet paverka sanntids PCR. Fire ulike
sanntids PCR testar, med bruk av flatt innsamla frd Langgya og Asdalstranda i Bamble
kommune i mai 2011 av Dag Hvidsten (professor A. Jenkins, 2023, personleg
kommunikasjon, Mai) var fgretatt. Alle flatt var ekstrahert DNA fra ved bruk av NH4OH-
metoden (Jf. kapittel 3.2), berre at det var tilsett 25 pl av fargestoffet i 1000 ul 2.5%
ammoniakk. Konsentrasjonen pa fargestoffet var omkring 100 mg/ml. I tillegg til dette var
det tilsett ekstra fargestoff i en av to fortynningsrekkjer. Dette bestod av 50 pl ngytral
raudt fargestoff i 1000 pl sterilt vatn. Ved test 1 var 5 ul av denne blandinga tilsette i 1 av

2 Neo5. Medan ved test 2 var same mengde tilsette i 1 av 2 neo7 og neo8. For detaljert
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skildring for kvar test, sja tabell 1. Alle flatt var testa for N.mikurensis ved bruk av sanntids

PCR skildra i kapittel 3.3.1.

Tabell 1. Metode for test av ngytral raudt ved N.mikurensis sanntids PCR.

Test DNA-ekstraksjon Dagar etter DNA-ekstraksjon* = Antal flatt-prgvar

metode
Test1 Med fargestoff ~ 2 dagar 15 nymfer fra Asdalstranda
Test2 Med fargestoff, ~3dagar Alle flatt fra test 1.

1.5 fortynning
med TE buffer
Test 3 Utan fargestoff ~ ~0dagar 6 hannflatt, 6 hoflatt og 6
nymfer fra Langgya.

Test 4  Utan fargestoff  ~"7 dagar Alle flatt fra test 3.

* kor mange dagar etter DNA-ekstraksjon at sanntids PCR var utfgrt.

3.3. Sanntids PCR

Alle Sanntids PCR testane var fgretatt med bruk av ein StepOnePlus maskin fra Applied
Biosystems (Applied Biosystems Inc, Foster City, CA, USA), og ved bruk av protokollen i
vedlegg 9.1. Basert pa antal flatt testa, var det tatt i bruk enten ein 96 eller 48 PCR plate
PCR maskin. I tillegg var alle eksperimenta kvantitative —standard kurve med ein standard
~ 2 timars ramp hastigheit. For kvar eksperiment var det brukt eit reaksjonsvolum pa 25
ul vaeske i kvar platehol, der 20 pl var mastermix og 5 pl var enten DNA-prgva eller
kontroll. For negativ kontroll var det tilsett 5 ul med DNA-fri vatn i staden for DNA-prgve.
Alle primerane brukt i studien var bestilt frd Integrated DNA Technologies (Integrated

DNA Technologies, Coralville, lowa, USA).

3.3.1. N. mikurensis

Sanntids PCR metoden utvikla av Jenkins et al., (2019) retta mot groEL genet var fgretatt

for & identifisere flatt infisert med N.mikurensis. Dette var ved bruk av SYBR-green
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mastermix og Neo2f/Neo2r primere slik som Jenkins et al., (2019) (tabell 2). For positiv
kontroll var ein 10-foldig fortynningsrekkje av pNeo med molekylar fra 1.6 x 10° til 1.6 10°
per 5 ul (Jenkins et al., 2019), kalla Neo5-Neo9 brukt. Mastermix var laga slik som

oppskrifta i tabell 3, medan den termiske profilen stod pa slik som i tabell 4.

Tabell 2. Primere brukt for N.mikurensis sanntids PCR, laga av Jenkins et al., (2019).

Parallell primer (forward) 5'GCAAATGGAGATAAAAAC ATAGGTAGTAAA
3/
Antiparallell primer (reverse) 5'CATACCGTCAGTTTTTTCA ACTTCTAA 3’

Tabell 3. Mastermix for N.mikurensis sanntids PCR for 10 prgvar.
Komponent Mengde i pl

300 nM PowerUp SYBR-green mastermix* 125

Parallell (forward) primer 15
Antiparallell (Reverse) primer 15
DNA- fri vatn 45

*Av Applied Biosystems (Applied Biosystems Inc, Foster City, CA, USA)
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Tabell 4. PCR termisk profil 1. Programmet bestod av 45 syklusar med to startsyklusar.

Fase

Haldingsfase

Syklusfase

Smeltekurve-fase

Haldingsfase

3.3.2. Test av inhibisjon

Steg

Temperatur ( °C)
50°C

95 °C

95°C

60°C

95°C

60 °C

65 °C

65-80°C

15°C

Tid

2 minutt

10 minutt

15 sekund

1 minutt

15 sekund

1 minutt

5 sekund

15 sekund, + 0.3 °C

1 minutt

Utanom fortynningsrekkje som positiv kontroll, var ein kopi av kvar enkelt DNA-prgve

tilsett 1.5 pl av neo5. Dette er kalla «spiking» som var brukt for a teste for inhibisjon.

Spiking var gjort for a fa ein konstant mengde av den spesifikke bakteriens DNA, som skal

fgre til positive resultat dersom sanntids PCR testen fungerer slik den skal. Til dgmes er

det eit teikn pa inhibisjon dersom den spiked prgven er negativ eller har ein ekstremt hgg

ct-verdi enn forventa (professor A. Jenkins 2023, personleg kommunikasjon, Mai).
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3.3.3. B. burgdorferi (s.l)

Pavising av B.burgdorferi (s.l) positive flatt var utfgrt ved bruk av ein sanntids PCR utvikla
avJenkinsetal., (2012), retta mot flaB genet. Tabell 5 viser flaB primere sekvensane som
var brukt. For positiv kontroll var ein B.burgdorferi 10-foldig fortynningsrekkje pa 3 x 10°
til 3 molekylar per 5 ul (Jenkins et al., 2012), kalla borr3-borr9 brukt. | tillegg som hjelp til
a tolke smeltekurve-analysane og som positiv kontroll for dei ulike borrelia-artane var
flatt positive for B.garinii, B.afzelii og B.valaisiana inkludert. Fortynningsrekkja var brukt
til & identifisere B.burgdorferi (s.s). B.afzelii kontroll var fra mai 1998 fra Langgya, nyleg
testa av Saber (2022). PCR termisk profil var lik N.mikurensis sanntids PCR (jf. Tabell 4),

medan mastermix var laget slik som i tabell 6.

Tabell 5. FlaB primere brukt for B.burgdorferi s.I. sanntids PCR.

Parallell primer (forward) 5’ TCA AGA AAT AAT GST ATT AAT GCT GCT AA 3'*

Antiparallell primer (Reverse) 5 CCAGCAGCATCATCA GAAGCT 3’

*S= C+G, primere utvikla av Jenkins et al., (2012).

Tabell 6. Mastermix oppskrift for B.burgdorferi (s.l) PCR (10 pravar).

Komponent Mengde i pl

340 nM PowerUp SYBR-green mastermix* 125

Parallell (forward) primer 17
Antiparallell (Reverse) primer 17
DNA-fri vatn 41

*Av Applied Biosystems (Applied Biosystems Inc, Foster City, CA, USA)

3.3.4. B.afzelii spesifikk sanntids PCR
Alle B.burgdorferi (s.l.) positive ved metoden fra kapittel 3.3.3 var testa pa nytt for

B.afzelii ved bruk av nye B.afzelii spesifikke primere. Desse primerane var laga av Regine
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Bpe og Emely Marie Hegna Hagen (2022) i kurset Applied genetics pa USN (Tabell 7).
Desse primerane vart kalla BafER. Mastermix oppskrift var laga slik som i tabell 3. To ulike
PCR termiske profil program var eksperimentert pa, termisk profil 1 (jf. Tabell 4) og

termisk profil 2 (tabell 8).

Tabell 7. B. afzelii spesifikke primere laget av Bge og Hagen (2022) i kurset Applied genetics pd USN.

Parallell primer (forward) 5 TTG GAA GTA AAA GAA GGAACCGTT A ‘3

Antiparallell primer (Reverse) 5 TTT TTA GTA GCCTGAGTAGTG TTA GTG ‘3

Tabell 8. PCR termisk profil 2. Programmet bestod av 40 syklusar med ein startsyklus.

Fase Steg Temperatur (°C) Tid
Haldingsfase 1 95 °C 1 min
Syklusfase 1 95°C 10 sekund

2 60 °C 1 min
Smeltekurve-fase 1 95°C 15 sekund

2 60 °C 1 min

3 95°C 15sek, + 0.3 °C

For positiv kontroll var ein kombinasjon av flatt positive for B.afzelii fra Langgya i 1998
(Saber., 2022) og flatt testa i denne studien brukt. Desse hadde ein ID pa L2 152, L2 172,
S10722M02 og S2X22M14. For a sjekke at DNA fra andre B.burgdorferi (s.l) artar ikkje
oppformerte, var B.garinii positive flatt brukt som kontroll. | tillegg var Borr3 fra
fortynningsrekkja ved B.burgdorferi (s.l) sanntids PCR (jf. Kapittel 3.3.3) brukt som

kontroll for B.burgdorferi (s.s).
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| nokre tilfella var det usikkert om ein flatt var positiv for B.afzelii eller B.valaisiana ved
B.burgdorferi (s.l) sanntids PCR. | desse tilfella var ein flatt registrert som positiv for
B.afzelii dersom dei var positive ved minst 2 av 3 B.afzelii sanntids testar. Derimot var dei
registrert som B.valaisiana positive dersom dei var negative ved minst 2 av 3 B.afzelii
sanntids PCR. Same prosedyre var ogsa fgretatt dersom ein prgve var positiv ved den eine

termiske profilen, men negativ ved den andre.

Hos flatt identifisert som B.garinii eller B.burgdorferi (s.s) ved B.burgdorferi (s.l) sanntids
PCR, var desse berre testa ein gong ved B.afzelii sanntids PCR dersom dei var negative

ved fyrste test.

3.4. Statistikk

Statistiske analysar var fgretatt ved bruk av programmet R versjon 4.0.2 (R Core Team.,
2022) med pakken «Rcmdr», og Excel (Microsoft Corporation, 2018). Statistiske testar
utegva var Kji-kvadrat test (Excel-ark av A. Jenkins., 2016), 95 % konfidensintervaller (Excel-
ark av A. Jenkins., 2004), Pearsons korrelasjonskoeffisient , t —testar med bade ein ogto
grupper, paret t- test, Fishers eksakte test og einvegs variasjonsanalyse. Resultat med
ein p-verdi pa < 0.05 var sett som statistisk signifikante. Utrekning med meteorologisk

data var basert pa informasjon i vedlegg 9.2 tabell 3.

3.4.1. Utrekning av flatt-tettleik
Utrekning av flatt-tettleik var basert pa data i vedlegg 9.2 tabell 2. Antal timar med
flagging inkluderte berre timar med aktivt flagging, og inkluderte ikkje tida brukt for a

fierne flatten fra handduken. | tillegg var flatt innsamla ved andre metodar enn flagging
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ikkje brukt for utrekning av flatt-tettleik. Formelen nedanfor viser korleis flatt-tettleiken
var utrekna.

Antal flatt samlet ved flagging
Antal timar med flagging

Flatt — tettleik =

3.4.2. Smeltekurve-analyse
Smeltekurve-analyser var fgretatt for & differensiere mellom negativ resultat og
oppformasjon av DNA for bade spesifikke og uspesifikke produkt ved sanntids PCR. Dette
gjekk ut pa a samanlikne smeltekurva og Tm med positiv kontroll. Dermed var ein test
sett som positiv for den spesifikke patogen-gruppa dersom den hadde en
smeltetemperatur + 1.5 °C frd positiv kontroll, og en ct- verdi under 45 ved termisk profil
1 eller ct-verdi under 40 ved termisk profil 2 (professor A. Jenkins 2023, personleg

kommunikasjon, februar).
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4. Resultat

4.1. Flattinnsamling

Alle flatt innsamla var identifisert som skogflatt basert pa morfologi. Totalt var 502 flatt
innsamla, der 79 % (395 av 502) var bekrefta a bli fanget ved bruk av flagging, 11.5 % (58
av 502) innsamla fra forfattarens klede, medan resten (49 av 502) avinnsamla flatt hadde
ein ikkje-registeret innsamlingsmetode. Naermare bestemt var dei enten fanget ved test-
flagging eller fra forfattarens klede fra Solligjerdet. 20 % (101) av all flatt var i
vaksenstadiet (fig.5), der fordelinga mellom kjgnn var pa 56% hankjgnn og 44% hokjgnn.
Dermed var 80% av innsamla flatt nymfer, med fleire innsamla fra Snekkvika (72%)
samanlikna med hos Solligjerdet (28%) (fig.5). Av flatt innsamla fra forfattarens klede i
Snekkvika, var 29 nymfer, 15 hoflatt og 14 hanflatt. Totalt 8.6 aktive timer med flagging

var registeret, 2.6 timer i Solligjerdet og 6 timer i Snekkvika.

Flatt innsamla i Surnadal kommune

300 289

250
= 200
o
= 150
=
= 112
< 100

50 34 23 21 23

., s s s
Hankjgnn vaksen Hokjgnn vaksen Nymfer
Livsstadium

m Solligjerdet ® Snekkvika

Figur 5. Diagrammet viser antal flatt innsamla kategorisert etter livsstadium og studieomrdde. Data
inkluderer flatt innsamla med bdde flagging, fra forfattarens klede og ikkje-registeret innsamlingsmetode.

Data inkluderer ikkje flGtt som av ulike grunnar var tapt.
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4.2. Meteorologisk data

Gjennomsnittstemperaturen i feltperioden var 18.5°C (standardavvik 2.85°C), medan
luftfuktigheita var i gjennomsnitt pa 70.6% (Standardavvik 10.4 %). Luftfuktigheita
varierte i gjennomsnitt mellom studieomrada pa 75.6 % i Snekkvika, og 64.2% i
Solligjerdet. Derimot viste ein t- test med to grupper ingen signifikant forskjell i verken
lufttemperaturen (t = - 0.84, df = 11, p-verdi = > 0.05,) eller luftfuktigheit (t = 1.93, df =
11, p-verdi = > 0.05) mellom dagane ute i felt fgretatt pa dei to ulike studieomrada. Det
var heller ingen signifikant forskjell (P-verdi=> 0.5) mellom temperatur observert utanfor

huset i studieomrade- kommunen og data henta fra Yr.no.

4.3. pH-indikator og sanntids PCR

Det var observert ulike fargeendringar ved bruk av fargestoffet ngytral raudt som pH-
indikator ved NH4OH DNA-ekstraksjon. Fgr inkubasjon var fargestoffet raud-rosa, medan
rett etter prgvane var kokt ved DNA-ekstraksjon var dei brun-oransje. Etter eit par dagar
i kjgleskapet vart dei raud-rosa igjen. Dette vil seie at pH var mellom 6.8 og 8 rett etter

DNA-ekstraksjon, til pH < 6.8 etter lagring.

Ved sanntids PCR var det signifikant lagare ct-verdiar hos spiked — prgvar etter fortynning
av fargestoffet (t= 3.4, df= 14, p-verdi=<0.05) ved ein paret t-test (tabell 9) enn fargestoff
utan fortynning. | tillegg nesten halverte antal spiked flatt mislykka for DNA-
oppformasjon etter fortynninga av fargestoffet (Tabell 9). Det var ogsad ein redusert
inhibisjon hos bade fortynningsrekkjer generelt og fortynningsrekkjene tilsett fargestoff

etter fortynninga (tabell 9).
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Tabell 9. Resultat frd sanntids PCR av DNA ved bruk ammoniakkmetoden og fargestoffet ngytral raudt. Test
1-2 og test 3-4= same prgver. Mislykka = mislykka for oppformasjon av DNA. Inhibisjon mellom to like

fortynningsrekkje er utanom fargestoff-kontroll. “x=gjennomsnitt.

Ct- verdiar Inhibisjon (forskjell i ct-verdiar)
Test Alle flattprgver (Spiked).  Forskjell mellom to Forskjell mellom Fargestoff
fortynningsrekkjer* og ingen fargestoff

Med fargestoff | "x = 44.4, Median: 45, "x=6.75, Median:7.35  Neo5:27.2.
mislykka: 14 flatt

Fargestoff med = "x = 37.6, Median: 32.6, "x =1.1, Median=1 Neo7=3.0
1:5 fortynning Mislykka: 8 flatt Neo8=4.7.
med TE buffer

*Utanom prgvane i fortynningsrekkja tilsett fargestoff som kontroll

4.3.1. Ammonium hydroksid som DNA-ekstraksjon metode
Etter lagring av DNA-prgvane i ei veke etter DNA-ekstraksjon utan fargestoff var det i
giennomsnitt ein signifikant lagare ct-verdi hos fortynningsrekkja (t= 7.72, df= 4, p-verdi
= < 0.05) ved ein paret t-test, enn ved sanntids PCR rett etter DNA-ekstraksjon (fig. 6).
Ved same test var det ingen signifikant forskjell mellom spiked prgvar fgr og etter lagring
(t=1, df=17, p-verdi = > 0.05). Derimot reduserte spiked flatt mislykka for oppformasjon

av DNA fra 1 utan lagring til O etter lagring.

Hos spiked flattprgvar var den gjennomsnittlege ct-verdien pa 26.3 (median:24.7) utan

lagring, medan etter lagring reduserte ct-verdien seg til eit giennomsnitt pa 24.7 (median

24.7).
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Figur 6. Viser forskjellen i giennomsnitt ct-verdi (X-og Y aksen) hos fortynningsrekkje ved sanntids PCR same

dag som DNA-ekstraksjon med NH40H, og sanntids PCR etter lagring ei veke i kjgleskapet.

4.3.2. Flatt fra Asdalstranda og Langgya
Ved bruk av Fishers eksakte test var det ingen signifikant (p-verdi = > 0.1) forskjell i
prevalens av N.mikurensis mellom Asdalstranda og Langgya i Bamble kommune. Den
totale prevalensen av bakterien i kommunen var pa 15.2% (5 av 33 flatt) med eit 95%

konfidensintervall pa 5.7% til 32.7%.

Det varingen signifikant forskjell hos verken ct-verdiar (t= 3.2, df=2, p-verdi=>0.05) eller
Tm (t= 3.4, df=2, p-verdi = > 0.05) hos positive flatt ved sanntids PCR utan fargestoff rett
etter DNA-ekstraksjon eller etter ei veke, ved bruk av ein paret t-test. 16.7% (3 av 18) av
flatten frad Langgya var positive for N.mikurensis. Desse positive flattane bestod av to
hanflatt og ein hoflatt. | giennomsnitt varierte ct-verdien hos positive flatt mellom 22.2

til 30.9, medan Tm varierte pa 72.42 °C- 72.86 °C.
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Det var heller ingen signifikant forskjell hos ct-verdiar (t= 0.15, df= 1, p-verdi= > 0.05) hos
positive flatt ved sanntids PCR med fargestoff og fortynning av fargestoffet, ved bruk av
ein paret t-test. Det var ogsa ingen forskjell i Tm med og utan fortynning av fargestoffet
hos dei positive flattane. Totalt 13.3% (2 av 15) nymfer frd Asdalstranda var positive for
N.mikurensis. Ct-verdiane hos dei to positive nymfene varierte fra 35-45, medan Tm var
72.7°Cog 73.3°C. Den eine nymfa var negativ ved fyrste sanntids PCR, og var positiv etter

fortynning av fargestoffet.

4.4. Prevalens av flatt-patogena i Surnadal

4.4.1. N.mikurensis
Det var ingen signifikant forskjell i N.mikurensis prevalensen hos verken nymfer ved ein
kji-kvadrat test (X? =2.07, df= 1 og p-verdi = > 0.05) eller hoflatt ved Fishers eksakte
test (p-verdi = > 0.05) mellom studieomrada. Derimot var det signifikant fleire infiserte

hanflatt i Snekkvika ved bruk av sistnemnte test (p-verdi = < 0.05) (figur 7).

Totalt var 16.9 % (85 av 502) av flatten infisert med N.mikurensis, med eit 95%
konfidensintervall pa 13.8%-20.6%. Rekkjefglgja fra minst til mest prevalens etter
livstadium var 13.6% hos vaksen hoflatt, 16.7% hos nymfer og 21.1% i vaksen hannflatt.
Prevalensen av bakterien var nesten dobbelt sa hgg i Snekkvika (19.7%) enn i Solligjerdet
(11.4%). Av flatt innsamla fra forfattarens klede var 17.2 % (10 av 58) N.mikurensis

positive.
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Figur 7. Prevalensen av positive flgtt for bakterien N.mikurensis kategorisert etter livsstadium i flgtt og etter

studieomrade.

4.4.2. B. burgdorferi (s.l)
Ved kji-kvadrat testar var det ein signifikant forskjell i B.burgdorferi (s.l) infiserte nymfer
(x?= 15, df= 1, p-verdi = < 0.05), men ingen signifikant forskjell hos infiserte vaksen flatt

(X2=0.009, df=1, p-verdi = > 0.05) mellom studieomrada (fig. 8).

Totalt var 22.7% (114 av 502) av flatten positive for B.burgdorferi (s.l.) med eit 95%
konfidensintervall pa 19.2%-26.7%. Prevalensen var stgrst hos vaksen hannflatt (42.1%),
deretter hoflatt (34.1%) og minst hos nymfer (18.7%). Mellom studieomrada var
prevalensen stgrst i Solligierdet med 33.5%, medan i Snekkvika var denne pa 17.3%. Til
tross for dette, hadde vaksen hannflatt fra sistnemnte studieomrade den hggaste
prevalensen pd 47.8% (fig.8). Hos flatt innsamla fra forfattarens klede var prevalensen pa

15.5% (9 av 58).
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Prevalens av Borrelia burgdorferi (s.l) i Surnadal
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Figur 8. Prevalensen av B.burgdorferi (s.l) positive flgtt kategorisert etter livsstadium og studieomrdde i

Surnadal kommune.

4.4.3. Identifisering av B.burgdorferi (s.l) arter
Av dei B.burgdorferi (s.I) positive flattane var 36.8% (42/114) identifisert som
B.burgdorferi (s.s), 25.4% (29/114) B.afzelii, 25.4% (29/114) B.garinii og 12.1% (14/114)
B.valaisiana. Mellom studieomrada hadde B.burgdorferi (s.s) berre den stgrste
prevalensen i Snekkvika med 43.1%, medan i Solligjerdet var prevalensen stgrst hos
B.garinii pa 32.1%. B.valaisiana og B.burgdorferi (s.s) var hovudsakeleg observert i
nymfer (fig.9), medan B.afzelii og B.garinii hadde stgrst prevalens hos vaksen flatt (fig.
10). Flatt fra forfattarens klede var positive for B.afzelii (5 av 58) og B.garinii (2 av 58) og

B.valaisiana (2 av 58).
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Prevalens av B.burgdorferi (s.l) artar i nymfer
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Figur 9. Prevalensen av ulike artar innanfor B.burgdorferi (s.I) komplekset hos vaksen flatt kategorisert etter

studieomradde, med forkortingar (B.af = B.afzelii, B.ga = B.garinii, B.va = B.valaisiana og B.bu = B.burgdorferi

s.s.).

Prevalens av B.burgdorferi (s.1) artar i vaksen flatt
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Figur 10. Prevalensen av ulike artar innanfor B.burgdorferi (s.l) komplekset hos nymfer kategorisert etter
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studieomrdde, med forkortingar (B.af = B.afzelii, B.ga = B.garinii, B.va = B.valaisiana og B.bu = B.burgdorferi

s.5.).
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Smeltetemperatur

4.5. Smeltetemperaturar og smeltekurvar

4.5.1. N.mikurensis
Ved bruk av ein t-test med to grupper var det ein signifikant forskjell i Tm mellom
fortynningsrekkja og positive flatt (t = 6.1, df= 168, p-verdi = < 0.05). Derimot var det
ingen signifikant forskjell mellom spiked prgvar og fortynningsrekkja (t = - 0.86, df = 156,
p-verdi = > 0.05) ved same test. Figur 11 visualiserer forskjellane, medan figur 12 viser
smeltetoppane. Ved ein einvegs variasjonsanalyse var det observert 10 positive flatt med
ekstremverdiar samanlikna med resten av N.mikurensis positive flatt (figur 11). Difor var
dei positive flattane delt inn i to grupper, prgvar 1 og pregvar 2. Prgvar 2 var for gruppa

med ekstremverdiar.

Gjennomsnittleg Tm hos dei ulike gruppene var 74.46 °C, 74.51 °C, 74.14 °Co0g 72.88 °C
i rekkjefglgja positiv kontroll, spiked prgver, prgvar 1 og prgvar 2 (fig.13). Negativ kontroll
hadde ein gjennomsnitt Tm pa 70.83 °C med eit standardavvik pa 2.8 °C. Berre to flatt
hadde heilt lik Tm som positiv kontroll, i tillegg var det to flattprgvar som var utanfor bade

gruppe 1 og 2 av positive flatt.

w
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Figur 11. Variasjonen i smeltetemperatur hos N.mikurensis hos positiv kontroll, spiked prgver og positive

ikkje-spiked praver (DNA-prgve).
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Figur 12. Smeltekurve ved N.mikurensis sanntids PCR. N.mikurensis spiked (+) kontroll er den same som den

positive prgven, berre tilsetta litt av N.mikurensis positiv kontroll. Negativ kontroll bestér av DNA-frivatn.
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Figur 13. Forskjellen i giennomsnitt Tm for positiv kontroll, spiked pragvar, og ikkje spiked pravar (prevarl og
praver2).
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Smeltetemperatur
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4.5.2. B.burgdorferi (s.l) artar
Ved bruk av ein einvegs-variasjonsanalyse var det ein signifikant forskjell i giennomsnitt
Tm mellom alle positive flatt for dei fire B.burgdorferi (s.l) artane (df= 3, F-verdi= 299,
Pr(>F) =<0.05) (fig. 14). I tillegg var det ingen signifikant forskjell i Tm mellom bade positiv
kontroll og flatt hos B.afzelii (t= 1.9, df= 56, p-verdi => 0.05), B.valaisiana (t=1, df=26, p-
verdi = > 0.05) og B.burgdorferi (s.s) (t=0.4, df=82, p-verdi = > 0.05) ved ein t-test med to
grupper. Derimot var det ein signifikant forskjell hos B.garinii (fig.15) ved same test (t= 6,

df=56, p-verdi=<0.05).

Smeltetemperatur

T T I
B afzehi B burgdorten_s.s B.ganm B valaisiana

Borreba_an

Figur 14. Variasjonen i smeltetemperatur hos dei ulike B.burgdorferi (s.l) artane, berre for positive prgver.
Positiv kontroll er ikkje inkludert. Y-aksen viser Tm medan X-aksen viser Borrelia- art. Data for Tm er berre

fra B.burgdorferi (s.l) sanntids PCR.
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Figur 15. Viser forskjellen i Tm mellom kontroll og positiv prgve for B.garinii.
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Det var ikkje mogleg a skile mellom B.afzelii og B.valaisiana positive flatt berre ved bruk
av B.burgdorferi (s.l) sanntids PCR. Dette var fordi Tm hos positiv kontrollane var heilt like
i 4 av 6 testar. | tillegg var smeltekurvane ganske like samanlikna med forskjellen i
smeltekurvane til B.garinii og B.burgdorferi (s.s) (fig. 16). Difor vart B.afzelii identifisert

ved bruk av spesifikke primere (jf. Kapittel 3.3.4).

N\ i
A i
54000.0 \ B.valaisiana
oy B.burgdorferi (s.s) | \ N
1 /! % '
S 44000.0 / \ :
Q0 ] | '
= J \ H
(=] J | !
¥ 34000.0 | \ ' 1
[ B.garinii —/ | e | B.afzelii
D4 / 1 i
Z 240000 / \ i
4 / i
@ y \
o 14000.0 Kontroll (-) J \i
A 3
4000.0 s == AN

70.0 71.0 720 73.0 740 75.0 76.0 77.0 78.0 70.0 80.0
Tm: 75.57

Temperatur (°C)

Figur 16. Smeltekurver ved B.burgdorferi (s.I) sanntids PCR. Dei ulike artane er for positiv kontroll. Negativ

kontroll er DNA-fri vatn.

| giennomsnitt var Tm hos positive flatt hos B.garinii 74.13 °C, medan kontroll var 74.40°C.
Hos dei andre B.burgdorferi (s.l) artane var Tm hos positive flatt i giennomsnitt 75.27 °C,
75.46 °C og 75.04 °C i rekkjefglgja B.afzelii, B.valaisiana og B.burgdorferi (s.s). Negativ

kontroll hadde ein gjennomsnitt Tm pa 69.52 °C (standardavvik 2.4 °C).

4.5.3. B. afzelii
Det var ingen signifikant forskjell i giennomsnitt Tm mellom prgvar med begge termiske
profilane og positiv kontroll (df= 2, F-verdi= 0.18, Pr(>F) = > 0.05) ved ein einvegs

variasjonsanalyse (fig.17). | tillegg var smeltekurvane for positiv kontroll og prgve ganske
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lik ved termisk profil 1 (fig.18). Ved bruk av Fishers eksakte test var det ein ikkje-signifikant

forskjelli B.afzelii positive flatt som var negative ved enten termisk profil 1 eller 2 (p-verdi

=>0.05).
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Figur 17. Variasjon i giennomsnitt smeltetemperatur hos positive flgtt ved to ulike termiske profilar og

positiv kontroll ved B.afzelii sanntids PCR. Positiv kontroll er for begge termiske profila.
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Figur 18. Smeltekurve frd B.afzelii sanntids PCR. (-) = negativ, (+) = positiv kontroll. For negativ kontroll var

DNA-fri vatn brukt. Resultatet er for termisk profil 1.
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B.afzelii positive flatt var negative ved termisk profil 1 5% av gongane (2 av 37), medan
deivar negative 11% av gongane ved termisk profil 2 (2 av 18). Tm var i gijennomsnitt ved
program 1, program 2 og positiv kontroll i den rekkjefglga 74.14 °C, 74.19 °C og 74.16°C.
Tm hos negativ kontroll var i giennomsnitt pa 75.48 °C (standardavvik= 2.9 °C) ved profil

1 0g 63.72 °C (standardavvik = 2.9°C) ved profil 2.

4.6. Ct-verdiar

4.6.1. N.mikurensis
Ved bruk av ein einvegs variansanalyse var det ingen signifikant forskjell i giennomsnitt
mengde genetisk materiale basert pa ct-verdi mellom livsstadia og kjgnn (Pr (>F) = > 0.05,
F- verdi = 1.4, Df = 2) (fig. 19). Derimot var det ein signifikant h@gare mengde genetisk
materiale hos spiked prgvar enn ikkje-spiked ved ein t-test med to grupper (t= 12.5, df=
156, p-verdi = < 0.05). | giennomsnitt var ct-verdien pa 30 (standardavvik:4.8) hos ikkje-

spiked prgvar, medan den var pa 22.5 (standardavvik: 1.9) hos spiked prgvar.

N.mikurensis positive flatt

28 29 30 31
1

Gjennomsnitt Ct-verdi

27

26
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I 1 I
Hanflatt Hoflatt Nymfe

Livsstadium

Figur 19. Gjennomsnitt ct-verdi kategorisert etter livsstadium og kjgnn hos N.mikurensis positive flgtt.
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4.6.2. B.burgdorferi (s.l)
Ved bruk av ein einvegs variansanalyse var det ein signifikant forskjell i mengde genetisk
materiale hos minst ein av livsstadia hos B. burgdorferi (s.l.) positive flatt ( Pr ( > F) = <
0.05, F- verdi = 6.56, Df = 2) (fig. 20). Ved bruk av t-test med to grupper, var det hanflatt
som hadde i giennomsnitt ein signifikant hggare mengde genetisk materiale enn dei to
andre gruppene (t =- 3.4, df = 112, p-verdi = < 0.05). Det var dermed ingen signifikant
forskjell mellom hoflatt og nymfer (t = -1, df = 88, p-verdi = > 0.05) ved same test. |
giennomsnitt hadde ein positiv prgve for B.burgdorferi (s.I) ein ct-verdi pd 29.2

(standardavvik:3.8).

B. burgdorferi (s.l) positive flatt
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Figur 20. viser forskjellen i giennomsnitt ct-verdi kategorisert etter livsstadium og kjgnn hos B.burgdorferi

(s.l) positive flatt.
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4.6.3. B.afzelii
Det var ingen signifikant forskjell i ct-verdiar mellom dei to ulike termiske profil
programma (t=-1.7, df=45, p-verdi= > 0.05) ved ein t-test med to grupper(fig.21). Likevel
hadde flatt positive ved termisk profil 1 ein gjennomsnittsverdi lagare pa 27.3 ct-verdi
(standardavvik 4.4) samanlikna med termisk profil 2 med ein ct-verdi i giennomsnitt pa

29.7 (Standardavvik: 3.6).

40

35

CT verdi
30

25

20

PCR1 PCR2

Program

Figur 21. Variasjonen i ct-verdi hos B.afzelii positive flgtt ved termisk profil 1 (PCR1) og termisk profil 2

(PCR2).

4.7. DNA oppformasjon av uspesifikke produkt

Fleire smeltekurve-analysar var utfgrt for a fastsld oppformasjon av DNA fra uspesifikke
produkt. Uspesifikke produkt var observert ved bade B.burgdorferi (s.I) og B.afzelii

sanntids PCR, men ikkje ved N.mikurensis sanntids PCR.
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Derivative Reporter (-R )

4.7.1. B.burgdorferi (s.l)

42% (211 av 502) av flatten hadde uspesifikk oppformasjon av DNA ved B.burgdorferi (s.l)
sanntids PCR. Av desse sag 56% til & vere primer-dimer og 44% av andre ukjente arsaker.
Gjennomsnitt Ct-verdi hos flatt med primer-dimer var 36.8. Medan oppformasjon av
uspesifikke produkt av ukjente arsaka hadde ein gjennomsnitt ct-verdi pa 40.9. Hos
negativ kontroll var det oppformasjon av primer-dimeri45 % (5 av 11) av tilfella (fig. 22).

Primer-dimer ved negativ kontroll hadde ein gjennomsnitt Tm pa 71.40°C med eit

standardavvik pd 0.68°C.
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Figur 22. Smeltekurver for negativ kontroll med og utan primer-dimer, og for det spesifikke produktet. |

dette tilfellet er det spesifikke produktet B.burgdorferi (s.s) positiv kontroll.

4.7.2. B.afzelii

Det varingen signifikant forskjell i oppformasjon av DNA hos verken B.valaisiana (p-verdi=
> 0.05) eller B.burgdorferi (s.s) (p-verdi=>0.05) mellom dei ulike termiske profilane ved
Fishers eksakte test. Det var til saman oppformasjon av DNA i 28.2% (24 av 85) av

B.burgdorferi (s.l) artar ikkje identifisert som B.afzelii (Tabell 10). Dette vil seie at dei var
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positive ved B.afzelii sanntids PCR ved en av tre testar. B.garinii positiv kontroll hadde

oppformasjon av DNA ved ein test.

Tabell 10. Oppformasjon av DNA hos B.burgdorferi (s.l) flatt ikkje identifisert som B.afzelii.

Termisk profil  B.valaisiana B.burgdorferi (s.s) B.garinii
Termisk profil 1 6/14 (43%) 12/42 (28.5%) 0/29 (0%)
Termisk profil 2 = 2/9 (22%) 4/18 (22%) 0/29 (0%)

4.8. Koinfeksjon

Det var ingen signifikant forskjell i dobbeltpositive flatt mellom studieomrada (x?= 0.02,
df=1, p-verdi= > 0.05) ved ein Kji-kvadrattest. Ved same test var det signifikant (P < 0.05)
fleire dobbeltpositive av N.mikurensis og B.burgdorferi (s.l) enn forventa (Kapittel 9.3, fig.
1). | tillegg var det signifikant fleire vaksen flatt (13%) enn nymfer (4%) som hadde ein

koinfeksjon (x?= 7.9, df= 1, p-verdi= < 0.05).

Totalt 6 % (28 av 502) av alle flattane var dobbeltpositive for B.burgdorferi (s.) og
N.mikurensis, med eit 95% konfidensintervall mellom 3.8% til 8.1%. Av alle positive flatt
for minst eit patogen var 14% (28 av 199) positive for begge patogen-gruppene. Flatt
fanget fra forfattarens klede hadde ein prevalens pa 5% av N.mikurensis og B.burgdorferi

(s.]) (3 av 58) koinfeksjon.
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Antal dobbeltpositive i prosent

4.8.1. B.burgdorferi (s.1) artar og N.mikurensis koinfeksjon
Koinfeksjon var observert hos alle fire B.burgdorferi (s.l) artane med N.mikurensis. Det
var derimot berre ein signifikant hggare koinfeksjon enn forventa mellom B.afzelii og
N.mikurensis (p < 0.05) (kapittel 9.3, fig. 2 til 5). Fordelinga av koinfeksjon etter borrelia-
art med N.mikurensis var 5%, 5%, 2% og 2% i rekkefglgja B.afzelii, B.burgdorferi (s.s),
B.garinii og B.valaisiana. B.afzelii og B.garinii infiserte med N.mikurensis var meir en trend
hos vaksen flatt (fig. 23), medan B.valaisiana og B.burgdorferi (s.s.) dobbeltpositive med

same bakterie var hovudsakleg funnet hos nymfer (fig.24).

Koinfeksjon hos infiserte vaksen flatt

5% 24%

15 %
10 % 8%
5%
5%
0% 0% l 0% 0%
0%
B.af + N.mikur B.ga + N.mikur B.va + N.mikur B.bu+ N.mikur

Koinfeksjon variant
m Solligierdet M Snekkvika

Figur 23. Prevalensen av koinfeksjon av N.mikurensis (N.mikur) og ulike artar innanfor B.burgdorferi (s.l)

komplekset (B.af = B.afzelii, B.ga = B.garinii, B.va = B.valaisiana og B.bu = B. burgdorferi s.s) i vaksen fldtt.
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Koinfeksjon hos infiserte nymfer
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Figur 24. Prevalensen av koinfeksjon av N.mikurensis (N.mikur) og ulike artar innanfor B.burgdorferi (s.l)

komplekset (B.af = B.afzelii, B.ga = B.garinii, B.va = B.valaisiana og B.bu = B. burgdorferi s.s) i nymfer.

4.9. Flatt-tettleik

Ein t-test med to grupper viste ingen signifikant (p-verdi = > 0.05) forskjell i den totale
flatt-tettleik ved dei atte ulike delomrada mellom studieomrada. Ved bruk av same test,
var det derimot ein signifikant hggare (p-verdi =< 0.05) flatt-tettleik hos vaksen flatt i
Solligierdet enn Snekkvika (fig.25). Ved bruk av ein t — test med ein gruppe, var det ogsa
ein signifikant forskjell i flatt-tettleiken bade mellom dei ulike delomrada i Solligjerdet (p-

verdi= < 0.05, df =3, t = 5.3) og i Snekkvika ( p-verdi=<0.01, df = 3,t =12.7).
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Figur 25. Flgtt-tettleiken variasjon mellom delomrada etter livsstadium. Delomrdde A-D= Solligjerdet, E1-

E4= Snekkvika.

Flatt-tettleiken totalt var pa 46.5 flatt per time flagging, med ein variasjon pa 43.6/time i

Solligierdet og 47.8/time i Snekkvika. Etter livsstadium var det i giennomsnitt flagget 41.4

nymfer i timen, og 5.1 vaksen flatt/timen. Standardavviket mellom delomrada i

Solligjerdet var pa 18.9, og 7.6 i Snekkvika. Totalt var 33.98 nymfer/timen i Solligjerdet og

44.6 nymfer/timen i Snekkvika. Flatt-tettleik fra forfattarens klede var pa 9.6 flatt per time

ute i felt.
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4.9.1. Luftfuktigheit og temperatur
Det var ein ikkje- signifikant positiv korrelasjon mellom flatt-tettleik og luftfuktigheit (t=
1.38,df =11, p => 0.05, cor = 0.38) ved bruk av ein Pearsons korrelasjonskoeffisient (fig.
26). Det var heller ingen signifikant korrelasjon mellom flatt-tettleik og temperatur ( t =

0.27,df=11, p=>0.05, cor: 0.082) ved same test.

Flatt-tettleik og luftfuktigheit
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Figur 26. Viser ein ikkje-signifikant korrelasjon med bruk av mellom flGtt-tettleik og luftfuktigheit. Rgd =

feltdaga i Solligjerdet, Bld= feltdaga i Snekkvika.
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5. Diskusjon

5.1. Flattinnsamling

Meir enn dobbelt sa mange nymfer var innsamla i Snekkvika enn i Solligjerdet.
Sannsynlegvis var dette fordi det var fgretatt 2.3 gongar fleire timar med aktiv flagging i
Snekkvika enn Solligjerdet. Fyrstnemnte omrade var prioritert etter kvart i feltperioda
sidan Solligierdet hadde generelt fleire insekter, bratt terreng og tok lenger tid fgr
vegetasjonen tgrka. Nar det kjem til innsamla flatt fordelt etter livsstadium, var det
hovudsakleg nymfer, og deretter vaksen flatt som var innsamla. Dette samsvarar med

fleire tidlegare studiar (Tack et al., 2011;Dantas-Torres et al., 2013).

5.2. Variasjon i genetisk materiale ved NH;OH-metoden

Det var ein signifikant hggare mengde genetisk materiale av B.burgdorferi (s.l) hos
hanflatt enn bade nymfer og hoflatt. | tillegg var det ingen signifikant forskjell i genetisk
materiale mellom livsstadia hos N.mikurensis positive flatt. Dette resultatet er delvis
motstridande samanlikna med studien av Ammazzalorso et al., (2015). Studien
observerte at NH2OH-metoden for DNA-ekstraksjon fungerte darleg hos nymfer gjiennom
lag oppformasjon av DNA (Ammazzalorso et al., 2015). Derimot var studien av
Ammazzalorso et al.,, (2015) gjort pa Ixodes scapularis flatt, og ikkje skogflatt. Ein
forklaring pa at mengda av genetisk materiale varierte hos B.burgdorferi (s.l) positive flatt
kan vere slik som av Herrmann og Gern (2010). Herrmann og Gern (2010) fann at
smittemengda av B.burgdorferi (s.l) hos vaksen flatt var generelt hggare enn hos nymfer.
Ein liknande studie av Okeyo et al., (2019) observerte at kommersielle DNA- ekstraksjon

Kits fungerte betre, men forskjellen var berre pa 3 ct-verdiar ved kvantitativ PCR.
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5.2.1. Ngytral raudt som pH-indikator
Fargestoffet ngytral raudt som var brukt for @ undersgkje om mesteparten av NH4OH
fordampa eller ikkje etter DNA-ekstraksjon, fungerte bra til dette. Til dgmes var pH-
verdien < 6.8 hos DNA-prgvane etter lagring, som kan tyde pa at mesteparten av NH2OH
fordampa. Dette er basert pa at sterilt vatn har ein pH pa omkring 7 (Thermo-Fisher
Scientific Inc, Waltham, Massachusetts, USA). Derimot fgrte fargestoffet til ein inhibisjon
ved sanntids PCR. Dette skjedde sjglv etter ein fortynning av fargestoffet. Difor vart ikkje
fargestoffet brukt vidare i studien etter desse testane. Dei fire ulike testane viste dermed
at sanntids PCR gav best resultat utan fargestoff, og etter omkring ei veke med lagring.
Denne lagringa gjorde at restande av NH4OH fordampa hos DNA-prgvane fra DNA-

ekstraksjonen, fgr utfgring av sanntids PCR.

5.3. N. mikurensis prevalens

Prevalensen av N.mikurensis observert i denne studien varierte mellom 11.4% til 19.7%
pa ulike studieomrada og ved forskjellige innsamlingsmetodar. Prevalensen av bakterien
var drastisk hggare enn observert tidlegare av bade Jenkins et al., (2019) og Pedersen et
al., (2019) i regionen. Jenkins et al., (2019) observerte at prevalensen av bakterien
varierte fra 0-16% langs kysten i Noreg, med vestlandet som eit lag-prevalens omrade.
Til dgmes fann Pedersen et al., (2019) at 3.3% av vaksne flatt innsamla i Kanestraum i
Mgre og Romsdal var infisert av bakterien (Pedersen et al., 2019). Medan i denne studien,
der studieomrade 1ag omkring 32 km frd Kanestraum (Google maps, u.d.), var
prevalensen pa 17.8% hos vaksen flatt. Dette er samanliknbar med dei hgge prevelansane
funnet i Austerrike pa 19.2-23.5% (Derdakova et al., 2014), og 24.2-26.6% i Tyskland

(Silaghi et al., 2012). Silaghi et al., (2012) innsamla flatt fra forskjellige friluftslivomrada,
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medan Derddkova et al., (2014) fann den hggaste prevalens i fldtt innsamla fra skog av

bek (Fagus) og edelgran (Abies).

5.3.1. Moglege forklaringar pa hgg prevalens
Med tanke pa at det var ein relativ stor forskjell i prevalensen av bakterien pa ein avstand
pa mindre enn 5 km i denne studien, er det ikkje alt for overraskande av forskjellen
mellom Kanestraum (Pedersen et al., 2019) og Surnadal kommune. Derimot er det ulike
hypotesar pa forskjellen i prevalensen. Til dgmes observerte Derddkova et al., (2014) at
N.mikurensis infeksjon hos flatt var positiv assosiert med Anaplasma phagocytophilum
infiserte flatt i Austerrike. Det hadde difor vore interessant for framtidige studiar, a
samanlikne A. phagocytophilum prevalensen med omrada med hgg og lag N.mikurensis
prevalens i Noreg. Det kan hende at dette kan vere ein faktor for den hgge prevalensen
observert i denne studien. | Mgre og Romsdal var det relativt nyleg observert at
prevalensen av A. phagocytophilum varierer fra 5-17.6% i ulike livsstadia av flatt innsamla
ved flagging (Stigum et al., 2019). Til samanlikning fann Derdakova et al., (2014) ein total
prevalens mellom 0-11.5% i omrada med h@g N.mikurensis infeksjon. Ein annan hypotese
er at gnagarsamansetninga kan vere annleis mellom dei to omrada i fylket, basert pa at
prevalensen av N.mikurensis vaierar mellom ulike artar av gnagarar (Obiegala et al.,,

2014), og at bakterien brukar gnagarar som hovudvert (Obiegala et al., 2014).

5.3.2. Forskjell i prevalens mellom Surnadal og Bamble kommune
Det var minimale forskjellar i den totale prevalensen mellom kommunane Surnadal og
Bamble. Dette er basert pa at totalt 15% (5/33) var positive fra Bamble, medan 16.9%
(85/502) var positive fra Surnadal. Derimot sidan det var ein del faerre flatt testa fra

Bamble kommune, hadde 95% konfidensintervall ein stgrre variasjon i gvre og nedre
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grensar. Medan Surnadal kommune hadde ein nedre grense pa 13.8% var den nedre
grensa i Bamble pa 5.7%. Derimot hadde Bamble ein hggare gvre grense pa 32.7% enn
Surnadal pa 20.6%. Det hadde difor vore interessant for framtidige studiar a teste fleire
flatt fra Bamble kommune for a finne ut om prevalensen er meir pa den gvre eller nedre

grensa.

5.4. B. burgdorferi (s.l) prevalens

Prevalensen av B.burgdorferi (s.l) bade ved ulike innsamlingsmetoda og studieomrada
varierte mellom 15.5% - 33.5% i kommunen. Dei h@ggaste prevalensane er samanliknbar
med slik som observert av Kjelland et al., (2010) pa 22.1%-31.3% i skogomrada i Sgr-
Noreg. Medan dei lagaste prevalensane samsvarar med funnetav Tveten., (2013) i Mgre
og Romsdal, med ein infeksjonsrate pa 14.3% til 18.7% over ein periode pa 3 ar. Sidan
Tveten., (2013) observerte at prevalensen av bakterie-komplekset varierte fra ar til ar, er
det vanskeleg a seie om prevalensen funnet sommaren 2022 er hggare eller lagare enn
andre ar. Derimot det 95% konfidensintervall pa 19.2%-26.7% av den totale prevalensen

kan gi ein antyding.

5.4.1. Rekkjefglgje av prevalens hos B.burgdorferi (s.l) artar
| rekkjefglgja fra minst til mest prevalens av B.burgdorferi (s.I) artane var B.burgdorferi
(s.s) mest prevalent (36.8%), deretter lik prevalens av B.afzelii og B.garinii (25.4%), og
minst hos B.valaisiana (12.1%). Dette er hovudsakleg den same rekkjefglgja som
observert i andre tidlegare studiar (Kjelland et al.,2010; Tveten., 2013). Forskjellen er at
hos mange andre studiar er B.afzelii den mest prevalente B.burgdorferi (s.I) arten
(Tveten., 2013; Raileanu et al.,, 2021; Saber., 2022). | tillegg til at B.burgdorferi (s.s)

prevalensen er ofte relativ 1ag (Kjelland et al., 2010; Tveten., 2013). Til dgmes fann
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Tveten., (2013) ein infeksjonsrate pd 0.3%-0.7% i same fylke, medan Kjelland et al., (2010)
observerte at 10% av B.burgdorferi (s.l) positive var B.burgdorferi (s.s). Unntak er studiar
slik som av Raileanu et al., (2021) i Tyskland som fann at B.burgdorferi (s.s.) var den nest

mest prevalente.

5.4.2. Prevalens etter livsstadium
Fleire vaksen flatt (39%) enn nymfer (18.7%) var infisert med bakterie-komplekset
B.burgdorferi (s.l), som tidlegare ogsa observert av Herrmann og Gern (2010). B.afzelii
hadde ein stgrre variasjon mellom livsstadia enn tidlegare observert av Saber (2022).
Saber (2022) fann at 15 % av vaksen flatt og 11.4 % av nymfer var infisert av bakterie-
arten. Medan i denne studien var fordelinga pa 2-4% hos nymfer og 15-20% hos vaksen
flatt mellom studieomrdda. B.garinii var hovudsakleg observert ogsa hos vaksen flatt,
noko som samsvarer med andre studiar (Herrmann og Gern., 2010; Kjelland et al., 2010).
B.valaisiana og B.burgdorferi infeksjon (s.s) var hovudsakleg sett hos nymfer, dette er
motsett enn observert tidlegare i Noreg, der vanlegvis vaksen flatt har stgrst

infeksjonsrate hos desse borrelia-artane (Kjelland et al., 2010; Tveten., 2013).

5.5. Variasjon i patogen prevalens etter studieomrade

Medan B. burgdorferi (s.I) dominerte hos flatt fra Solligjerdet, dominerte N.mikurensis i
Snekkvika. Ein mogleg forklaring pa dette kan vere ulike vertar som oppheld seg pa deito
studieomrada (Mysterud et al., 2016). Til dgmes kan ein hgg hjort-tettleik fgre til ein
h@gare tettleik av nymfer infisert med B. burgdorferi (s.l) (Gandy et al., 2021), men ogsa
ein lagare prevalens av bakterie-komplekset sannsynlegvis pa grunn av
fortynningseffekten (Mysterud et al., 2016; Gandy et al., 2021). Det var signifikant fleire

B.burgdorferi (s.l) infiserte nymfer i Solligierdet, men ingen signifikant forskjell i
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prevalensen hos vaksen flatt mellom studieomrada. Basert pa dette kan det hende
hjorten i kommunen opphelder seg meir i Solligjerdet enn Snekkvika. Ein annan faktor
som stgtter denne hypotesen er at Gandy et al.,, (2021) observerte at ein hgg hjorte-
tettleik fgrte til feerre gnagarar og lagare vegetasjon. Basert pa at N.mikurensis er
assosiert med gnagarar (Obiegala et al., 2014), kan det hende faerre hjort opphelder seg
i Snekkvika. N.mikurensis har vore funnet i flatt innsamla fra hjort, men prevalensen var
tilneerma lik flatt innsamla fra vegetasjonen (Jahfari et al., 2012). Derimot, sidan det ikkje

var gjort forsgk pa hjorteferdsel i denne studien kan ein ikkje kome med ein konklusjon.

5.6. Flatt innsamla fra forfattarens klede

Halvparten av all flatt innsamla fra forfattarens klede var flatt i vaksenstadiet, medan
berre 14% av flatt innsamla ved flagging i Snekkvika var i vaksenstadiet. Forklaringa pa
dette kan vere at vaksen flatt generelt setter seg pa vertar som er stgrre i kroppsmasse
enn vertane til nymfer og larver (Mysterud, HUgli og Viljugrein., 2021). Handduken var
hovudsakleg lagt nede i vegetasjonen. Dette kan ha moglegvis simulert mindre vertsdyr
blant annet sidan fleire nymfer enn vaksne var innsamla ved flagging. Det kan ogsa ha
vore ein delvis observasjons-feilkjelde, mange av nymfene som satt seg pa kleda kunne

ha falt av fgr dei blei innsamla.

Flatt innsamla fra forfattarens klede hadde den lagaste prevalensen av B.burgdorferi (s.1),
medan dei hadde den nest hggaste prevalensen for N.mikurensis. Derimot kom desse
flattane berre fra Snekkvika, der prevalensen av B.burgdorferi (s.l) var relativt 1ag og hgg
N.mikurensis prevalens. Ein liknande studie fgretatt av Faulde og Robiins (2008) i Tyskland
fann at signifikant fleire hoflatt innsamla fra menneskjer enn innsamla ved metoden

‘dragging’ var infisert med borrelia-bakteriar. Alle testpersonane i studien hadde
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heildekkande kledning, slik som i denne studien. Denne trenden var derimot ikkje
observert i denne studien, da raten av infiserte vaksen hoflatt var 2.5 gongar stgrre hos
vaksen hoflatt innsamla med flagging i Snekkvika enn fra kleda. Ein ma derimot teke
omsyn til at bade denne studien og den av Faulde og Robbins (2008) hadde relativt fa

vaksen flatt.

5.7. sanntids PCR

5.7.1. B.burgdorferi (s.l)
B.valaisiana og B.afzelii var vanskeleg a identifisere berre ved bruk av den generelle
B.burgdorferi (s.l) sanntids PCR, basert pa ganske like smeltekurver og Tm. Ein forklaring
pa dette kan vere slik som observert av Jenkins et al., (2012), at FlaB sanntids PCR kan
potensielt ha ein redusert sensitivitet hos B. valaisiana. Eit annet problem var at verken
borr 8 og Borr 9 i B.burgdorferi fortynningsrekkja fungerte slik som forventa. Ein grunn til
dette kan vere at fortynningsrekkja var litt gammal. Blant anna kan lagring over tid fgre
til degradering av DNA gjennom depurinering og hyppige tilfella av frysing og smelting
(Rossmanith et al., 2010). Derimot kunne ein differensiere mellom ulike B.burgdorferi (s.!)

artar gijennom samanlikning av bade B.burgdorferi (s.l) og B.afzelii sanntids PCR.

B.burgdorferi (s.l) sanntids PCR fgrte til ein del primer-dimer oppformasjon. Dermed, i
framtidige eksperiment kan ein eventuelt bruke Taq (Thermus aquaticus)- DNA
polymerase og prober (Holland et al., 1991) i staden for SYBR-green. Fordelen er at dei
er meir spesifikke enn SYBR-green, noko som gjer at ein unngar oppformasjon av til
dgmes primer-dimers (Houghton og Cockerill, 2006). Metoden er derimot meir

gkonomisk dyrt enn SYBR-green (Houghton og Cockerill, 2006).
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5.7.2. B. afzelii spesifikk sanntids PCR

Til tross for at det var ingen signifikant forskjell mellom dei to termiske profilane ved
B.afzelii spesifikk sanntids PCR, var termisk profil 1 meir sensitiv. Dette var med i
giennomsnitt 2.4 ct-verdiar lagare enn termisk profil 2 og feerre tilfella der B.afzelii
positive flatt var negative. Ein ma dermed teke omsyn til at ikkje alle B.burgdorferi (s.l)
positive flatt var testa med termisk profil 2, men alle ved termisk profil 1. Ein ulempe med
B.afzelii sanntids PCR derimot var oppformasjon av DNA frd nesten kvar fjerde
B.burgdorferi (s.l) bakterie ikkje identifisert som B.afzelii. Derimot var ikkje det
dobbeltsjekka at B.valaisiana DNA oppformerte ved B.afzelii sanntids PCR eller ikkje.
Dette var fordi DNA fra flatt bekrefta til 8 vere B.valaisiana var ikkje tilgjengeleg, sidan
desse var brukt opp ved B.burgdorferi (s.l.) sanntids PCR. Difor var berre flatt mistenkt til

a vere B.valaisiana positive, brukt som kontroll.

Ein liknande studie som testa ein anna B.afzelii spesifikk PCR med andre primere var Saber
(2022). Saber (2022) prgvde ut fleire ulike temperaturar, og fann at ein hybridisering-
temperatur pa 65 °C gav 0% falske positive. Studien fann ogsa at B.afzelii positive hadde
ein Tm pa 74 °C, berre 0.14-0.19 °C lagare enn i denne studien. | framtidige studiar kan
ein eventuelt eksperimentere pa ulike primer konsentrasjonar, sidan primer
konsentrasjonen kan paverke presentasjonen til sanntids PCR testane (Mikeska og
Dobrovic, 2009). | tillegg hadde det vore interessant a prgve ut primerane med metoden

av Saber (2022).

5.7.3. N.mikurensis
Det var for det meste ingen problema ved N.mikurensis sanntids PCR. Derimot var det to

positive flatt for N.mikurensis som hadde ein relativ 1dg Tm samanlikna med resten av

Side 62 av 91



positive flatt. Til tross for dette var dei forsett innanfor rekkjevidda 71.7 °C — 75 °C
akseptert av Jenkins et al., (2019). | tillegg var det berre to flatt som hadde heilt lik Tm
som positiv kontroll. Dermed basert pad at det var ein signifikant forskjell mellom
N.mikurensis ved positiv kontroll og hos positive flatt kan det hende at flatten fra Surnadal

var infisert av ein annan N.mikurensis variant enn kontrollen.

| seinare tid har andre neoehrlichia-bakteriar vore identifisert slik som Candidatus
neoehrlichia lotoris (Yabsley et al., 2008) og Candidatus Neoehrlichia chilensis (Miller et
al., 2018). Fyrstnemnte var funnet i vaskebj@rn (Procyon lotor) i USA, som sannsynlegvis
var overfgrt via harde flatt (Yabsley et al., 2008). Medan Ca. N. Chilensis var observert i
milten hos gnagarar i Chile (Muller et al., 2018). Dermed hadde det vore interessant for
framtidige studiar a undersgkje om det er fleire N.mikurensis variantar eller Neoehrlichia-

bakteriar i Noreg.

5.8. Koinfeksjon

Omkring tre gongar sa mange flatt i vaksenstadia enn nymfer var dobbeltpositive. Denne
trenden har vore tidlegare observert av Herrmann og Gern (2010). Ein mogleg forklaring
pa dette kan vere fordi flatt i vaksenstadia har fatt i seg fleire blod maltid enn nymfer
(Foldvari., 2016), og dermed fleire moglegheiter til bli infisert av patogena gjennom til
dgmes andre flatt eller vertsdyr (Randolph, Gern og Nuttall, 1996). Koinfeksjons-raten
totalt pa 6% var hggare enn observert av Wielinga et al., (2006) i Nederland med ein

prevalens pa 1.6%.

Den minste prevalensen av dobbeltpositive var hos B.valaisiana og B.garinii med

N.mikurensis. Ein grunn til dette kan vere pa grunn av ulike reservoarvertar. Til dgmes
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bruker begge desse B.burgdorferi (s.l) artane fuglar som vert (Steinbrink et al., 2022),
medan N.mikurensis brukar gnagarar (Kawahara et al., 2004). N.mikurensis har vore nyleg
observert i flatt fra migrerande fuglar i Sverige, men dette var pa «berre» pa 2.1% (Labbé
Sandelin., 2022). Den einaste koinfeksjon kombinasjonen som var signifikant hggare enn
forventa var B.afzelii med N.mikurensis. Denne kombinasjonen var tidlegare observert
hos 5% av vaksne flatt i Noreg (Saber., 2022). Dette samsvarar mest med resultata i
Solligjerdet med 8% i vaksen flatt, medan minst med resultata i Snekkvika med ein
prevalens pa 24%. Moglegvis var det observert ein relativ hgg koinfeksjon i denne studien
mellom desse bakteriane sidan begge bruker gnagarar som hovudvert (Kawahara et al.,

2004; Steinbrink et al., 2022).

Det var ogsa observert ein relativ stor koinfeksjon av B.burgdorferi (s.s) med N.mikurensis.
Men denne kombinasjonen var ikkje signifikant stgrre enn forventa. Ein hypotese pa
dette er fordi B.burgdorferi (s.s) har eit stgrre utval av vertar (Steinbrink et al., 2022), enn
N.mikurensis (Kawahara et al., 2004), og difor ikkje like mange dobbeltpositive
samanlikna med antal flatt infiserte av B.burgdorferi (s.s). Sannsynlegvis er dette fyrste
gongen at ein koinfeksjon av B.burgdorferi (s.s) med N.mikurensis har vore registrert.
Koinfeksjon mellom N.mikurensis og dei tre andre B.burgdorferi (s.l) artane har derimot

vore observert fgr hos flatt fra Romania (Raileanu et al., 2017).

5.9. Flatt-tettleik

Flatt-tettleiken i kommunen varierte fra 2.6 til 55.3 flatt i timen etter delomrade og
livsstadium. | giennomsnitt var det ein hggare flatt-tettleik hos nymfer (41.4/timen) enn
vaksen flatt (5.1/timen). Desse resultata hos vaksen flatt er omkring det same observert

av Dantas-Torresetal., (2013) i ltalia pa 5.6 flatt/timen. Derimot var det observert nesten
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dobbelt sd hgg flatt-tettleik hos nymfer i denne studien enn av Dantas-Torres et al.,
(2013) som fann 22.3 nymfer/timen. Ein hypotese pa variasjonen i flatt-tettleiken kan
vere vegetasjonssamansetning (Dantas-Torres et al., 2013) og ferdsel hos flatt-vertar
(Mysterud et al., 2016). Til demes kan hjort, eller ein vert generelt, fgre til ein stgrre
flattpopulasjon (Mysterud et al., 2016). Dette viste seg a vere tilfelle med hjort i Mgre og
Romsdal om varen (Mysterud et al., 2016). Derimot ein hypotese pa kvifor det var ein
signifikant hggare flatt-tettleik hos vaksne i Solligjerdet enn snekkvika kan vere pa grunn
av tilskott av B-vitamina (Duron et al., 2018) fra B.burgdorferi (s.l) bakteriar. Dette er
spesielt med tanke pa at det var signifikant hggare B.burgdorferi (s.l) infeksjon hos nymfer

i Solligierdet enn Snekkvika.

5.9.1. Solligjerdet
| Solligjerdet var flatt-tettleiken nesten dobbelt sa hgg ved delomrada hggast oppe pa
stien (C og D), enn lenger nede (A og B). Ein mogleg forklaring pa dette kan vere pa grunn
av vegetasjonsforskjellar. Til dgmes bestod delomrade A og B hovudsakleg av einstape og
r@sslyng, medan meir grasvegetasjon ved delomrada C og D. Wielinga et al., (2006) fann
den lagaste flatt-tettleiken i vegetasjon samansett av rgsslyng, medan Tack et al., (2011)
fann ein signifikant lagare antal skogflatt i einstape dominerande omrada enn ved
omrada ved gras. Tack et al., (2011) sin hypotese var at nar vegetasjonen er hgg, slik
einstape kan vere, er innsamling av flatt vanskelegare. Ein annan hypotese kan vere at
hjorten ikkje oppheld seg sa mykje i delomrade A, sidan einstape vanlegvis ikkje er ein
stor del av dietten deira (Gebert og Verheyden-Tixier, 2001). Generelt fgretrekker
hjorten gras, starr, r@sslyng, baerlyngslekta og buskar (Gebert og Verheyden-Tixier, 2001),

noko som samsvarar meir med vegetasjonen i delomrada C-D.
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5.9.2. Snekkvika
| snekkvika var forskjellane mellom delomrada mindre enn samanlikna ved Solligjerdet.
For flatt-tettleiken hos nymfer var det ein forskjell pa 17 nymfer/timen fra delomrade
med hggast (E2) og lagast (E1) flatt-tettleik. Basert pa personlege observasjonar bestod
store delar av E1 av einstape, og difor kan det vere same moglege grunn som delomrade

A for at det var faerre flatt innsamla derifra (Jf. kapittel 5.9.1).

5.9.3. Luftfuktigheit og temperatur
Det var ingen signifikant korrelasjon mellom temperatur og flatt-tettleik. Ein grunn til
dette kan vere fordi lufttemperaturen var alltid over 10 grader, som er grensa for at
skogflatt skal utvikle seg (Stuen., 2023). Det var heller ingen signifikant korrelasjon
mellom flatt-tettleiken og luftfuktigheita i felt, men korrelasjonen var positiv. Grunnen til
dette kan vere fordi datasettet var for lite. Parametriske testar som Pearsons
korrelasjonskoeffisient kan brukes pa sma datasett, men det ma vanlegvis til ein stgrre

effekt i datasettet for at resultat skal vere signifikante (Norman., 2010).

Derimot ma ein teke omsyn til at luftfuktigheit-data fra offisielle vérstasjonar ikkje er
ngyaktig nok til 3 konkret seie korleis dei meteorologiske forhalda er i skogen, der flatten
vanlegyvis lever (Boehnke et al., 2017). Til dgmes observerte Boehnke et al., (2017) at den
relative luftfuktigheita var i gjennomsnitt opptil 24 % tgrrare enn i flattens mikroklima.
Basert pa denne informasjonen kan det hende at eigentlege luftfuktigheita som flatten
opplevde var hggare enn den gjennomsnittlege pa 70.6%. Det kan da hende at
luftfuktigheita for flatten var for det meste over 80%, som flatten trenger over tid for a

overleve (Tessem., 2023).
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5.10. Feilkjelder

Det var nokre feilkjelder innanfor DNA-ekstraksjon, identifisering av flatt, metoden for
innsamling av flatt og utfgring av sanntids PCR. Ved DNA-ekstraksjon var eit ukjent antal
flatt mista i prosessen, og difor var det reelle talet av innsamla flatt over 502. | tillegg var
det nokre flatt som med uhell var ekstrahert i lag med andre flatt. Desse var S10622F01
(1 vaksen hoflatt + 1 nymfe), S20722N142 (2 nymfer) og S1X22M14 (1 vaksen hannflatt+
1 nymfe). Derimot av alle desse var berre S20722N142 positiv for patogena

(N.mikurensis).

Ved sanntids PCR av N.mikurensis var det med uhell ikkje brukt spiking ved dei fgrste
testane, og da var berre fortynningsrekkja brukt som positiv kontroll. Medan ved B.afzelii
Sanntids PCR var ikkje alle flatt testa ved termisk profil 2 fordi dette var eit program som
var brukt med uhell. | tillegg til desse var det minst eit tilfelle det var tilsett dobbelt opp

med prgve DNA (10 pl i staden for 5ul), men dette var enkelt a identifisere.

Ved metoden flagging, var tida det gjekk a flagge over delomrada malt berre ein gong.
Dette vil seie at ga-tempoet kan ho vore raskare nokre dagar enn andre. Det er usikkert
kor mykje dette kan ha paverka resultat. | tillegg, sidan det var ingen signifikant forskjell
verken i luftfuktigheit eller lufttemperatur i feltdagane mellom studieomrada, er desse
faktorane sannsynlegvis ikkje ein stor grunn til forskjellane i flatt-tettleik. Til slutt ma ein
teke omsyn til at utrekning av flatt-tettleik basert pa berre flagging ikkje kan brukas til a

berekne populasjonstgrrelsen for flatt i eit omrade (Soleng et al., 2018).
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Sidan flatt i denne studien berre var identifisert basert pa morfologi utan mikroskop er
det ein sjanse for at nokre flatt ikkje var skogflatt. Dette er basert pa at skogflatten i
utsjanad liknar pa flatten Ixodes inopinatus (Noll et al., 2023) som har vore observert i
Nord-Tyskland (Hauck et al., 2019). Ein annan art som liknar pa skogflatten er Ixodes

persulcatus, som har vore registrert i Sverige (Noll et al., 2023).

Til sist, det er ein reell sjanse for feil-identifikasjon av dei ulike B.burgdorferi s.l artane.
Spesielt med tanke pa at det var pavist drastisk fleire B.burgdorferi (s.s) positive flatt enn
andre studiar i Noreg. | tillegg har ikkje bruken av smeltekurve-analyse ved flaB sanntids
PCR produkta vore skikkeleg evaluert, og FlaB sanntids PCR var heller ikkje designet til
dette formalet (Jenkins et al., 2012). Dette er blant anna fordi Jenkins et al., (2012)
identifiserte ulike B.burgdorferi (s.l) artar ved bruk av DNA-sekvensering, og ikkje berre
med sanntids PCR. | tillegg observerte Jenkins et al., (2012) ein redusert sensitivitet hos

variantar av B.burgdorferi (s.s).

5.11. Flatt og flattborne sjukdommar i framtida

Med dagens klima er vestlandet eit av dei mest eigna plassane for skogflatt i Nord-Europa
(Alkishe, Peterson og Samy., 2017). Same studie fann basert pa klima-modellar at i
framtida kan det hende skogflatten etablerer seg i nye omrada, spesielt var denne
trenden synlegi Nord-Europa. Derimot hadde fleire av klima-modellane for framtida stor

usikkerheit nar det gjaldt Noreg.

Ein anna konsekvens av klimaendringar, som allereie har vore observert, er at flattborne
sjukdommar aukar globalt (Caminade, Mcintyre og Jones., 2018). Dette er blant anna

giennom hggare lufttemperaturar som kan fgre til ein auking i omrada eigna for flatt,
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men kan ogsa fgre til nedgang i flattens overlevingsevne (Nuttal., 2021). | tillegg kan
kortare vintre fgre til at menneskjer blir meir utsett for flattbit, og dermed ein auka risiko
for a bli smitta av flattborne-sjukdommar (Bouchard et al., 2019). Eit tiltak til dette,
foreslar bade Medlock et al., (2013), og Sykes og Makiello (2016) at betre flattovervaking
ma til for & lettare kunne forsta distribusjonen av skogflatt i Europa. Eit dgme pa
flattovervaking kan vere flattkartet som nyleg var laga pa nett av Flattsenteret (2022).
Utanom dette kan ein unnga flattborne sjukdommar ved a fjerne flatt sa fort som mogleg,
og a bruke flattmiddel for & unnga at flatt setter seg pa menneskjer i fyrste omgang

(Stanek et al., 2012).
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6. Forslag til framtidige studiar

e Undersgkje meir om korleis prevalensen av ulike flatt-patogena kan variere pa
relativ smad distansar.

e Undersgkje samanhengen mellom flatt-tettleik og vertsdyr.

e Undersgkje meir om koinfeksjon av B.burgdorferi (s.l) artar med N.mikurensis.
Spesielt koinfeksjon mellom B.burgdorferi (s.s) og N.mikurensis.

e Undersgkje fleire omrada pa vestlandet for N.mikurenisis.
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7. Konklusjon

Studien viser at fargestoffet ngytral raudt fungerer bra som pH-indikator for DNA-
ekstraksjon med ammonium hydroksid, men at fargestoffet fgrte til ein inhibisjon ved
sanntids PCR. | tillegg var det observert at sanntids PCR fungerte betre etter at DNA-
prgvane vart lagra i eit par dagar etter DNA-ekstraksjon. Dette var fordi NH4OH fgrte til

ein signifikant inhibisjon, og lagringa gjorde at restane av NH4OH fordampa.

Nar det gjelder prevalensen av flattpatogen var B.burgdorferi(s.l) prevalensen omkring
slik som forventairegionen. Derimot var det funnet ein hggare prevalens av N.mikurensis
enn tidlegare registrert i Mgre og Romsdal. Det er usikkert kva grunnen til dette kan vere,
men ein hypotese er forhaldet mellom N.mikurensis og A. phagocytophilum infeksjon i
eit omrade. Studien demonstrerte ogsa at bade prevalensen av flatt-bakteriar og flatt-
tettleiken kan variere ved relativ sma distansar. Til slutt, dette er sannsynlegvis den fryste
gongen det har vore observert ein koinfeksjon mellom B.burgdorferi (s.s) og N.mikurensis

i flatt.
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9. Vedlegg

9.1. PCR protokoll

Tabell 1. Metode for sanntids PCR preparering.
Steg Metode Notat
1. Gjer sanntids PCR instrumentet klart. » Tildel positive og negative
kontroll
» Tildel DNA-prgve namn: dato,
sted, nummer pa flatt.
> Dobbeltsjekk at det star pa

riktig termisk profil program

2. Kalkuler volumet for mastermix. > Kapittel 3, Tabell 3 eller 6.
3. Lag mastermix i PCR1 og ta den til

PCR2 lab.
4, Porsjoner mastermix i enten 98 eller

46 sanntids PCR plate (20 ul).

5. Tilfgr DNA-prgvane (5 ul), i tillegg til

positiv og negativ kontroll.

6. Forsegl plata ved bruk av spesialteip.

7. Ta den ferdige PCR-plata til PCR3 lab.

8. Sett plata i maskinen og start > Venttil prosessen startar fgrdu
programmet. drar.

9. Hugs & lagre resultata, og skru av > Lagre gjerne med dato.

maskinen nar den er ferdig.
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9.2. Datasett fra feltarbeid

Tabell 2. Data brukt for utrekning av flatt-tettleik. Delomrdde A-D = Solligjerdet, E1-E4= Snekkvika.

Delomrade Lengde
(meter)

A 193

B 149

C 126

D 131

El 189

E2 135

E3 190

E4 178

Dato

27.06.22

30.06.22

03.07.22

04.07.22

11.07.22

13.07.22

15.07.22

19.07.22

20.07.22

22.07.22

23.07.22

24.07.22

25.07.22

Antal
flagginger
7

7

4

6

15

14

12

10

Tid per flagging

—_

(o]

U o o U o ®

minutt)

antal vaksne

N

antal nymfer

25
15
16
31
76
71
69
54

Total antal

flatt
33
20
21
38
82
76
74
57

Tabell 3. Meteorologiske data i tillegg til start og slutt-tidspunkt for felt-dagane. Temperatur 1 er data

innsamla frG YR.no, medan Temperatur 2 er data innsamla utanfor huset i kommunen. 27.06 — 11.07 er

feltdaga fré Solligierdet, medan 13.07 — 25.07 er feltdaga i Snekkvika.

Start
(klokkeslett)

11.20
11.20
11.20
12.20
17.16
12.15
11.50
12.25
11.15
11.50
12.13
12.07

15

Slutt

(Klokkeslett)

12.10
13.15
11.52
15

18.15
13.10
12.30
15.22
12.15
14.10
14.20
14.45

15.30

Temperatur

(1)

23
24
18
195
195
17
115
18
19
15.5
19
19

24

18.5

19

19

18.9

20

17.3

12.6

18

19.6

15.3

16

17.9

24.9

Temperatur (2)

Luftfuktigheit

%

73

53.4

60

58.5

76.5

66

91

70

75.5

84

65.5

69

76

Vaksen flatt

Antal

nymfer

11

24

45

14
18
74
32
42
34

45
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9.3. Kji-kvadrat testar

Observert
Pasitive Negative Totaler-rad Beskrivelse
Positive 28 86 Ox
Neg 57 445 2 1x
Totaler-kolonne
Forventet
. p= 0000223432 p-verdi

Figur 1. Kji-kvadrat test for koinfeksjon mellom N.mikurensis og B.burgdorferi (s.1).

Observert
Positive Negative Totaler-rad Beskrivelse
Positive 10 32 Ox
Neg 75 427 1x
Totaler-kolonne
Forventet

© = 0128330567 p-verdi

Figur 2. Kji-kvadrat test for koinfeksjon mellom B.burgdorferi (s.s) og N.mikurensis.

Observert
Positive Negative Totaler-rad Beskrivelse
Positive 4 25 0x
Neg 81 421 1x
Totaler-kolonne
Forventet

© o e= 0730152 p-verdi

Figur 3. Kji-kvadrat test for koinfeksjon mellom N.mikurensis og B.garinii.
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Observert

Positive Negative Totaler-rad
Positive 10 19
Neg 75 427

Forventet

Beskrivelse

0x

1x
Totaler-kolonne

. p= 0005260607 p-verdi
Figur 4. Kji-kvadrat test for koinfeksjon mellom B.afzelii og N.mikurensis.

Observert
Positive Negative Totaler-rad Beskrivelse

Positive 4 10 Ox

Neg 81 421 1x

Totaler-kolonne

Forventet

p-verdi

Figur 5. Kji-kvadrat test for Koinfeksjon mellom B.valaisiana og N.mikurensis.
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