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Erkinio encefalito virusy potipiuy identifikavimas Iksodinése erkése Lietuvoje

Marina Sidorenko, Jana Radzijevskaja, Algimantas Paulauskas
Vytauto DidZiojo Universitetas

Pagal uzkreciamyjy ligy ir AIDS centro duomenis Lietuvoje erkinio encefalito (EE) registruoty atvejy didéja kiekvienais metais. EE atvejy
aptinkama visose Lietuvos apskrityse. Viena i§ pagrindiniy EE sergamumo didéjimo priezas¢iy yra globalinis klimato atsilimas, dél ko pailgéjo erkiy
aktyvumo periodas bei jy isplitimas j naujus arealus. Yra dvi pagrindinés erkiy rasys EE viruso neiotojos: Ixodes persulcatus ir Ixodes ricinus. Zinoma,
kad Lietuvoje paplitusi l.ricinus erkiy rasis ir aptiktas europietiskas (Vakary) viruso potipis. l.persulcatus yra sibirietiskojo ir Tolimyjy Ryty viruso

potipiy nesiotojos ir jos néra buidingos miisy regionui.

Kadangi I.persulcatus riisies erkés yra paplitusios Salyse, besiribojanciose su Lietuva (Latvija, Lenkija, Baltarusija, Rusija), manoma, kad $ios raSies
erkiy atsirado ir Lietuvoje. Sio tyrimo tikslas yra istirti dabartinio EE viruso paplitimo Ixodidae erkése Lietuvoje, nustatyti surinkty erkiy rasis ir nustatyti

viruso potipius.

2017 mety kovo - rugséjo meénesiais buvo surinktos 1884 erkeés i§ aStuoniy Lietuvos apskriciy, 18 rajony. RNR buvo iSskirta i§ erkiy suspensijy,
naudojant RNR isskyrimo rinkinj Isolate Il RNA Mini Kit (Bioline, Hilden, Germany). Visi méginiai buvo tiriami siekiant nustatyti EE virusa ir
tikrinami tikro laiko atvirkstinés transkriptazés polimerazing grandining reakcija (TL-AT-PGR).

Surinktos erkés buvo identifikuotos kaip l.ricinus ir Dermacentos reticulatus. EE virusas buvo nustatytas Akmenés rajone. NS3 geno seky genetinis

apibadinimas parodé¢, kad $tamai priklauso europetiskam potipiui.

Erkinis encefalitas, Ixodes ricinus, Ixodes persulcatus, sergamumas, erkinio encefalito virusas

Ivadas

Erkinis encefalitas (EE) yra erkiy platinama virusiné
zidininé liga. Tai viena i§ labiausiai pavojingy zmogaus
infekcijy. Erkinio encefalito virusas (EEV) veikia centring
nervy sistemg, pagrindiniai pilkaja smegeny ir (arba)
nugaros smegeny dalj ir gali pasireiksti visy amziaus
grupiy zmonéms. EEV priklauso Flavivirus risiai,
Flaviviridae Seimai (Radvilavi¢iené et al., 2011) ir apima
tris pogrupius: Europos (EEV-Eur), Sibiro (EEV-Sib) ir
Tolimyjy Ryty (EEV-FE). EE epidemiologija glaudziai
susijusi su iksodiniy erkiy ekologija ir Dbiologija.
Pagrindiniai EEV vektoriai Europoje yra Ixodidae $eimos
erkés (Duges 1834), daugiausia Ixodes ricinus (Linnaeus,
1758) ir Ixodes persulcatus (Schulze, 1930) (Suss, 2011,
Pettersson, 2014). EEV-Eur dazniausiai perduoda erkés I.
ricinus rasies o EEV-Sib ir EEV-FE potipius erkés I.
persulcatus rasies (Jddskeldinen et al., 2011). Nustatyta,
kad Dermacentor reticulatus (Fabricius, 1794) taip pat
dalyvauja EEV cirkuliacijoje (Wojcik-Fatla, 2011).

Pastaraisiais metais EEV pasiskirstymo diapazonas
pleciasi, EE ligos atvejy ir toliau didéja (Amicizia et al.,
2013). Siandien EE yra endemiskas 27 Europos Salyse,
Tolimuosiuose Rytuose ir kitose Azijos Salyse ir tapo
tarptautine visuomenés sveikatos problema. Lietuva yra
endeminé EE $alis, kurioje uZregistruota daugiausiai EE
atvejy Europoje. EE paplites visose Lietuvos apskrityse.
Privaloma Sios ligos registracija Salyje pradéta 1968 m.,
ta¢iau EE ypaC aktualia visuomenés sveikatos problema
Lietuvoje tapo nuo 1993 mety (Zygutiené, 1999).
Remiantis Lietuvos uzkreiamyjy ligy ir AIDS centro
duomenimis, nejprastai padidéjo EE atvejy skaicius 2016
m. Buvo pranesta apie 632 hospitalizuotus atvejus,
palyginimui - 2015 m. uzregistruoti 336 hospitalizuoti
atvejai. Tai reiSkia, kad sergamumas padidéjo daugiau nei
95%. Tokio didelio erkiy encefalito atvejy skaiGiaus
Lietuvoje nebuvo nuo 2003 m., kai buvo uzregistruota
21,96 atvejo 100 000 gyventojy, 0 2006 m. EE paplitimas
buvo uzregistruotas 21,91 atvejo 100000 gyventojy, tuo

tarpu EE vidutinis paplitimas yra 5 atvejai 100 000
gyventojy.

Viena i§ pagrindiniy EE paplitimo priezasCiy -
globalinis atSilimas, dél ko pailgéjo erkiy aktyvumo
periodas ir padidéjo jy iSplitimo diapazonas j naujus
arealus. Lietuvoje daugiausia egzistuoja dviejy rusiy erkés
- Lricinus ir D.reticulatus. I.persulkatus néra budingas, bet
Sios rusies erkiy paplitimas didéja ir Lietuvoje.

Metodika

Erkiy rinkimas. 2017 mety kovo - rugséjo ménesiais
buvo surinkta 1884 erkés i$ astuoniy Lietuvos apskriciy, 18
vietoviy (Pav. 1). Erkés buvo surinktos i§ jvairiy buveiniy,
jskaitant lapuociy, pusies, misriy misko lapiniy pakraty ir
zoliy, naudojant baltg 80X80 cm medvilninj flanelinj
audinj. Iki atvezimo ] laboratorija gyvos erkés buvo
laikomos mégintuvéliuose ne ilgiau kaip 2 dienas, saldymo
krepSyje 4-6 °C temperatiiroje iSlaikant pakankama
drégme. Laboratorijoje erkés buvo suskirstytos j grupes
pagal méginiy émimo vieta ir rasj, Klasifikuojamos pagal
ju i8sivystymo stadija (lervos, nimfos, suaugusios erkés) ir
Iytj, naudojant mikroskopg. Erkés buvo suskirstytos | 267
grupes. 676 erkés (110 grupiy) buvo identifikuotos kaip
l.ricinus, 533 (108) kaip D.reticulatus, 454 (39) nimfos ir
221 (10) lervos (Lentel¢ 1). D.reticulatus buvo suskirstytos
} grupes po 5 pateles arba patinus, l.ricinus 5-10
suaugusiyjy pateliy arba patiny, 10-20 nimfy ir 30 lervy.
Raktai (Fillipova, 1977; Hillyard, 1996) buvo naudojami jy
morfologiniy savybiy  nustatymui. l. ricinus
taksonominiam identifikavimui buvo panaudotas PGR
metodas su specifiniais Ixri F ir Ixri R pradmenimis,
sukurtais A. Jenkins (A/S Telelab, Skien, Norvegija),
remiantis sekomis i§ Geno Banko (Fukunaga et al, 2000).
Sis metodas pagristas badingo I. ricinus erkiy riisiai 150 bp
segmento 585 rRNR geno amplifikacija. Po
identifikavimo ir suskirstymo j grupes, meéginiai buvo
uzsaldyti -80 °C temperatiiroje iki tolimesniy tyrimy.

81


https://lt.wikipedia.org/wiki/Erk%C4%97s
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pettersson%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24618209
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pettersson%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24618209
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=J%26%23x000e4%3B%26%23x000e4%3Bskel%26%23x000e4%3Binen%20AE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21291624
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amicizia%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23377671

ISSN 1822-1823 Zmogaus ir gamtos sauga 2018, ASU

1 pav. Vietovés Lietuvoje kur buvo renkamos erkés 2017 m. kovo — rugséjo mén.
Fig. 1. Locations of Lithuania where ticks were collected during March - September in 2017.

RNR i$skyrimas. Laboratorijoje uzsaldytos erkés buvo
homogenizuojamos rankiniu biidu naudojant griistuve su
gristuvéliu ir skystg azota. Erkés buvo sutrintos iKi
milteliy pavidalo. RNR ekstrakcija i§ erkiy grupiy buvo
atlikta naudojant RNR isskyrimo rinkinj Isolate 11 RNA
Mini Kit  (Bioline, London, UK) pagal gamintojo
instrukcijas. RNR praskiedziama 40 pL vandens be

RNazés ir laikoma -20 °C temperatiiroje, kol bus
naudojama.

EEV nustatymas. EEV nustatymui buvo naudojama
kiekybiné  tikro  laiko  atvirkstinés  transkriptazés

polimeraziné grandininé reakcija (AT-PGR) su F-TBE1 ir
R-TBE1 pradmenimis ir TBE-WT zondu, pagal Schwaiger
ir Cassinotti protokola (2003).

Tikro laiko AT PGR, kaip ir lizdiné PGR, buvo
vykdomos ciklais pagal Katarginos ir kt. isdirbtg metodikg
(Katargina et all., 2013). Tikro laiko AT-PGR reakcijos
amplifikacijos buvo vykdoma 20 pl reakcijos taryje,
kuriame yra 5 pl kiekvieno méginio RNR, 10 ul 2X
reakcijos miSinio (Invitrogen, Anglija), reversinio ir
forvardinio pradmens po 0,5ul (2.5 pmol/ul), 1 pul (2
pmol/ul) TBE — WT zondo, distiliuoto H,O, 0.4ul RNR
inhibitorius, 0.2ul  atvirkstinés transkriptazés. PGR
pradmenys buvo gausinami pagal protokola ir vyko
skirtingais ciklais: komplimentarinés DNR (cDNR) sintezé
47°C - 30 min., 2 ciklas denatdracija 94°C - 2 min., 3
ciklas — PGR produkty sintezé kartojama 45 kartus: 95°C-
15 sec., 57°C-1 min. ir 47°C -30 sec. 7500 Fast Real Time
PGR sistema (Applied Biosystems) buvo naudojama PGR
reakcijai ir vizualizavimui.

Tikro laiko ~ AT-PGR teigiami méginiai buvo
naudojami EEV NS3 geno fragmento (631 bp)
pagausinimui. Lizdiné PGR reakcija buvo atlikta su

iSoriniais pradmenimis NS3 F1 ir NS3 R1 ir vidiniais
pradmenimis NS3 F2 ir NS3 R2. AT — PGR reakcijai buvo
paruoStas reakcijos miSinys, kurio apimtis 25 pl vienam

méginiui. Reakcijos misinys susideda i§ 2X reakcijos
misinio (Invitrogen, Anglija), RNR inhibitoriaus 1 pul,
atvirkstinés transkriptazés 0,5 ul, pradmeny po 0,2 uM, dd
H20 ir RNR 5 ul. PGR reakcija buvo vykdoma ciklais:1
ciklas - sintezé 50°C—30 min., denatiiravimas 94°C—2 min.,
3 ciklas — PRG produkty sintezé kartojama 40 Karty:
94°C-20 sec, 55°C-1 min., 68°C-1 min.; 4 ciklas
prailginimas 68°C-5 min.

Lizdinéi PGR amplifikacijai naudojome 50 ul bendro
tirio misinj j kurj jeina 5x PGR buferis, Taq Mix 1 pl,
pradmenys po 0,5 mM, dd H20 ir 5 pl DNR i§ pirmos
PGR reakcijos. PGR ciklai: denattiravimas 95°C-2 min.,
30 karty kartojamas hibridizacijos ciklas: 95°C-1 min., 55
°C-1 min., 72°C-1 min. ir pailginimas 72°C-10 min.
Lizdinés reakcijos PGR produktai buvo paruosti
sekoskaitai su Gene Jet Gel Extraction rinkiniu (Thermo
scientific, Lithuania) pagal gamintojy instrukcija ir iSsiysti
sekos nustatymui.

Gautos sekos buvo sulyginamos su geny sekomis,
uzregistruotomis Geno banko duomeny bazéje, naudojant
MEGA 6 programg, naudojant BLAST server.

Statistiné analizé. EEV paplitimas erkése buvo
apskaiciuotas kaip minimalus infekcijos daznis
(minimum infection rate (MIR)). MIR skirtas
apskai¢iuoti uzkrésty individy dalj i§ visy méginiy.
Jis apskaiCiuojamas kaip teigiamy grupiy skaiCiaus
santykis su bendru patikrinty erkiy skai¢iumi.
Pagrindiné MIR prielaida yra tai, kad teigiamoje
grupéje yra nors viena uzkrésta erké (Weidong et al.,
2003).

MIR = (x/(mk)) 100%,

kur k yra grupés dydis, m - bandymy skaicius, X - teigiamy
grupiy kiekis.
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1 lentelé. Apskritys ir surinkty erkiy skaiciai Lietuvoje 2017 m. kovo-rugséjo ménesiais
1 Table. Counties and number of ticks collected in Lithuania during March - September in 2017

Apskritys Ixodes ricinus Dermacentor
reticulatus Viso
Suaugusios Nimfos/pulai | Lervos/pulai Suaugusios
erkés/pulai/teigi [teigiami fteigiami | erkés/pulai/teigiami
ami pulai pulai pulai pulai
Alytus 17/4/0 23/5/0 40/9/0
Kaunas 200/32/0 206/16/0 14/1/0 373/75/0 793/124/0
Klaipeda 17/3/0 9/2/0 26/5/0
Panevezys 28/6/0 96/10/0 120/4/0 65/12/0 309/32/0
Siauliai 321/48/6 109/9/0 58/3/0 36/8/2 524/68/8
Tauragé 27/5/0 43/4/0 29/2/0 9/3/0 108/14/0
Utena 28/5/0 28/5/0
Vilnius 38/7/0 18/3/0 56/10/0
Viso 676/110/6 454/39/0 221/10/0 533/108/2 1884/267/8
Rezultatai 2013), o siaurinése Europos salyse bendras paplitimo
) daznis svyruoja nuo 0,1% iki 1% Suomijoje (Jaaskeldinen
Sio tyrimo tikslas buvo istirti dabartinio EEV  etal., 2011), 0.11% -1.22% Norvegijoje (Andreassen et al.,

paplitimo Ixodidae erkése Lietuvoje, nustatyti surinkty
erkiy rosis ir nustatyti viruso potipius. Tam 2017 metais
buvo surinktos 1884 erkés, jos buvo suskirstytos i 267
pulus (1 lentelé). l.persulcatus rasies erkiy nebuvo aptikta.
Pagal tikro laiko AT-PGR, EEV RNR buvo aptikta 8
méginiuose. 6 méginiai su l.ricinus erkémis (4 méginiai su
patelémis ir 2 su patinais) ir 2 méginiai su D.reticulatus (1
méginys su trimis patelémis ir 1 méginys su trimis
patinais). Visi teigiami meéginiai yra surinkti Siauliy
apskrityje, Akmenés rajone, Kivyliy kaime. I$ viso 8 i$ 68
Sios apskrities grupiy buvo uzkrésti ir minimalus EEV
infekcijos daznis tirtuose erkése yra 1,52% (8/524) (1,86%
L.ricinus ir 5,6% D.reticulatus). Atlikus lizdinge PGR
gausinami NS3 geng pavyko amplifikuoti tik 6 méginius su
l.ricinus erkémis. NS3 geno seky genetiné analizé parode,
kad $tamai priklauso europiniam potipiui.

Aptarimas ir I§vados

Europoje  didziausias sergamumo EE  rodiklis
registruojamas Baltijos Salyse, Slovénijoje ir Cekijos
Respublikoje. Slovénijoje registruojama apie 250 — 500
atvejy, EEV paplitimas buvo 0.54% - 2005 m. ir 0.43% -
2006 (Bogovoc et al., 2015), Cekijos Respublikoje kasmet
praneSama apie 500-1000 atvejy (Epidemiological
situation of tick-borne encephalitis in the European Union
and European Free Trade Association countries, 2012).
Lietuvoje kiekvienais metais uZregistruojama 300-650
ligos atvejy.

Siame tyrime buvo jvertintas EEV paplitimas erkése,
surinktuose i§ astuoniy Lietuvos apskri¢iy. Bendras
uzfiksuotas EEV infekcijos lygis Lietuvoje yra 0,42%, is juy
0,32% sudaré l.ricinus. Panasas rodmenys (0,30%) buvo
uzregistruoti 2009 m. kity mokslininky atliktuose
tyrimuose (Katargina et al., 2013). EEV infekcijos lygis
l.ricinus erkése uzregistruotas Latvijoje yra 1,07%, Estijoje
- 1,55%. Kituose kaimyninése Salyse bendras pranestas
paplitimo daznis Lenkijoje yra 0,21% (Katargina et al.,

2015).

Vienas i§ §iuo tyrimo tiksly buvo nustatyti Viruso
potipius. Zinoma, kad Baltijos 3alyse, Svedijoje,
Norvegijoje, Danijoje, Suomijoje, Rusijoje ir Ryty, Vakary
ir Piety Europos Salyse yra nemazai europinio potipio
zidiniy (Suss, 2011). Sibiro potipis rastas Sibire, Ryty
Europoje (Ecker et al., 1999), Vakary Rusijoje (Kovalev et
al., 2009) ir Suomijoje (Jadskeldinen et al., 2006). Taciau
jis sutinkamas populiacijoje 1. persulcatus erkése Baltijos
regione, Estijoje (Katargina et al., 2013). Sitame darbe |.
persulcatus nebuvo aptiktas, o l.ricinus NS3 geno seky
genetiné analizé parodé, kad Stamai priklauso Europiniam
potipiui.

Sio tyrimo rezultatai jrodé EEV buvima Lietuvoje ir
butinybe atidziai stebéti EEV paplitimo tendencijg $alyje,
plésti dabartines zinias apie erkiy encefalito sklaida.
Sistemingas erkiy tyrimas padés geriau suvokti vyraujancia
epidemiologine situacija. Nors vakcinacija yra efektyvi bei
saugi Sios ligos profilaktikos priemoné, kol kas Lietuvoje
§i infekcija nepakankamai nevaldoma.
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Marina Sidorenko, Jana Radzievskaja, Algimantas Paulauskas
Identification of tick-borne encephalitis viruses in Ixodes ticks in Lithuania

Summary

According to the data of the Communicable Diseases and AIDS Center in Lithuania, cases of tick-borne encephalitis (TBE) are increasing every
year. TBE detected in all Lithuanian counties. One of the main causes of the incidence of TBE is global warming, which had increased the period of ticks'
activity and their spread to new habitats. There are two main species of ticks, TBE virus (TBEV) carriers: Ixodes persulcatus and Ixodes ricinus. It is
known that l.ricinus species is widespread in Lithuania and have European (Western) virus subtype. l.persucatus is carrier of Syberian and Far East
strains and they are not typical for our region. Ticks of I. persulcatus are prevalent in countries bordering with Lithuania (Latvia, Poland, Belarus,
Russia), so it is believed that this species also appeared in Lithuania.

The aim of this study is to investigate the current prevalence of EEV in Ixodidae ticks in Lithuania, to determine the species of collected ticks and to
identify the subtypes of the virus.

In March-September 2017, 1884 ticks were collected from eight Lithuanian counties, 18 regions. RNR was isolated from tick suspension with
Isolate Il RNA Mini Kit (Bioline, Hllden, Germany).

All samples were tested for TBEV using RT-PCR. Gathered tick were identified as I. ricinus and Dermacentor reticulatus, all TBEV-positive
samples were from Siauliai county, Akmeniai region, Kivyliai village. The genetic characterization of NS3 gene sequences has shown that strains belong
to the European subtype.

Ttick-borne encephalitis (TBE), Ixodes ricinus, Ixodes persulcatus, sickness rate, tick-borne encephalitis viruses
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