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Malet med oppgaven:

e Gi en oversikt over borreliabakterien og Ixodes ricinus.
e Foreta laboratorieundersgkelser for forekomst av Borrelia burgdorferi sensu lato i flatt
samlet fra Jomfruland, Fjellgyveer, Tjore, Straum og Hinnebu.

e Innarbeide egne laboratorieresultater i en fagartikkel om forekomsten av Borrelia i flatt i

Norge.
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oppgaven.
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The prevalence of Borrelia burgdorferi sensu lato genospecies in questing Ixodes ricinus ticks

in Norway (Rosef et al. 2014).



Sammendrag

Av 18 beskrevne Borrelia burgdorferi sensu lato er tre knyttet til sykdom hos menneske. De
tre gir ulike manifestasjoner, med Borrelia afzelii som er assosiert med hudlesjoner
(dermatoborreliose), Borrelia garinii med infeksjoner i nervesystemet (nevroborreliose) og

Borrelia burgdorferi sensu stricto med betennelser i leddene (artritter).

I Norge er Ixodes ricinus-flatten vektoren som overfgrer sykdommen ved at flatten suger blod
og samtidig avleverer bakteriene til verten. Mennesket er bare en tilfeldig vert da gnagere og
vilt er de viktigste vertene for flattens syklus. Den har tre blodsugende stadier, larve, nymfe

og voksne flatt, hvor de to sistnevnte er de viktigste ved human smitte.

Det er analysert 328 nymfer og voksne flatt, samlet inn fra Fjellgyver, Straum, Hinnebu,
Tjore og Jomfruland. Det ble brukt bioteknologiske metoder for pavisningen av bakteriene i
flatten. Til sammen ble det funnet 13 (4%) B. burgdorferi s.l. Forekomsten varierte fra ikke
pavist (Straum) til 7,6% (Hinnebu). Det ble funnet mindre Borrelia i flatten fra omrader med
hgy vilttetthet, Straum og Fjellgyver (0% og 1,9%), mot omrader med lavere vilttetthet
Hinnebu og Tjore (7,6 % og 5,2%). Det er mer lyng og furuskog pa de to fegrstnevnte

lokalitetene, mens bar- og blandingsskog er mer dominerende pa de sistnevnte.

Det var hgyest forekomst av B. burgdorferi s.1. i voksne flatt i forhold til nymfer med 5,6%
mot 1,5%. I fordelingen av genotyper var B. afzelii den dominerende med 54% (n=7) fulgt av
B. garinii med 31% (n=4) og B. burgdorferi s.s. med 8% (n=1). En B. burgdorferi s.l. kunne

ikke genotypes med de spesifikke primerne det ble brukt i undersgkelsen.

De foreliggende data ble brukt i et stgrre arbeid hvor 2360 I. ricinus fra 24 lokaliteter ble

undersgkt. Denne artikkelen er vedlagt.



Summary

Of the 18 described Borrelia burgdorferi sensu lato (s.l.) species, three are linked to disease in
humans. These three provide different manifestations, with Borrelia afzelii being associated
with skin lesions (dermatoborreliosis), Borrelia garinii with infections of the nervous system
(neuroborreliosis) and Borrelia burgdorferi sensu stricto with inflammation of the joints

(arthritis).

In Norway the tick vector Ixodes ricinus transmits diseases by virtue of the fact that the tick
sucks blood and at the same time delivers bacteria to the host. Humans are chance
opportunistic hosts, while rodents and wildlife are the main hosts. I. ricinus has three blood-
sucking stages, larva, nymph and adult, of which the latter two are the most important in

human infections.

Three-hundred and twenty-eight nymphal and adult ticks collected from Fjellgyver, Straum,
Hinnebu, Tjore and Jomfruland were analysed. Biotechnological methods (PCR) were used
for detection of Borrelia in the ticks. Overall, 13 (4%) B. burgdorferi s.l. was detected in 13
ticks (4%). The prevalence ranged from not detected (Straum) to 7.6% at Hinnebu. There was
lower prevalence in the ticks from areas with high game density - Straum and Fjellgyver (0%
and 1.9%), compared to areas with lower game density, Hinnebu and Tjore with 7.6% and
5.2% respectively. The two former localities consisted of heather and pine forests while the
latter of mixed forests. The prevalence of B. burgdorferi s.l. was higher in adult ticks
compared to the nymphs (5.6% vs 1.5%). B. afzelii was the dominant genospecies with 54%
(n = 7) followed by B. garinii with 31% (n=4) and B. burgdorferi s.s. with 8% (n=1). One B.
burgdorferi s.l. was not possible to genotype with the specific primers used in the survey.The
present data was included in a larger work in which 2360 I. ricinus from 24 localities were

examined. This article is attached.



Innledning

Det har vert en markant gkning i meldte tilfeller av Lyme borreliose (LB) i Europa og USA
de siste 20 ara, og sykdommen er den vanligste vektor-overfgrte sykdom i den tempererte
sone i den nordlige hemisfere. Jkningen av LB kan tilskrives endringer innenfor klima,
kulturlandskap, hjortedyrbestand og menneskers atferd i naturen (Barbour og Fish 1993).
Trenden med et gkende antall registrerte tilfeller av Lyme borreliose gjelder ogsa for Norge.
En mulig ekspansjon og gkende tetthet av skogflatt, Ixodes ricinus, stgrre oppmerksomhet i
befolkningen, flere som tester seg samt bedre tester, kan sees i sammenheng med denne
gkningen. Med bakgrunn i dette, kan det stilles spgrsmal om hvor vidt gkningen er reell. Data
fra de siste 20 drene viser at antall meldte tilfeller av smittede i Norge varierer fra lavest 122

tilfeller i 1996, til hgyest 346 tilfeller i 2008 (Tabell 1).

Tabell 1. Antall tilfeller med borreliasmitte, diagnostisert per ar siste 20 ar, fordelt pa fylke (MSIS

2015).

| Fylke  [1995/1996/11997/1998[19992000[2001[2002{2003[2004]20052006(2007[2008[2009[2010[2011/2012/2013[2014
2 10 10 3 3 2 1 3 11 13 18 14 13 15 17 8 14

@stfold 3 19 9
Akershus 9 5 4 6 5 2 1 6 11 8 13 11 26 16 7 14 18 18 15
Oslo 1 3 2 3 2 6 2 1 12 8 11 7 45 34 19 11 5 10 20
Hedmark - - - - - - - 1 - 2 3 1 2 2 1 1 - - 1 2
Oppland 2 - - - - - - - 1 2 4 - 3 3 3 3 - 1 4 3
Buskerud 2 1 5 4 1 4 3 3 6 3 8 6 11 6 7 4 4 11 11 5
Vestfold 10 6 9 6 10 13 9 5 6 29 24 14 19 10 30 25 22 13 19 28
Telemark 11 9 12 25 20 21 14 16 23 25 32 70 28 30 21 25 16 18 24 25
Aust-Agder 15 23 24 16 18 9 16 5 25 34 27 17 32 27 15 12 12 25 21 21
Vest-Agder 56 50 53 40 60 38 38 22 37 49 61 47 62 59 24 25 22 32 52 27
Rogaland - 8 2 12 13 16 19 13 18 33 29 39 44 25 24 40 33 29 38 46
Hordaland - 7 - 10 3 6 5 2 5 6 23 21 11 14 24 37 32 40 54 68
Sogn og 5 5 4 8 7 5 5 5 5 10 15 25 28 19 24 14 13 11 17 19
Fjordane

Mgre og 15 5 8 21 7 11 20 16 9 20 15 21 36 42 26 47 27 26 29 21
Romsdal

Sgr-

Trondelag ~ ~ 3 6 4 5 2 6 3 3 4 7 9 12 7 5 18 13 4 3
Nord-

Tondetag [ [ [ P F r T P RPPRPBEPFP # [ B RpBopp
Nordland 1 1 1 3 1 - - - 3 1 3 1 4 7 2 2 1 1 1
Troms - K F P F F F [ B F @ R [t F F @t 1 F F
Finnmark = - - - - - - - 1 - - - - 1 - - - - - -
Ukjent fylke - - - - - - - - - o o o o o oL
Totalt 130 122 139 170 157 135 140 103 149 255 280 315 328 346 273 288 248 256 315 322



Tabell 1 viser at det var innmeldt 322 tilfeller av smitte i 2015 (MSIS 2015). Fra 1995 er det
kun diagnostisert LB som er meldepliktig, og ikke EM (erythema migrans). Tabellen kan
derfor representere «toppen av et isfjell». De fleste pasienter med mistanke om borreliasmitte
(EM), blir behandlet av primerlegen med antibiotika. De som utvikler alvorlige symptomer

(systemisk sykdom og senmanifestasjoner) blir registrert, og er representert i tabellen.

Beskrivelse av borreliasmitte hos menneske ble allerede gjort tidlig pa 1900-tallet. Den
svenske hudlegen Arvid Afzelius beskrev i 1910 det sirkulere utslettet erythema migrans
(EM). Svensken Carl Lennhoff, som arbeidet ved Carolinska Istitutet, observerte i 1948
spiroket-liknende bakterier i ulike typer hudlesjoner, ogsa fra EM. Dette forte til at penicillin

fra tidlig pa 1950-tallet ble brukt til behandling av EM i Europa (Hollstrgm 1951).

I 1976 ble mange barn i omradet Lyme i Connecticut i USA diagnostisert med rheumatoid
artritt. Dette ble rapportert av Steere et al. i 1977, og resulterte i videre epidemiologiske
undersgkelser der sykdommen fikk navnet Lyme disease. Det ble klarlagt at sykdommen forte
til hudlesjoner, leddbetennelser, affeksjoner av hjerte og nervesystem bade hos barn og

voksne.

Arsaken til sykdommen ble farst klarlagt i 1982 da bakterien ble isolert fra tarmene i flatten
av Willy Burgdorfer og kolleger. Bakterien ble identifisert som en ny art blant spiroketene, og

fikk navnet Borrelia burgdorferi etter oppdageren (Johnson et al. 1984).

Lyme borreliose er en kompleks sykdom som opptrer pa ulike mater, serlig ved utslett,
infeksjoner i store ledd og ved nevrologiske manifestasjoner. Sykdommen er forarsaket av en
gruppe spiroketer, Borrelia burgdorferi sensu lato. Det er til na beskrevet 18 genotyper B.
burgdorferi s.l. (Stanek og Reiter 2011), der flere er knyttet til infeksjoner hos mennesker.
Det er beskrevet forskjellige kliniske manifestasjoner ved smitte fra tre av de patogene artene.

Borrelia afzelii er assossiert med dermatoborreliose (hudlesjoner), Borrelia garinii med



nevro-borreliose (infeksjon i nervesystemet), og Borrelia burgdorferi sensu stricto med artritt
(infeksjon i leddene) (Ruzic-Sablic et al. 2008). Lyme borreliose regnes som den vanligste
vektorbarne sykdommen i Europa. I USA er bare B.burgdorferi s.s. observert i forbindelse
med sykdom hos mennesker. Det er arsaken til at symptomene var i ledd (rtheumatoid artritt)
ndr infeksjonen ble utredet i Lyme. I USA er Ixodes scapularis fldtten som overforer
sykdommen. Den primare vektoren for B.burgdorferi s.l. i Europa er skogflétt, I. ricinus.
Utbredelsen av borrelia-bakteriene er derfor avhengig av forekomsten av /. ricinus (Ostfeld et
al. 2006). Det dominerende genospecies i /. ricinus flatt i Norge, er B. afzelii, fulgt av B.
garinii og B. burgdorferi s.s., men sammensetningen av B. burgdorferi s.l. genospecies kan

variere mellom typer av habitat (Paulauskas et al. 2008).

Borrelia burgdorferi sensu lato

Borreliabakterien tilherer phylum spirochaetes, som er delt 1 tre hovedfamilier;
Leptospiraceae, Brachyspiraceae og Spirochaetaceae. B.burgdorferi s.l-komplekset (Figur 1)

bestar som nevnt over av 18 Borrelia species (Stanek og Reiter 2011).

(\

~
9 B. valaisiana 18 B. kurtenbachii
8 B. lusitaniae 17 B. bavariensis
7 B. tanukii 16 B. americana
6 B. turdi 15 B. carolinensis
5 B. andersonii 14 B. yangtze
4 B. japonica 13 B. californiensis
3 B. afzelii 12 B. spielmanii
2 B. garinii 11 B. sinica
CD 1 B.burgdorferi s.s. 10 B. bissettii
@

Figur 1. B. burgdorferi s.l.-komplekset, med 18 paviste arter.
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En undertype av B. garinii OspA 4 er nylig klassifisert som eget genospecies, B. bavariensis.
Denne er ogsa inkludert i den humanpatogene gruppen. B. spielmanii, har imidlertid ogsa
blitt isolert fra erythema migrans hudlesjoner (Strle og Stanek 2009). Det er ogsa rapporter
om isolasjon eller pavisning av B. bisettii og B. valaisiana hos Lyme borreliose-pasienter
(Fingerle et al. 2008, Rudenko et al. 2008). Det er ikke klarlagt om B. lusitianiae gir Lyme
borreliose symptomer selv om den er pavist i hudlesjoner (Collares-Pereira et al. 2004).

Betydningen av disse som humanpatogen er uklar.

B. burgdorferi s.l. er langstrakte, spiralformede bakterier, med en lengde og bredde pa
henholdsvis 10 — 30 pm og 0,3 pm (Figur 2). Bakteriene har korketrekkerlignende utseende,
er motile med 7 — 11 flageller, og tilhgrer familien Spirochaetaceae (Burgdorfer et al.1982).
Flagellene er festet til polene i det periplasmatiske rom mellom ytre og indre cellemembran,
og er sammensatt av to klasser av proteiner, FlaA og kjerneproteinet FlaB (Ge et al.1998).
Bakteriene (spiroketene) svgmmer ved a rotere flagellene pa hver pol i ulik retning. De skifter
retning ved a forandre til motsatt rotasjon av flagellene. Kjemisk stimuli kan ogsd fa
flagellene til & rotere i samme retning slik at bevegelsen "fremover" stopper opp, og

bakteriefiendtlig miljg unngds (Charon et al. 1992 og Shi et al. 1998).

Ytre membran Protoplasmisk sylinder
Flageller e

Periplasmatiske rom

3 P 0, 3l 1t le 5 10001 T Yire membran Figlll‘ 2. Lengdesnitt av B

et burgdorferi. Utsnittet viser feste-
FlaB punkt for flagellen pa den indre
— Periplasmatisk rom membranen av bakteriecellen, med
markering av FlaA og FlaB
proteiner. Figuren er modifisert fra

Rosa et al. (2005).

Flagell
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Borreliaspiroketer kan vere svert invasive, og invaderer ulike organer hos infiserte dyr, f. eks
hjerte, blere, ledd (Barthold, 1995), og hud, blod, og hjernevev hos mennesker (Garcia-
Monco et al. 1990, Stanek et al. 1990, Nocton et al. 1994). Spiroketene tilhgrer de eldste
prokaryote bakteriegruppene. Artene bestar av fleksible og spiralformede celler (Madigan et
al. 2009). B. burgdorferi s.s., stamme B31, har blitt fullt sekvensert. Genomet er lite, bare pa
1,52 Mbp, hvorav 910.725 basepar pa det lineere kromosomet, mens 611 kbp er fordelt pa 12
lineere og 9 sirkulere plasmider (Casjens et al. 2000). Genomet inneholder ca 850 gener
(Fraser et al. 1997). Bakterien er a betrakte som en parasitt, og den har mistet mange gener
som er ngdvendige for frittlevende eksistens. Den genetiske organiseringen er sveert
kompleks, og er fortsatt ikke fullt ut forstatt (Bergstrem et al. 2002). Antallet plasmider er
hgyt, sammenlignet med andre kjente bakterier, og det antas at plasmidene gir bakterien en
form for responssystem som gjgr at den raskt kan tilpasse seg miljgendringer. I tillegg til a ha
denne genetiske strukturen (som ikke er helt forstatt), har bakterien ogsa en evne til & unnvike

vertens immunforsvar. Dette er viktig i sykdomsforlgpet og i diagnostisk arbeid.

B. burgdorferi har mange gener som koder for kjemotaktiske egenskaper, eksempelvis to
cheA gener (cheA; og cheAy), tre cheY gener (cheY;, cheY, og cheYs) (Foynes et al. 2000,

Charon og Goldstein 2002), samt cheX (Motaleb et al.2005). I tillegg er det identifisert flere
gener som er avgjgrende for spiroketens motilitet, inkludert cheA,, cheY; og cheX (Sze et al.
2012). Funn fra tidligere forskning tyder pa at motilitet er en viktig virulens-faktor som er
knyttet til spiroketens invasivitet og syklus (Charon og Goldstein 2002). Bakterien kan bevege
seg i tyktflytende stoffer samt bindevev (Kimsey og Spielman 1990, Goldstein et al. 1994),
noe ikke-motile, flagellfrie mutanter av bakterien ikke kan (Motaleb et al. 2000, Sal et al.
2008, Li et al. 2010). Bade kjemotaksi og motilitet antas a ha stor betydning for patogenesen

til Lyme borreliose. Syed et al. (2012) viste gjennom sine undersgkelser at ikke-motile

12



mutanter var ute av stand til d infisere mus gjennom injeksjon eller flattbitt. cheX- genet
spiller en avgjerende rolle for bakteriens motilitet, men er ogsa viktig for kjemotaktiske
prosesser i cellen (Motaleb et al. 2005). cheX-mutanter framtrer med forvrengte former (Figur
3), og viser manglende kjemotaksi i tillegg til hemmet motilitet. Disse mutantene har heller
ikke det karakteristiske framoverrettede eller reverserende bevegelsesmgnstert som man

finner i "villtype-spiroketene" (Motaleb et al. 2005).

.

\.\l o~

Figur 3. Bildene viser forskjellen i kroppsform pa CheX mutanttype B. burgdorferi-celler (a, b, c), og
en ikke-mutanttype B. burgdorferi-celle (d) (Motaleb et al. 2005).

B.burgdorferi s.l. er gram-negative bakterier og har bade en ytre og indre membran. Den
indre cytoplasmiske membranen er nar forbundet til en peptidoglykan-cellevegg, og danner
en protoplasmisk sylinder som grenser mot det periplasmatiske rom (Figur 2). Den ytre
membranen bestdr av 45-62 prosent protein, 23-50 prosent fett (lipid) og 3-4 prosent
karbohydrat (Barbour and Hayes, 1986). En spesiell egenskap med den ytre membranen, er
mangelen pa lipopolysakkarider (Takayama et al. 1987). Membranen er istedenfor dekket
med lipoproteiner (Luft et al. 1989), der de ytre overflateproteinene OSP (Outer Surface
Proteins) er mest forsket pa. Relatert til sterrelsen, koder genomet i B. burgdorferi s.l. for

omkring 10 ganger flere lipoproteiner i forhold til andre kjente bakteriegenomer (Steere et al.
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2005), og man mangler fremdeles inngdende forstdelse av struktur og funksjon til
borreliaspiroketens ytre membranproteiner. Borreliabakterien tilpasser seg flere strategier for
a overleve 1 immunkompetente verter, fra infeksjonstidspunkt til spredning i forskjellige
vevstyper, og OSP representerer antakeligvis sykdomsfremkallende faktorer.

OspA er vesentlig for borrelia-bakteriens koloniseringen av flattens tarm/mage (midgut), og
proteinet binder bakteriecellen til flattens tarmceller (Sing og Girschink, 2004). Fléttens
fordeyelse av blodet skjer intracelluleert ved endocytose, og man antar at den OspA-styrte
bindingen, ved starten av blodfordeyingen, hindrer at bakteriene ogsa blir fordeyd (Pal og
Fickrig, 2005). Antistoff til OspA fra flattvertens blod, kan imidlertid hindre at bakteriene
bindes til tarmcellene og dermed hemme kolonisering i flattarmen (Anguita et al. 2003).
Nedregulering av OspA tar derfor til under blodmaéltidet, og kan utfra dette ogsd ha en
funksjon 1 borreliabakteriens adskillelse fra flattarmen og dens videre vandring til
spyttkjertelen (Sing og Girschick, 2004) (Figur 4). Etter overforing til pattedyrverten, er OspA
nedregulert, og proteinets rolle i verten er uklar.

OspC er nedregulert under bakteriens opphold i flattens tarm, for flatten suger blod (Fingerle
et al. 1995). Om blodet inneholder antistoff mot OspC, vil de kunne hindre bakterien i a
migrere fra tarmen til spyttkjertelen (Gilmore et al. 2000). Etter vandring til flattens
spyttkjertel, oppreguleres OspC (Figur 4), og bakterien fores inn i pattedyrverten. Etter det,
folger en rekke kompliserte mekanismer, der ulike overflate-proteiner er involvert i bakteriens
strategi mot vertens immunsystem (Sing og Girschick, 2004).

Figur 4. Regulering av genuttrykk hos B. burgdorferi. 1
flittens tarm blir bakteriens overflate-protein OspA
oppregulert, og OspC nedregulert. Under blod-maltidet
vandrer bakterien til spyttkjertelen, og OspA

nedreguleres, mens OspC oppreguleres. Modifisert etter
Sing og Girschink (2004).
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OSP og de integrerte yttermembranproteinene (poriner) P13 og P66 (Figur 5), kan spille en
viktig rolle i utviklingen av fremtidige vaksiner mot borreliose (Bunikis et al. 1999). Nar
OspA er oppregulert hos bakterien i flattens tarm, "beskyttes" de integrerte proteinene P13 og
P66 mot antistoff. I pattedyrverten er OspA nedregulert, og kan ikke beskytte P13 og P66 mot

spesifikke antistoff (Figur 5).

| flatten

® .
e

| pattedyr B Ospa
s < OgpC
2A242 oL pe6, p13

Figur 5. OspA og OspC bundet til den ytre membranen (OM) hos B. burgdorferi i flatt (averst) og
pattedyrvert (nederst). De integrerte overflateproteinene P13 og P66 er mest utsatt for spesifikke
antistoff 1 pattedyrverten, med nedregulert OspA og OspC. Modifisert etter Bunikis (2001).

Den eneste vaksinen som er utviklet mot borreliose hos mennesker, ble lisensiert og gjort
tilgjengelig 1 USA 1 1998 (History Of Vaccines, 2014). Den var virksom pa borreliabakterier i
flattens tarm, og hindret bakteriens migrering til spyttkjertelen (History Of Vaccines, 2014).
Vaksinen (Lymerix) ble imidlertid trukket tilbake i 2002 etter spekulasjoner og pastander om
alvorlige sideeffekter. Kliniske studier pa en multivalent OspA-vaksine mot lyme borreliose,
er nylig avsluttet i USA (Wressing et al. 2014), men det foreligger ikke noen uttalelser om at

en eventuell vaksine kommer for salg.
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Ixodes ricinus

Klassifisering av flatten skriver seg tilbake til 1746, fra Carl von Linné. Flatten tilhgrer
arthropodene (sammen med edderkopper og skorpioner) i klassen Arachnidae og subklasse
Acari. Det er to hovedfamilier av flatt, de blgte innen familien Argasidae, og de harde innen
Ixodidae. Flattarter innenfor familien Argasidae (blgte) er vanligvis a finne i varmere strgk,
mens arter innenfor familien Ixodidae (harde) er vidt distribuert (Brown et al. 2005) og kan

ogsa finnes i subarktisk klima (Figur 6).

ConT Ay W . - —- - - N
. \ 4

o
|.pacificus *

1. persulcatus

w

;7

T
Figur 6. Oversikt over geografisk distribusjon av de vanligste flattartene pa de ulike kontinentene.
Ixodes ricinus (grgnn), Ixodes persulcatus (red), Ixodes scapularis (bld), Ixodes pacificus (red —

amerikanske kontinent), Ixodes ovatus (grgnn horisontalt merket), Rhipicephalus evertsi (gul
horisontalt merket) og Rhipicephalus pumilio (gul vertikalt merket) (Brown et al. 2005).

Hunnflétten suger blod fra alle stgrre viltlevende pattedyr, som for eksempel elg, hjort, radyr
og hare, samt husdyr som sau, storfe, hund og katt, og ellers alle som ferdes i flattens habitat.
De ikke-voksne stadiene av flitten (larver og nymfer), kan parasittere enkelte reptiler og
omtrent alle varmblodige dyr (Labuda og Nuttall 2008), hvorav mennesket bare er en tilfeldig
vert (Figur 7). Flatt i nymfe- og voksenstadium er de som i hovedsak parasitterer mennesket.
Larver kan imidlertid bite og suge blod av mennesker, men regnes ikke som smittefgrende, da

det er uvanlig med transovarial borreliasmitte (Radzijevskaja et al. 2013).
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De minste I ricinus, larvene, er vanskelige a se. De er sma (< 1 mm), og skiller seg fra
nymfene i form av mindre sterrelse og 3 par bein, mot 4 i nymfe- og voksenstadiet. Det
voksne stadiet bestar av bdde hanner og hunner. Hannens funksjon er & pare seg med hunnen.
Hanner og hunner skilles lett ved at hannen er meork bldsvart, mens hunnen har et rodfarget
skjold. Nymfene er og merke, men mye mindre i storrelse enn voksne individer, og kan ikke
skilles pa kjonn ved fargenyanser. Nymfer og voksne hunner er spredere av flere sykdommer,
mens larvene bare overforer sykdommer som kan smitte gjennom egg og larvestadiet
(transovarialt). Transovarial overfering av smitte er bl.a. kjent for Babesia spp. blodparasitter,

og tick-borne encephalitis (TBE).
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Figur 7. Livssyklusen til flaitten. Mennesket er bare en tilfeldig vert. Gnagere og fugler er viktige for
larve- og nymfestadiene. Alle flattens stadier suger blod (Ill. Rosef).

Larvene kan motta smittestoffer ved forste blodmaéltid, enten direkte ved at vertsdyret er
smittet eller ved co-feeding. Ved co-feeding sitter to eller flere flattindivider samlet og suger
blod i samme angrepspunkt pé verten, og bakterier fra en infisert flatt kan spres direkte til en
ikke-infisert flatt (Parola og Rault 2001). Larvene lever stort sett helt nede pa bakken, derfor
er mus (og fugl) viktig som den forste verten. Flétten fester seg forst og fremst pa partier hvor
huden er tynn. Den bedever bittstedet, slik at verten ikke merker noe. Mennesker oppdager

som regel bittet forst ndr flatten skiller ut spytt som inneholder ulike kjemiske komponenter,
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og vi reagerer med klge. Flattangrepet gir etter hvert irritasjon i huden, likt et myggstikk eller
kleggbitt.

Flatt i vegetasjonen er serlig folsom for terke, og i noen grad for kulde. Den regulerer
vannbalansen hvis den relative fuktigheten er over 80% (Bowman et al. 2008). Sterk barfrost
og terkesomrer vil pavirke antallet. Gode flattbiotoper er derfor skyggefulle og fuktige
omrader, hvor det er tett med busker og kratt. Bringeber- og orekratt er eksempler pa gode
biotoper.

Vart landskap med tiltagende gjengroing er gunstig for flatten. Her far den skygge og
fuktighet. Tettere bunnvegetasjon isolerer ogsa om det kommer frost. Serlig om bakken er
dekket av sng, vil disse biotopene gi god isolasjon i kuldeperioder (Ottesen 2010). Flatten er
aktiv ved temperaturer over 5°C. I omrader der temperaturen sjelden beveger seg under denne
temperaturen, kan man finne aktive flatt store deler av aret, som for eksempel langs
sgrlandskysten. Fugler, inklusive trekkfugler, regnes som viktige spredere av flatten over
landegrensene og til nye omrader, og vi importerer millioner av flatt hvert ar med trekkfugler
(Hasle etal.2011). Smagnagere er viktig i sirkulasjonen av flattbarne infeksjoner. Serlig er de

viktige nar det gjelder smitte til larver (Figur 8).

Figur 8. Bildene viser flattangrep hos fugl og smagnager (Fotos: Rosef).
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Ixodes ricinus — Utbredelse i Norge

I. ricinus regnes som den viktigste vektoren blant flattartene i Europa, etterfulgt av
Dermacentor reticulatus. I. ricinus (skogflatt) forekommer vanligst pa Sgrlandet. Den finnes
imidlertid normalt langs kyststripen pa Vestlandet, Trgndelag og Nordland. Flatten. kan
opptre sporadisk i indre deler av @stlandet, og det er rapportert om funn i bl.a. Hallingdal,
Mjgs-traktene og Nes i Akershus. Kartet under viser en kalkulert utbredelse av I. ricinus i
Norge, basert pa en «multi-kilde analyse» som ble sluttfart i 2010 (Figur 9). Funnene viser en
utbredelse av skogflatten i stgrre hgyder og lengre nord, enn hva tidligere kartlegginger har

vist (Jore et al. 2011)

Figur 9. Utbredelse av I. ricinus i Norge, 2010. Lysegul farge indikerer meget liten eller ingen
forekomst av flatt. Dess mgrkere farge, dess starre forekomst av flatt. Kartmaterialet er basert pa flere
kilder enn direkte deteksjon av fltt. Figuren er hentet fra Jore et al. (2011)
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Spredning av flatt med fugler, kan fgre til at det oppstar bestander pa steder flatten normalt
ikke finnes, serlig i innlandet. Slike bestander kan forsvinne etter noen ar, og trenger derfor
ikke vere tegn pa varig etablering. Man antar at gkningen i den geografiske utbredelsen av
flatt i Norge, skyldes gjengroing av landskapet og endrete klimaforhold, samt stgrre bestander
av hjortevilt. Preben Ottesen, Folkehelseinstituttet, skriver i rapporten "Helsekonsekvenser av
klimaendringer i Norge" (2010) at det har veert en gkning av flatt de seinere ara. Han refererer
til Tambs-Lyche (1943) som forteller at jegere pa denne tiden ikke fant flatt pa skutt
vestlands-hjort. Dette har endret seg markant, og i vare dager er hjorten pa Vestlandet
angrepet av flatt. Gjengroing av landskapet farer til at vegetasjonen skaper gode livsvilkar for
skogflatten mht. skygge-, fuktighets- og kuldeforhold. Tettere vegetasjon skaper mer skygge
og hayere fuktighet langs bakken, og det produseres mer isolerende strg som bedrer flattens
overlevelsesmuligheter gjennom strenge kulde-perioder. Selv. om man regner med at
skogflatten (I. ricinus) krever minst 5°C for a fungere aktivt, viser undersgkelser fra Tyskland
at flatten fryser i hjel farst ved ca. -22°C (Dautel et al. 1997).

Klimaendringer pavirker vekstsesongens lengde (antall dager med gjennomsnittlig
degntemperatur over 5°C). Et oversiktskart over midlere vekstsesong i perioden 1961 — 1990
fra Meteorologisk Institutt i Oslo (Figur 10), viser at omrader med 176 — 180 vekstdggn
sammenfaller med dagens utbredelse av skogflatt i Norge (Ottesen 2010). Fra perioden 1961
— 90 til perioden 1979 — 2008, antyder malinger at antall dager med middel dggntemperatur
over 5°C har gkt med 1-2 uker over mesteparten av Norge (Hanssen-Bauer et al. 2009). I
rapporten "Klima i Norge 2100", vises det ogsa til trendanalyser (Karlsen et al. 2006, 2007,
2009), som indikerer en gkning i vekstsesongen pa opptil 3 uker for hele Sgr-Norge og kysten
av Nord-Norge i perioden 1982 — 2006. For Ostlandet og Mgre viste trenden en vekstsesong-

gkning pa over 3 uker innenfor samme periode.
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Length of growing season

e (days)
/ gs_n6190.asc Figur 10. Kart over temperaturbestemt
4 I - o . .
. - oo vekstsesong i perioden 1961 — 90. Flattens
h ——— i utbredelse i dag sammenfaller med 176-180
\ / | 78 eller flere vekstdggn, markert med oransje til
J E e redt. Kart produsert av Meteorologisk
W 2z Institutt, Oslo. Ottesen (2010).

Hvis vi ser pa framskrivningene av vekstsesonglengden for perioden 2071 — 2100, viser den i
folge modellen Hadley A2 2071 — 2100 at tilnermet alle lavlandsomrader i Norge vil vere
dekket av en vekstsesonglengde pa 176 — 180 dager (Figur 11). Hvis tilgangen pa flattens
vertsdyr opprettholdes pa dagens niva, antar man at den lengre vekstsesongen vil fgre til

stgrre utbredelse av flatt, og en gkning i antall flattbarne sykdommer (Ottesen 2010).
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Figur 11. Framskrivningene av vekst-
Loyt of growing seesos sesongens lengde i perioden 2071-2100, i
gs_hadaz.asc folge modellen Hadley A2 2071-2100, viser
i at vekstsesongens lengde p& 176 — 180 dager
—— ke vil dekke stort sett alle lavlandsomradene i
E e Norge med unntak av det aller nordligste
E s Kart produsert av Meteorologisk institutt,
. - Oslo (Ottesen 2010).
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Materiale og metode

Innsamling av flatt.

Sommeren 2008 ble det samlet inn totalt 328 flatt, Lricinus, fra fem forskjellige lokaliteter i

Norge, henholdsvis Fjellgyver, Straum, Hinnebu, Tjore og Jomfruland (Figur 12). Forfatteren

stod for innsamlingen pa Jomfruland. Lokalitetene ble valgt med bakgrunn i at det var gjort

undersgkelser pa forekomsten av borreliainfisert flatt fra disse fem omradene bade i 2006 og

2007. Flatten ble samlet ved hjelp av standard flagging metode (Hillyard 1996), og deretter

puttet pa mikrotuber fylt med 70 % etanol for lagring. Det ble samlet inn totalt 328 flatt pa de

fem lokalitetene, fordelt pa nymfer og voksenstadium av hanner og hunner (Tabell 4). Det ble

ikke samlet inn larver.
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Figur 12. Geografisk lokalisering
av innsamlingsstedene av flatt.

1) Fjellgyveer, 2) Straum, 3) Tjore,
4) Hinnebu og 5) Jomfruland



Fangst av Ixodes ricinus

Fangsten av flatt fra vegetasjonen foregar ved «flagging» (Hillyard 1996). En bruker et hvitt
handkle pa ca.1x1,5 meter (Figur 13). Dette dras over vegetasjonen. Flatten oppfatter dette
som en potensiell vert og slipper seg ned/fester seg til handkledet. De er lett synlige og

plukkes av med en pinsett og legges i eppendorf-rgr med 70% etanol for bakteriologiske

undersgkelser pa laboratoriet (Figur 14 ).

Figur 13. Flagging etter flatt (t.v). Flatt festet til handkledet (t.h) (Fotos: Rosef).

Figur 14. Hunnflatt (skilles fra hannflatten ved den rede bakparten) som skal til
laboratorieundersgkelse (Foto: Rosef).
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Beskrivelser av lokalitetene

To av lokalitetene det ble samlet flatt fra, Fjelloyveer og Straum, ligger pa Hitra,
nordvestlandet i Mgre og Romsdal fylke. De resterende lokalitetene ligger sgrgst i landet,
Hinnebu og Tjore i Aust-Agder og Jomfruland i Telemark fylke. Alle stedene bortsett fra
Hinnebu, ligger i kystneere strgk. Hinnebu ligger ca. 2,5 mil innenfor kystlinjen. Vegetasjonen
pa Fjellgyveer og Straum er dominert av grass- og lyngvekster, og markene blir beitet av
storfe (Tabell 3). Fjellpyver, Hinnebu og Tjore har beiteomrader med storfe og eller sau. I
tillegg har stedene bestander med hjortedyr. Deler av Jomfruland er beiteomrader for storfe.
Det er ellers ikke ville bestander av stgrre pattedyr pa gya, men forekomst av smagnagere.
Jomfruland har en hgy tetthet av trekkfugler var og hgst. Det er en ornitologisk stasjon pa gya,
hvor det ogsa i flere ar er samlet inn flatt fra trekkfugl. EU89,UTM-sone 32 koordinater er

vist i tabell 2.

Tabell 2. Prgvetakingssteder EU89,UTM-sone 32 koordinater.

Lokalitet Koordinater
1) Fjellpyveer E:: 578229289
2) Straum Es 487671
3) Tiore E: 473032
4) Hinnebu E;: 2332:?38
5) Jomfruland E:: 563?52;;33
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Tabell 3. Habitater pa prevetakingsomrader.

1) Fjellgyveer 2) Straum 3) Tjore 4) Hinnebu 5)Jomfruland
Grass og lyng. Grass og lyng.
. . Bar- og Bar- og Bar- og
Beitemark. Beitemark. . . .
blandingsskog. blandingsskog. blandingsskog.
Innslag av furu- Innslag av furu- . . ) ) )
) ) Beitemark. Beite- | Beitemark. Beite- | Beitemark.
skog. Beite- og skog. Beite- og . . .
og hjortedyr. og hjortedyr. Beitedyr

hjortedyr.

hjortedyr.

Tabell 4. Antall flatt samlet i juli 2008, fordelt pa nymfe og voksent stadium av hann og hunn.

Hunn Hann Nymfe Totalt
Fjellpyveer 9 8 43 60
Straum 5 7 40 52
Hinnebu 31 41 7 79
Tjore 24 14 20 58
Jomfruland 29 30 20 79
Totalt 98 100 130 328
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Laboratorieundersokelsene

Alle laboratorieanalysene ble utfert ved laboratoriet ved Vytautas Magnus University i
Kaunas, Litauen. Det ble satt opp en prosedyre for undersegkelsene, og gangen for

gjiennomferingen er skissert under:

Tick collection in different sites
of Norway

\

Tick samples delivery to the molecular biology

laboratory

V7

Ticks DNA extraction

N\

Molecular identification of ticks Detection of B. burgdorferi s.l.

Specific PCR (fla,

ospA gene)
Agarose gel electrophoresis

1l

Results of analysis

Specific PCR for
I ricinus

Identification B. burgdorferi s.l.
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Isolering av DNA fra flatt

Ekstraksjon av DNA ble utfart ved lysering i 2,5% ammoniumhydroksyd-lgsning (NH4,OH)
(Stanczak et al. 1999).
1. Flatten ble overfart fra eppendorfrgret med 70% alkohol til et filterpapir for
luftterking.
2. Flatten ble sa overfort til et 1,5 ml eppendorfrar og ble tilsatt 2,5%
ammoniumhydroksidlgsning, 100pl og 75ul for henholdsvis voksne og nymfer.
3. Rgrene ble varmet opp i en varmeblokk ved 99°C i 25 minutter. Det ble stukket hull i
lokkene for a unnga at lokket spratt opp.
4. Rgrene ble deretter sentrifugert i 1 min med 14000 rpm for a samle kondens.
5. Raret ble satt tilbake i varmeblokken med 100°C i 20 minutter med lokket apent for
avdamping av ammonium.
6. Raret ble avkjglt ved at det ble satt pa is i 2 minutter for sa a bli sentrifugert med
14000 rpm i 1 minutt.
7. Rerene med DNA ekstraktet ble merket og brukt umiddelbart eller lagret ved -20°C

for senere analyser.

Standard PCR

Preparering av DNA-prgver og tillaging av reaksjonsblanding, samt PCR-kjgring, ble utfart i
separate omrader pa laboratoriet. Reaksjonsblandingen ble laget i kabinett med UV bestraling.
PCR blandingen som ble brukt, var 2X PCR Master Mix fra Fermentas i Litauen. 2X PCR

Master Mix bestar av Tag DNA Polymerase (rekombinant), PCR buffer, MgCl,, og dNTP.
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Bestemmelse av Ixodes ricinus

Hvert eksemplar av flattene ble analysert for a bekrefte arten I. ricinus (Figur 12). Primerne
som ble brukt, var IxriF og IxriR (Paulauskas et al. 2008). Primerne gir et segment pa 150
basepar fra 5.8s rRNA, som er spesifikke for I. ricinus (Tabell 5). Reaksjonsblandingene for
analysen er vist i tabell 6. Det ble brukt destillert vann som negativ kontroll. Positiv kontroll
er spesifikt I. ricinus DNA. PCR ble utfgrt pa Mastercycler® gradient fra Eppendorf (Tabell

7).

Tabell 5. PCR primere brukt til bestemmelse av I. ricinus

Art Primere | Primersekvenser Lengde (bp) pa PCR produkter
. IxriF 5’GGA AAT CCC GTC GCA CG3’
I. ricinus . , , 150 bp
IxriR 5'CAA ACG CGC CAACGA AC3
Tabell 6. PCR reaksjonsblanding, I. ricinus Tabell 7. PCR temperatursyklus, I. ricinus
. . . Antall
Reaksjonsblanding 1 prgve Syklus nr. | Temperatur | Tid ..
repetisjoner
2xPCRMix 6,3ul )
Syklus 1 | 94¢eC 3 min
IxriF 0,5 pul (10 pmol/ul) 94° C 30 sek
IxriR 0,5 pul (10 pmol/ul) 51° C 30 sek
Syklus 2
X 30
72°C 30 sek
Templat DNA 1,5ul
Syklus 3 72°C 3 min
Total reaksjon
12,5ul
volum 1 sample Syklus 4 4°C Hold
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Agarose gel

For & dokumentere PCR produkter ble det brukt elektroforese pa 1,5% agarosegel.

Fremstilling og utfgrelse av denne er beskrevet under.

1. 2,25g agarose og 150 ml TBE buffer ble blandet i en erlenmeyerkolbe og varmet 2-3
minutter i mikrobglgeovn til det begynte a koke. Kolben ble tatt ut, rotert og kokt videre
til lgsningen ble glassklar. Sa ble den avkjglt til 55 °C.

2. 15pl ethidiumbromid (EtBr) ble tilsatt under avtrekk. Lgsningen ble sa helt opp i en
stogpeform med en kam i (brgnner til ekstraktet).

3. Etter en time ble kammen fjernet og den stive gelen plassert i et elektroforesekammer
hvor den ble dekket med 0,5% TBE-buffer.

4. Gel Loading Buffer (ABgene) tilsettes PCR produktet og 10ul av PCR produktet ble
applisert i brgnnene.

5. Som stgrrelsesmarker ble det brukt Gene Ruler'™ 50 bp DNA Ladder fra Fermentas som
ble applisert i fgrste og siste brgnn, og @X174RF DNA Hae III (ABgene) ble applisert i
brgnnene for visualisering.

6. Elektroforesen ble utfart ved 135 V i en time.

7. Gelen ble sa satt inn i UV-kammer for a synliggjore DNA. Bilder ble tatt av gelen

(GeneSnap) og skrevet ut pa vanlig printer.
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Pavisning av Borrelia burgdorferi sensu lato i flatt

Flattene ble analysert individuelt for a pavise eventuell smitte med B.burgdorferi s.l.
Segmenter av OspA- genet i B.burgdorferi s.l. ble brukt som mal for PCR amplifikasjon
(Demaerschalk et al., 1995). SL-F og SL-R primere ble brukt i PCR-reaksjonen som vist i
Tabell 8. PCR- produktene ble separert i 1,5% agarose-gel, og visualisert ved UV- lys som
beskrevet over. PCR-produkter med vandring likt positivkontrollen (307 bp) ble ansett som

positive resultater.

Tabell 8. B. burgdorferi s.. PCR med OspA gen

Primer Sekvens

SL-F 5’AAT AGG TCT AAT AAT AGC CTT AAT AGC 3’

SL-R 5'CTAGTGTTTTGCCATCTTCTTTGAAAA 3’

Det ble anvendt 25 pl reaksjonsblanding, fordelt pa 12,5 pl 2X Multiplex PCR Mastermix
(Fermentas), 1l av hver primer, 8 ul dobbeltdestillert vann og 2,5 ul DNA-ekstrakt fra flatten

(Tabell 9). PCR-program ble satt opp som vist i Tabell 10.

Tabell 9. Reagenser 25 pl bestdende av: 22,5 Mix + 2,5 ul DNR

Multiplex Master Mix x 2 12,5 pl

SL-F 1 ul (10 pmol/ pl)
SL-R 1 ul (10 pmol/ pl)
ddH,0 8ul
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Tabell 10. PCR - program B.burgdorferi s.l.

Syklus nr. Temperatur Tid Antall repetisjoner
Syklus 1 95°C 15 min
94°C 20 sek
Syklus 2 63°C 20 sek X40
72°C 30 sek
Syklus 3 72°C 2 min
Syklus 4 4°C Hold
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Genotyping ved Multiplex PCR

Flattprgvene som var positive for Borrelia burgdorferi sl, ble analysert i multiplex PCR for
bestemmelse av de tre borrelia-artene B.afzelii, B.garinii og B.burgdorferi s.s. Det ble brukt
genotype-spesifikke primere for a avdekke ulike sekvenser i ospA-genet hos B. burgdorferi
s.l., som beskrevet av Jenkins et al. (2001a). Primerne GIII-L / GIII-R (B. afzelii), GII-L / GII-
R (B. garinii), og GI-L. / GI-R (B. burgdorferi s.s.) ble brukt til PCR amplifikasjon av
gensekvensene, med henholdsvis 189, 345 og 544 basepar (Tabell 11). PCR-produktet ble
analysert ved elektroforese i 1,5% agarose og visualisert ved UV — lys som beskrevet over.
Lengden (bp) etter PCR amplifisering av OspA genet i B. burgdorferi s.l. er vist i figur 17

under "Resultater". Reagenser og PCR oppsett er listet opp i Tabell 12 og 13.

Tabell 11. Primere for artsbestemmelse av B. burgdorferi s.l.

Primer Sekvens Lengde (bp) av PCR-produkter
GI-L 5’-AACAAAGACGGCAAGTACGATCTAATT-3’
B.burgdorferi s.s., 544 bp
GI-R 5-TTACAGTAATTGTTAAAGTTGAAGTGCC-3’
Gll-L 5’-TGATAAAAAC AACGGTTCTG GAAC-3’
B.garinii, 345 bp
GIlI-R 5’-GTAACTTTCAATGTTGTTTTGCCG-3’
GllI-L 5’-TAAAGACAAAACATCAACAGATGAAATG-3’
B.afzelii, 189 bp
GllI-R 5’-TTCCAATGTTACTTTATCATTAGCTACTT-3’
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Tabell 12. Reagenser 30 pl hvorav 3 pul DNR.

Reagenser 1 prgve
Multiplex Master Mix x 2 15 pl

(med HotStart Taq Polymerase)

GI-L 2 ul (10 pmol/ ul)
GI-R 2 ul (10 pmol/ ul)
GlI-L 2 ul (10 pmol/ pl)
GII-R 2 ul (10 pmol/ pl)
GlI-L 2 pl (10 pmol/ pl)
GllI-R 2 ul (10 pmol/ ul)

Tabell 13. PCR-program for bestemmelse av genotype B.burgdorferi s.l.

Syklus nr. Temperatur Tid Antall repetisjoner
Syklus 1 95°C 15 min
95°C 30s
Syklus 2 65°C 90s X 40
72°C 60 s
Syklus 3 72°C 2 min
Syklus 4 4°C Hold
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Resultater

All flatt ble verifisert som I. ricinus (n=328) (Figur 15). Det ble funnet 13 positive B.
burgdorferi s.l.- prgver samlet fra Fjellgyver, Straum, Tjore, Hinnebu og Jomfruland (Figur
16). Prevalensen varierte fra 0-7,6% med et gjennomsnitt pa 4,0%. Lavest prevalens var pa
Fjellgyver (0%) og Straum (1,9%). Hayest prevalens var det pd Hinnbu med 7,6% (Tabell
14). Borrelia afzelii ble pavist i 53,8% (n=7), og Borrelia garinii i 30,8% (n=4) og Borrelia
burgdorferi s.s. i 7,6% (n=1). En prgve positiv for Borrelia burgdorferi s.l. var negativ i
genotypingstest, som vist i Figur 17. Forekomsten i voksen fldtt var hgyere enn i nymfer med
henholdsvis 5,6% og 1,5%. Det ble pavist ferrest B.burgdorferi s.l. i omradene med tettest
viltbestand og terr lyng og furuskog (Straum og Fjellgyver) i motsetning til omrader med

lavere viltbestand og mer gress og blandingsskog (Hinnebu og Tjore).

Tabell 14. Funn av B. burgdorferi s.1. i de ulike samlingsomradene.

Lokaliteter Hunnkjgnn Hannkjgnn Nymfer Total

Andel smittet Andel smittet Andel smittet Andel smittet

N N N N
n % n % n % n %
Fjellgyvaer 9 0 0 8 0 0 43 0 0 60 0 0
Straum 5 0 0 7 1 14,3 1 40 0 0 52 1 1,9
Tjore 24 1 42 114 | 0 0 20 | 2 10 58 | 3 5,2
Hinnebu 31 3 9,7 | 41 3 7,3 7 0 0 79 6 7,6
Jomfruland | 29 3 103130 | O 0 20 0 0 79 3 3.8
Sum 98 7 7,1 | 100 4 4,0 130 2 1.53 328 | 13 4,0
N = antall analyserte flatt. n = andel flatt smittet av bakterien
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Figur 15. Bestemmelse av I.ricinus ved PCR. Kolonnene J120 — J127 viser positive resultater. M er

standardmarker, K'er negativ kontroll. Positiv kontroll vises ikke pa figurutsnittet.
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Figur 16. Bestemmelse av B.burgdorfer s.l. ved elektroforese. Prgven i kolonnene J6 (307 bp
fragment) er positiv for B.burgdorferi sl. K og K' er negativ og positiv kontroll. M er
starrelsesmarkgr.
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Figur 17. Genotypebestemmelse av de 13 paviste B. burgdorferi s.l. M er storrelsesmarker. K- er
negativ kontroll (ddH,O), H = Hinnebu, Tj = Tjore, J = Jomfruland og St = Straume. J6 viser Borrelia
burgdorferi s.s. (544bp). J33, Tj12, Tj52, H18, H22 og H32 viser Borrelia afzelii (189bp). St9, Tj46,
H41 og H68 viser Borrelia garinii (345bp). Det kunne ikke pavises noen av de tre genospecies i prove
H71.
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Diskusjon

Totalt ble 328 flatt innsamlet og analysert. Alle tilhgrte Ixodes ricinus som er den mest
vanlige arten i Norge. Det har vert diskutert om Ixodes trianguliceps kan vere involvert i
sirkulasjonen av Borrelia spp. Denne arten er imidlertid farst og fremst knyttet til smagnagere
og har muligens betydning for sirkulasjonen av Anaplasma phagocytophilum (Rosef et al.

2009), og ble ikke funnet i foreliggende undersgkelse.

Resultatene fra denne studien er i samsvar med tendensen fra 2006 og 2007 (Rosef et al.
2009), som viser svert fa tilfeller av infiserte flatt pa Hitra (Fjellayveer og Straum). Pa disse
lokalitetene er det spesielt stor tetthet av radyr og hjort. Vilt har naturlige antistoffer som
hindrer etableringen og formeringen av borreliaspiroketen i flatten (Jaenson og Télleklint
1992). En regner med at vilttettheten vil kunne gi en «fortynningseffekt» pa Borrelia i flatten,
som beskrevet av Rosef et al. ( 2009). Datamaterialet i studien er relativt lite, og det er
usikkert om prevalensforskjellene er statistisk signifikante. Konklusjonen om at hgy vilttetthet

gir lav Borrelia prevalens, ma derfor regnes som noe usikker.

Nar det gjelder forekomsten av B. burgdorferi s.1., viser resultatene ferrest tilfeller av infisert
flatt samlet fra gress-, lyng- og beitemark. Lokalitetene Fjellgyveer og Straum representerer
disse habitattypene. Resultatene er i samsvar med tidligere undersgkelser, bade i Norge og i
Litauen, der det ble funnet signifikante forskjeller i forekomst av B.burgdorferi s.l. i forhold
til habitattyper; hgyest forekomst i lov- og blandingsskog og lavest forekomst pa beitemark

(Paulauskas et al. 2008).

De voksne flattene har generelt hgyere forekomst av borreliainfeksjon, pa grunn av
muligheten for infeksjon ved blodsuging gjennom larve- og nymfestadiet (Rauter and

Hartung, 2005). En kan derfor anta at smitterisikoen fra flatten er lavere fra nymfer.
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Resultatene fra denne undersgkelsen viser og en overvekt av voksne borreliainfisert flatt, med

5,6% mot 1,5% i nymfer, og er i samsvar med funn fra andre studier (Jenkins et al. 2001b).

Nyere undersgkelser fra Nord Norge (Soleng og Kjelland, 2013) viser hgy forekomst av
Borrelia i flatt ogsa i denne regionen med en infeksjonsrate pa 11,3% av nymfene og 33,3%
av de voksne. Hvidsten et al. (2013) gjorde undersgkelser pa flatt fra hund og katt, og fant
ogsa hgy infeksjonsgrad. Hoyest ved Brgnngysund (29%), men lavere (4%) fra omradet
lenger nord. Det er uklart hvor den nordligste utbredelsen av Lricinus er, men data fra
Folkehelseinstituttet (www.msis.no) viser bare fa infiserte personer i siste tiarsperiode i de tre

nordligste fylkene, med nesten fraveer i Finnmark.

Resultater av undersgkelsen viser hgyest prevalens av Borrelia i flatten fra Hinnebu og Tjore,
med henholdsvis 7,6% og 5,2%. Biotopene ved disse lokalitetene er bar- og blandingsskog og
beiteland. Jomfruland representerer en mellomtype av biotopene pa Hinnebu/Tjore og
Fjelloyveer/Straum, men er ogsa et stoppested for trekkfugl som kan ta med seg flatt fra
kontinentet (Hasle et al. 2011). Resultater fra Hasle et al. (2011) viser en hgy forekomst av B.
garinii i flatten tatt fra trekkfuglene. Rosef et al. (2014) viser imidlertid i sin undersgkelse at
det er en dominans av B.afzelii bade i flatt fra vegetasjonen og fra smdgnagere i samme

omradet (Jomfruland og Lista).

I dette studiet ble bade B. burgdorferi s.s., B. garinii, og B. afzelii pavist. En av flattene fra
Hinnebu kunne ikke artsbestemmes, sannsynligvis fordi at sensu lato-primerne paviser alle
genospecies, mens de artsspesifikke primerne paviser bare B. afzelii, B. garinii og B.

burgdorferi sensu stricto.

B. burgdorferi s.s. ble funnet i 8% av de positive flattprovene, B. garinii i 31% og B. afzelii i
54%. Paulauskas et al. (2008) viste at infeksjonen i flatt fra vegetasjonen var dominert av B.

afzelii (68%) fulgt av B. garinii (21%) B. burgdorferi s.s. (11%). Det samme bildet med
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dominans av B. afzelii ser vi fra de siste undersgkelsene fra Nord Norge (Soleng og Kjelland,

2013. Hvidsten et al. 2013).

En oversikt over forekomsten i 2360 flatt fra 24 lokaliteter er gitt i vedlagte artikkel:

The prevalence of Borrelia burgdorferi sensu lato genospecies in questing Ixodes ricinus ticks
in Norway. 1 dette studiet var forekomsten 7,2% B. burgdorferi s.l. med en dominans av B.
afzelii pa 71,9% fulgt av B. garinii med 12,9%, B. burgdorferi s.s. med 7% og B. valaisiana

pa 1,2%.
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