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1. Inledning

Forekomsten av TBEV (fastingburet encefalitvirus) har 6kat och flera nya riskomraden har
introducerats i Finland under det senaste artiondet. Ursprungligen ansags TBEV forekomma
endemiskt pa Aland, i Abolands skargard samt i regioner vid Villmanstrand och Karleby
atminstone sedan 1960-talet (1), och mera specifikt i mindre endemiska populationer inom dessa
omraden (2-5). Pa 1990-talet introducerades Mjolo i Helsingfors yttre skargard som ett nytt
endemiskt TBEV omrade utéver de tidigare namnda (6). Sedan 2008 har nya endemiska TBEV
omraden konstaterats arligen i Finland (2,7-9) och efter 2011 har ocksa nya lokalt anskaffade

TBEV infektioner arligen rapporterats hos invanare i huvudstadsregionen.

Syftet med denna studie var ursprungligen att utreda forekomsten av TBEV och bakterien
Borrelia Burgdorferi hos fastingar regionalt fran Drumso i Helsingfors. Studie initierades som ett
projekt att i samarbete med Helsingfors universitets virologiska avdelning och det privatdgda
foretaget Skargardsdoktorn Ab utreda det radande nulaget, samt huruvida TBEV 6verhuvudtaget
forekommer pa Drumso i Helsingfors, som féljd av upprepad forfragan av lokala invanare. Pa
detta omrade hade det inte tidigare utforts nagra studier gallande TBEV forekomst, och det hade
heller inte rapporterats nagra tidigare lokalt anskaffade TBEV smittor. Senare kom studien ocksa
att innefatta Esbo p.g.a. 6kat intresse hos lokala invanare dven har att utreda det radande nulaget

over TBEV prevalensen, efter annonsering av studien i lokala tidskrifter.

Materialet samlades under aren 2016 och 2017, och de slutliga TBEV (RNA) testerna gjordes
under slutet av varen 2018. Denna rapport behandlar endast TBEV undersokningarna och dess

resultat.

2. Bakgrund

Fastingburet encefalitvirus (TBEV) éar ett flavivirus (genus Flavivirus, familj Falviviridae) som
kliniskt orsakar encefalit hos manniskor. | naturen cirkulerar TBEV i en cykel mellan fastingar
och deras varddjur. Till varddjuren hor framst mindre daggdjur och faglar. Manniskan ar en

slumpmassig vard och deltar inte i den naturliga cykeln. Globalt sett drabbas ca 13 000



manniskor arligen 6ver olika delar av Europa och Norra Asien av TBEV infektioner, framst

genom smittor som drabbar det centrala nervsystemet (10).

Fortillfallet kdnner man till 3st bekréaftade undergrupper av TBEV; Den europeiska (Eur)-, den
siberiska (Sib)-, och den s.k. fjarran Gstern eller Far-Eastern (FE) undertypen. TBEV-Eur bars
framst av Ixodes ricinus fastingar i centrala och norddstra Europa medan TBEV-Sib och TBEV-
FE framst hittas i fastingsarten Ixodes Persulcatus pa omraden mellan norddstra Europa till
Ryssland (fjarran dstern), Kina och Japan (10). Nyligen har 2 nya undergrupper av TBEV
(Himalayas och Balkans undertyper) karakteriserats (11,12).

Finland ligger vid den mest nordliga gransen for endemiskt férekommande TBEV i Europa. Pa
1960-talet demonstrerades de forsta cirkulationerna av TBEV antikroppar hos nétkreatur pa
endemiska omraden i skargarden vid Aland och Abo samt i Villmanstrand och Karleby (1). TBE
viruset begransades till endast dessa omraden i artionden tills Mjol6 senare pa 1990-talet
introducerades som ett nytt TBEV omrade i Finland (6). Sedan 2008 har nya endemiska TBEV
omraden arligen introducerats i Finland (2,7-9), och efter 2011 har TBEV smittor har aven
arligen rapporterats av personer som smittats i huvudstadsregionen. Den ny skedda spridningen
av TBEV har delvis tankts bero pa klimatférandringen vilket paverkat varddjurens/vektorernas

beteendemonster.

Spridningen av TBEV samt den 6kade mangden TBEYV infektioner i den tattbefolkade och
standigt vaxande huvudstadsregionen, hem till ca 1,2 miljoner invanare, tillsammans med
uppskattningar om en forbattrad mikroklimatisk lamplighet for etablerandet av TBEV langs med
den sodra finska kusten (13) har skapat oro bland delar av den lokala befolkningen, vilket fick

0ss att initiera denna studie.

3. Material

Materialet anskaffades fr.o.m. varen 2016 till hosten 2017. 2016 initierade forskningsgruppen
insamlingen av fastingar genom att vid upprepade tillfallen samlas och lata fora lakanforsedda
trakappar dver lokal vegetation pa Drumso for att lata fastingarna fasta sig pa lakanen. Fastingar

som fast sig pa lakanen togs sedan tillvara pa med pincett och sattes i atskilda provror som sedan
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stalldes i frys for forvar. Insamlingen av fastingar pa detta vis gjordes under enstaka tillfallen
&ren 2016-2017. Ar 2017 besokte forskningsgruppen ocksa 2 utvalda omréden i Tomtekulla i
Esbo varifran det tidigare rapporterats 2st TBEV smittor. Harifran samlades totalt 6st fastingar

med samma metod.

Pa grund av bristfalligt material under insamlingen ar 2016 beslot forskningsgruppen ar 2017 att
ocksa lata privatpersoner delta i insamlingen genom att lata hamta féastingar till Skargardsdoktorn
Ab regionala fastingsbussar. Samtidigt utvidgades forskningen ocksa att innefatta Esho i och
med ett vackt intresse hos lokala invanare i Esbo att delta i insamlingen. Studien reklamerades i
lokala tidskrifter och anvisningar dver vilka uppgifter som skulle inkluderas i samband med
inhamtandet av fastingarna publicerades pa foretages hemsidor. Uppgifterna innefattade; var och
nar fastingen hittats, huruvida fastingen hittats fran naturen, pa ett husdjur eller fran en

manniska, och huruvida fastingen var fastbiten eller fritt gdende i samband med infangningen.
Inhamtarens kontaktuppgifter togs ocksa till vara pa. Fastingarna ombads omslutas i foliepapper

och stéllas i forvar i frystemperatur innan inh&mtning.

Fastingarna som hamtades till fastingsbussarna separerades i skilda provrér och de ovannamnda
uppgifterna samlades pa skilda blanketter. Provréren forvarades i frystemperatur. Senare
numrerades provroren enligt motsvarande blanketter och uppgifterna samlades elektroniskt i en
tabell. Férutom de ovannamnda uppgifterna uppskattades ocksa fastingarnas kon, utvecklingsfas
samt huruvida de varit blodatna. Senare fordes materialet till Helsingfors universitets virologiska

avdelning kylutrymmen for forvaring.

Det slutliga materialet bestod av 666st fastingar fran Esbo och 88st fran Drums6. De mera
noggranna uppgifterna angaende datum av insamling, region fran vilken fastingen hittats,
uppskattat kon eller utvecklingsstadiet, varifran fastingen hittats, huruvida fastingen varit
fastbiten i husdjur eller méanniska, samt huruvida fastingen varit blod &ten finns sparat i en

elektronisk tabell tillsammans med inhamtarens kontaktuppgifter.



4. Metoder

Laboratoriemetoderna for utredning av TBEV resultaten innefattade en process dar
fastingsmaterial forst homogeniserades i en TriPure® reagens, varefter DNA och RNA
isolerades i separata provror ur den homogeniserade losningen. Det isolerade RNA genomgick
sedan en automatiserad TBEV RT-PCR process for utredning av TBEV. Provréren med isolerad

DNA l6sning sattes i forvar for senare B.Burgdorferi tester, vilka inte behandlas i denna rapport.

Homogeniseringen och isoleringen av DNA och RNA gjordes i Helsingfors universitets
virologiska avdelnings laboratorieutrymmen under perioden 11/2017 - 1/2018 och utfordes i
enlighet med TriPure® reagensens tillverkares instruktioner (Roche). TBEV RT-PCR testerna

utfordes senare under varen 2018.

4.1 Homogenisering av fastingar i TriPure® reagens.

Till provroren med féstingar applicerades ca. 200 ul steril sand samt en 5 mm (diameter)
glaskula. Hartill applicerades ocksa 900 pl TriPure® reagens till provroret med en pipett.
Innehallet i provroret blandades om med en MagnaLyser®, 7000 rpm, i 2 upprepade omgangar
pa 15 sekunder med nedkylning emellan omgangarna. Nedkylningen utfordes genom att stélla

provroren ca 30 sekunder i ett -20 °C kylblock.

Harefter tillades 1 ul glykogen (10 pg/ul) i provréren fér homogenisering. Efter ca. 5 min
inkubationstid tillsattes 0,2 ml kloroform varefter innehallet i provroret blandades om med en
Vortex® maskin. Efter ytterligare 2—-15 min inkubationstid centrifugerades proverna (12 000 x g,
15 min, +4 °C). Under centrifugeringen bildades det 3 separata faser av I6sningen; En klar 6vre

RNA fas, en grumlig protein fas mellerst, samt en ljusréd nedre DNA fas.

Den klara RNA fasen avlagsnades med pipett och lades i ett separat provrér med motsvarande
numrering for fortsatt behandling (steg 4.2). Den grumliga proteinfasen avlagsnades med pipett
och kasserades. Det ursprungliga provroret med den resterande DNA fasen stélldes i frysen (-
20°C) for senare behandling (steg 4.3).



4.2 Isolering av RNA.

Till provroren med RNA 16sning tillsattes 0,5 ml isopropanol, varefter provréren vandes om och
efter ca. 5-10 min inkubationstid sattes provrdren i centrifug (12 000 x g, 10 min, +4°C).
Vitskan kasserades fran provroret och till den kvarvarande RNA massan pa provrorets botten
tillades 1 ml 75% EtOH. Provroren stélldes i forvar i frysen (-20°C) for senare TBEV tester (steg
4).

4.3 Isolering av DNA.

Provroren med DNA l6sning togs ur kylforvaringen. Den ljusrdda DNA fasen avlagsnades med
pipett till ett annat provrér med motsvarande numrering. De ursprungliga provrdren med
resterande sand, glaskula och rester av fastingen kasserades. Till de nya provrdren tillsattes 0,3
ml 96% EtOH varefter provroren vandes om for omblandning samt efter ca. 2-3 min

inkubationstid stalldes provréren i centrifug (2000 x g, 5 min, +4°C).

Vatskan i provroret kasserades och till den kvarvarande DNA massan pa provrérets botten
tillsattes 1 ml 0,1 M Na-citrat i 10% EtOH. Hérefter stod I6sningen i inkubation foljande 30 min
med omblandning med jamna mellanrum. Efter inkubationstiden sattes provréren i centrifug
(2000 x g, 5 min, +4°C). Efter centrifugeringen kasserades aterigen vatskan och samma
ovannamnda process med 0,1 M Na-citrat i 10% EtOH skdljning upprepades ytterligare tva

ganger (sammanlagt 3 skdljningar).

Efter den tredje skoljningen tillsattes 1 ml 75% EtOH i provroret och losningen stélldes i frysen

for forvar och senare B.Burgdorferi tester.

4.4 TBEYV tester.

TBEV RT-PCR testerna gjordes i pooler pa 3 och utférdes med Tagman fast virus 1-step
mastermix (Thermo Fischer Scientific), 500 nM primers och 200 nM sond, i enlighet med

tidigare beskrivning (14).



5. Resultat

Totalt 754st fastingar samlade fran manniskor, husdjur eller direkt fran naturen pa Drumso eller
fran Esbo genomgick de slutliga TBEV testerna. Utav dessa konstaterades 7st fastingar TBEV
RNA positiva. 5st av dessa harstammade fran 2 olika katter i Eshogard vid Koklax, ett omrade
dar det ocksa tidigare ansetts forekomma TBEV endemiskt i fastingspopulationer baserat pa ett
patientfall rapporterat ar 2017. De tva 6vriga regionerna varifran en fasting var testade TBEV
RNA positivt var Tomtekulla, vilket dven tidigare ansetts vara ett endemiskt TBEV omrade pa
basis av 3st tidigare rapporterade patientfall, samt Larsvik, var inga tidigare TBEV patientfall
rapporterats.

6. Diskussion

TBE virusets epidemiologi har forandrats i Finland under det senaste artiondet, och innan 2011
var TBEV enligt datida kannedom begransat till en enda holme i Helsingfors yttre skargard pa
Mijol6 i den finska huvudstadsregionen. Efter 2011, da den forsta lokalt anskaffade TBEV
smittan rapporterades i Helsingfors sedan 1990-talet, har nya lokalt anskaffade TBEV smittor

rapporterats arligen hos invanare i huvudstadsregionen.

TBEV cirkulationen i naturen anses vara valdigt sensitiv till olika miljofaktorer, sa som det
lokala mikroklimatet samt bl.a. varddjurens populationstéthet (13,15-17). Enligt klimatmodeller
lampade sig mikroklimatet i Helsingfors fér TBEV cirkulation redan vid millenniumskiftet (18),
och dessa uppgifter tillsammans med faktumet om ett fortsatt forandrat klimat i den finska

huvudstadsregionen kan befoga misstankar om ytterligare spridning av TBEV i detta omrade.

Vara resultat ar i linje med tidigare kand information 6ver TBEV prevalensen i
huvudstadsregionen. Resultaten stoder den tidigare uppfattningen om TBEV forekomst i mindre
endemiska populationer, och bekraftar Esbogard samt Tomtekulla som endemiska TBEV
riskomraden i Esbo. Forutom dessa identifierades ocksa Larsvik som ett nytt endemiskt
riskomrade. Hanvisandes till konstaterandet om de forandrade klimatforhallandena i den finska

huvudstadsregionen samt den allméanna pagaende trenden av TBEV spridning i Finland, kom



detta fynd sa till vida inte som en 6verraskning, och fyndet &r i linje med férvantningarna som

antogs i samband med initierandet av studien.

Utav de 88st fastingarna insamlade fran Drumsé i Helsingfors testade inga TBEV RNA positivt.
Fran Drumso har det sa till vida inte &nnu konstaterats TBEV som lokalt anskaffade smittor eller
hos fastingar som fangats fran Drumso och testats for TBEV. Vi kanner anda till att Drumso
fyller kriterierna som ett mikroklimatiskt lampat omrade for etablering av TBEV enligt
klimatmodeller som baserar sig pa miljoférhallanden och forekomsten av lampliga vektorer i
omradet. D& man ocksa beaktar de bekraftade endemiska TBEV populationerna som identifierats
i narliggande omraden till Drumsd, sa kan Drumso annu anses som ett méarkbart riskomrade for
TBEV, vilket vidare bor beaktas i samband med vaccinrekommendationer samt vid anvandning
av One Health tillvagagangssatt vid evaluering av risker och begransningar som berér den

allménna befolkningshélsan.
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