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Resumé

Introduktion: Skovflaten /xodes ricinus, der er endemisk i Danmark
og det meste af Europa, er vektor for flavivirus som Louping ill (LI)-
virus og tick borne encephalitis (TBE)-virus. Dette studie blev fore-
taget med henblik pa at undersgge forekomsten af tre forskellige
flavivirus: TBE-, LI- og Powassan (POW)-virus pa Bornholm.
Materiale og metoder: Flater blev samlet ved flagging af vegeta-
tionen pa otte forskellige lokaliteter inden for tre dage i juni
1999. Virus blev pavist med revers transkriptionspolymerase-
kaedereaktion (RT-PCR).

Resultater: Pools af nymfer blev fundet positive for bade TBE- og
LI-virus. Ingen prgver var positive for POW-virus. Der blev fundet
minimumpravalens pa ~0,5% for TBE-virus og ~2% for LI-virus.
Flatteetheden af nymfer 1a pa 2,5-5,5 pr. minut.

Diskussion: LI-virus er ikke tidligere fundet i Danmark. Yderligere
undersggelser af LIV-udbredelse i Danmark er indiceret. Praeva-
lensen af TBEV-inficerede flater pa Bornholm synes at vaere sam-
menlignelig med praevalensen fra andre TBEV-endemiske omrader
i Europa. Fundet af LIV i Danmark bgr haves in mente ved tolk-
ning af TBE-serologi i Danmark da serologisk krydsreaktivitet
mellem disse virus kan forventes.

De flatoverforte encefalitter er en gruppe af flavivirusinfek-
tioner, der kan ramme bade mennesker og dyr, der bliver

udsat for flatbid. Disse flavivirus tilherer en gruppe virus, der
betegnes tick borne encephalitis (TBE)-komplekset. I Europa
er de infektioner hos mennesker kendt under forskellige
navne som Russian spring sommer encephalitis (RSSE), Central
European encephalitis (CEE) og Friib-sommer-meningo-encephali-
tis (FSME). En fzlles betegnelse for disse infektioner er #ick
borne encephalitis, da antigenvariationen mellem disse virus er
sa beskeden, at de anses for at vaere subtyper af det samme vi-
rus [1]. Hvert 4r rammes omkring 11.000 mennesker i Rusland
0g 3.000 i det ovrige Europa af TBE [2]. To andre virus, der til-
herer TBE-komplekset i Europa, er Louping ill (LI)-virus og
Powassan (POW)-virus. LI er primert kendt som et veterinzert
problem, men 39 infektioner af mennesker er beskrevet

i litteraturen, de fleste (26) dog relateret til smitte ved labo-
ratoriearbejde. POW-virus-infektion blev forst beskrevet i
Canada og kun f3 tilfzelde er beskrevet i Europa, alle fra Rus-
land [1, 3]. Flater af familien Jxodes er vektorer for disse virus.
Skovflaten Ixodes ricinus overforer TBE-virus og LI-virus, mens
Ixodes perisulcatus overforer POW-virus i Europa. Om . rici-
nus er vektor for POW-virus vides ikke [4-8]. Det er karakte-
ristisk for de flitoverforte encefalitter, at de har en fokal fore-
komst. TBE har saledes veret kendt endemisk pa Bornholm
siden 1950’erne, men er ikke fundet i andre dele af Danmark
[9, 10]. I Sverige har TBE primert veeret at finde i omradet
omkring den svenske skergird og Mileren. I de seneste ar er
der set stigning i antal TBE-tilfzlde i Sverige, og nye tilfelde
er set uden for de tidligere kendte risikoomrader [11]. 1 1998
blev de forste kliniske tilfzelde af TBE beskrevet fra Norge
[12]. TBE er i ovrigt kendt fra Finland, Rusland, de baltiske
lande, Polen og Tyskland. LI er derimod kendst fra Irland,
Skotland og Norge. Danmark er séledes omgivet af LI mod
vest og nord og TBE mod est og syd. Formalet med denne
undersogelse var at klarleegge forekomsten af de tre flavivirus,
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Figur 1. Lokaliteter, hvor flater blev indsamlet pa Bornholm.
Tick borne encephalitis-positivt omrade ©; Louping ill-positivt omrade

TBE-virus, LI-virus og POW-virus, i flater samt at vurdere flat-
teetheden pa Bornholm.

Materiale og metoder
Flater blev samlet ved flagging af vegetation pa otte forskellige
skovlokaliteter, inden for tre dage i juni 1999 (Figur 1). Tethe-
den af fldter var baseret pa 2-10 indsamlinger af 20 minutters
varighed hvert sted. Lokaliteterne blev udvalgt med henblik
pa at dekke oen ligeligt geografisk set ud fra en forventning
om at TBE-risikoomradet kunne praeciseres.

Efter indsamlingen og indtil analyse blev fliterne opbeva-
ret ved -20 °C. Pools af henholdsvis ti nymfer og 20 nymfer
blev anvendt som grundlag for pavisning af virus. Flaterne
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blev vasket med 70% ethanol, terret og frosset i flydende ni-
trogen, og homogeniseret. Total RNA-DNA-fraktionen blev
ekstraheret med phenol-chloroform-ekstraktion med efter-

folgende ethanoludfzldning.

RNA-prover blev inkuberet med TBE-virus-rev primer ved
70°Ci5 min og 0 °Ci 10 min. Revers transkriptionspolymera-
sekedereaktion (RT-PCR) blev udfert med avian myelobla-
stosis (AMV)-revers transkriptase ved 42 °C (en gang), cDNA
blev anvendt til PCR: 95°C1i5s, (95°Ci30s,55°Ci40s,
72°Ci40s) % 35,72°C1i5 s. Den samme protokol blev an-
vendt til virusgenotyping af 1s¢ stage amplicon i en nested-
PCR. Produktstarrelse (ca.): TBEV 370 b.p., POW 310 b.p. og
LI250 b.p. Primere til NS1-gene af TBE var: reverse common: 5’
CCC ATC ACT CCT GTG TCA CACT (554R), TBE forward:
5 AAC AGA CTT GA(G/A) ATG GCC ATG TGG AG
(184F), LI forward: 5 ACG ACC CTA CTG ACT ACC GAG G
(279F), POW forward: 5 GCT TCA CCA CGC AGA TCC
AAG (234F). Primerne blev designet efter oplysninger fra gen-
banken. Ved statistisk analyse blev der anvendt Fishers ek-
sakte test.

Resultater

Et samlet antal pa 3.843 nymfer og 215 voksne flater blev
indsamlet. Alle fliterne tilhorte Ixodes ricinus. Nymfetaethe-
derne blev fundet at vaere 2,5-5,5 pr. minut (Tabel 1), mens
teetheden af voksne varierede mellem 0,1 og 0,3 pr. minut.
Ingen prover blev fundet positive for POW-virus, men der-
imod var fire pools positive i RT-PCR for Ll-virus, og to pools
var positive for TBE-virus. Prover indsamlet om eftermidda-
gen var hyppigere positive end prover indsamlet tidligere pa
dagen (5 af 13 pools vs. 1 af 20 pools, p = 0,0214). Afi alt 240
nymfer indeholdt mindst fire nymfer LI-virus og mindst en
TBE-virus, hvilket indikerer, at preevalensen er omtrent 2% for
LI og 0,5% for TBE. De positive prover var geografisk jevnt
fordelt over Bornholm (Figur 1), og TBE-positive omrader var
ikke adskilte fra LI-positive omrader.

Tabel 1. Teatheder af skov-
flatnymfer og forekomst af
Louping ill (LI)- og tick borne

Teetheder af nymfer
antal pr. flagging-minut

TBE-virus
pool af 10, pool af 20

LI-virus
pool af 10, pool af 20

encephalitis (TBE)-virus, for

praver indsamlet morgen, Lokalitet, efter- efter- efter-
middag og aften. antal indsamlinger morgen middag  middag morgen middag middag morgen middag middag
Hammershus, 9 5,4+2,3 - = - =
Tofte, 2 3,3+0,3 +, - -+
R¢ Plantage, 6 21 -+ - =
Grisby, 10 3,56+3,9 - - - =
Almindingen (vest), 5 4.8+4,12 +, = - -
Almindingen (gst), 6 3,2+1,8 - - - -
Troldstuerne, 6 2,6+0,7 +, - - = +2
Dueodde, 6 3,8+1,9 - = - =

a) Ekstra pool af 50 nymfer, udfgrt med henblik pa at finde to uafhaengige prover med forekomst af TBE.

—: Negativ polymerasekeedereaktions-resultat.
+: Positiv polymerasekadereaktions-resultat.
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Diskussion

LI-virus er ikke tidligere fundet i Danmark. Infektioner med
LI-virus af mennesker er meget sjeldne i de lande, hvor infek-
tion er kendt endemisk, sdsom Irland, og de synes at have et
mildere forleb end TBE. Sygdommen har et bifaset forleb
som TBE. Ingen dedsfald er beskrevet efter Ll-infektion hos
mennesker [1]. Selv om Ll-infektion naeppe udger et medi-
cinsk problem i Danmark, kan det ikke afvises, at den er af
veterinzr betydning. Yderligere undersogelser med dyrkning
og sekvensering af virus er indiceret, og da den ostlige graense
for LI-virus’ udbredelse nu synes at have niet Bornholm, ber
forekomst af LI-virus i andre omrader af Danmark klarlzegges.
Da der er udtalt serologisk krydsreaktivitet mellem LI- og
TBE-virus, ber fundet af LI-virus i Danmark haves in mente
ved tolkning af TBE-serologi i Danmark. Degnvariation i fore-
komsten af inficerede flater er velkendt bl.a. fra Borrelia burg-
dorferi og forekommer ogsd her [13]. Af de positive flat-pools i
denne undersogelse blev alle undtagen en indsamlet om efter-
middagen. Da flater imidlertid ikke blev indsamlet om efter-
middagen fra alle omréder, er pracisering af risikoomrader ud
fra disse data umulig. De positive omrader synes dog at vare
jeevnt fordelt over Bornholm. Tatheden af flater svarede ri-
meligt til forventningen, baseret pa tidligere studier over flat-
taetheder i Danmark [14]. Ud fra disse forventes flittetheden
af nymfer pd Bornholm at vere ca. 4,9 nymfer pr. minut i juni
maned. Den lidt lavere teethed kan sandsynligvis forbindes
med stedvis hejtliggende granit, der resulterer i hyppigere ud-
torring af jorden, hvilket forventes at have negativ indflydelse
pa flatpopulationen.

Da flaterne blev analyseret i pools, kan praevalensen af TBE-
virus ikke bestemmes pracist, men det fundne niveau synes at
vere sammenligneligt med prevalensen i andre endemiske
omrader i Europa [8, 15]. Dette understottes tillige af, at antal-
let af konstaterede kliniske tilfzelde er 2-4 pr. ar blandt de
40.000 fastboende Bornholmere. Fra Bornholms Amt angives
det, at det samlede antal turister til gen er ca. 400.000 om aret,
dvs. ti gange antallet af fastboende. En betydelig del af disse
turister ma formodes at vaere danskere [16]. Dette sammen-
holdt med oget rejseaktivitet til lande i Osteuropa, der for
storstedelen er klassificeret som TBE-risikoomrader, gor, at
opmarksomheden pa TBE i Danmark ber skarpes.
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