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Sammanfattning

Fastingburet encefalitvirus (TBEV) &r ett RNA-virus som tillhor genuset flavivirus. Vid en
TBEV-infektion ar feber, trétthet, allmanpaverkan samt huvudvark och muskelvark vanligt
forekommande symtom. Viruset 6verfors via saliven fran fastingar under de forsta
minuterna efter fastingbett. TBEV-IgM och ibland dven TBEV-IgG aterfinns i serum da
symtom i centrala nervsystemet (CNS) yttrar sig i den andra fasen av sjukdomsforloppet.
De senaste dren har prevalensen av fastingburen encefalit (TBE) okat. Sedan 2017 har 6ver
300 fall av TBE rapporterats arligen i Sverige.

Laterala flodesanalyser (lateral flow assays, LFA) ar billiga, enkla, snabba och baseras pa
portabla instrument som anvands bland annat inom biomedicinsk vetenskap. ReaScan®
TBE IgM fran det finska foretaget Reagena &r ett snabbtest, baserat pa LFA-tekniken, for
detektion av TBE-specifika IgM-antikroppar i humant serum och likvor.

Syftet med studien var att undersoka om ReaScan® TBE IgM kan anvéndas for att
diagnostisera TBE pa laboratoriet for Klinisk Mikrobiologi pa lanssjukhuset i Kalmar.
Metodens prestanda undersoktes genom att analysera totalt 23 serumprover, 13 prover fran
TBE-patienter och 10 prover fran icke-TBE-patienter. Sensitiviteten uppskattades genom
att analysera 13 serumprover dar forekomst av TBE-antikroppar sedan tidigare
konfirmerats. Specificiteten uppskattades genom att analysera 10 serumprover fran
patienter utan kand TBEV-infektion.

Den diagnostiska sensitiviteten respektive specificiteten berdknades till 100 %. Pa grund av
den begransade storleken pa undersokningsmaterialet ar dock den beraknade sensitiviteten
och specificiteten ej helt tillforlitlig.

Metodens prestanda ansags vara tillrackligt god for att den skall kunna anvandas som en
screening-metod for TBEV-lIgM-antikroppar pa laboratoriet for Klinisk Mikrobiologi pa
lanssjukhuset | Kalmar.

Nyckelord
Fastingburet encefalitvirus, fastingburen encefalit, laterala flodesanalyser, ReaScan® TBE
IgM



Abstract

Tick-borne encephalitis virus (TBEV) is an RNA virus that belongs to the genus flavivirus.
Symptoms that commonly present during a TBEV infection include headaches, muscle
pains, fever and malaise. The virus is transmitted with the saliva from ticks during the first
minutes of their blood meal. TBEV-IgM and sometimes TBEV-1gG antibodies can be
detected in the patient’s serum when central nervous system (CNS) symptoms present in
the second phase of the disease. Over the last couple of years, the prevalence of tick-borne
encephalitis (TBE) has increased. Since 2017 over 300 cases of TBE are reported every
year in Sweden.

Lateral flow assays (LFA) is the technology behind inexpensive, simple, quick and
portable instruments that are used within the biomedical science field among others.
ReaScan® TBE IgM developed by the Finnish company Reagena is a rapid test, based on
the LFA technique, used for the detection of TBEV specific IgM antibodies in human
serum and cerebrospinal fluid.

The trial aimed to evaluate whether ReaScan® TBE IgM could be used to diagnose TBE at
the laboratory of Clinical microbiology at the County hospital in Kalmar.

The performance of the test was determined by analysing a total of 23 serum samples, 13
of which consisted of samples from patients with a previously confirmed TBE diagnosis
and 10 samples from patients with no known TBEV infection. The diagnostic sensitivity
and specificity were both determined to be 100 %. Due to the limited sample size, the
calculated sensitivity and specificity are not particularly reliable.

The performance of the test was satisfactory and it could be used as a screening method for
the detection of TBEV IgM antibodies at the department of Clinical microbiology at
Kalmar County Hospital.

Keywords

Tick-borne encephalitis virus, tick-borne encephalitis, lateral flow assays, ReaScan® TBE
IgM
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1 Introduktion

1.1 Fastingburet encefalitvirus

Fastingburet encefalitvirus (TBEV) isolerades for forsta gangen av ryska forskare 1937
och en sjukdom som liknar TBE beskrevs pa 1930-talet. Viruset tillhér genuset flavivirus
som tillhor familjen Flaviviridae (1). Tre nérbeslaktade subtyper av TBEV finns beskrivna
idag. De har fatt namn efter deras huvudsakliga geografiska utbredning, europeisk (dven
kallad vastlig), sibirisk och ¢stlig. Bara den europeiska subtypen har, vad man vet, orsakat
sjukdom i Sverige (1, 2). Virus som tillhor familjen Flaviviridae har lipidhélje, &r
ikosahedrala och har ett genom som bestar av en positiv enkelstrangad RNA-molekyl (3).

TBEV sprids mellan sma gnagare av Ixodes-fastingen, framst arterna Ixodes ricinus och
Ixodes persulcatus. Viruset sprids genom att djur infekteras vid ett bett av en infekterad
fasting. Djuret blir da viremiskt och nér det sedan blir bitet av ytterligare fastingar blir aven
de infekterade. Féstingarna kan &ven gverfora viruset till sina avkommor och via djur som
ar infekterade men inte viremiska, da via infekterade fagocyter och andra inflammatoriska
celler i djurets hud (1). En fasting kan vara infekterad av och dverfora flera olika typer av
patogener samtidigt (4).

I nuldget ar 6ver 35 olika virusarter identifierade som kan spridas via fastingar. Alla
forutom ett virus ar RNA-virus. De senaste aren har en 6kning av TBE-prevalensen setts i
flera lander, daribland Sverige, vilket kan bero pa en forbéttring av de diagnostiska
metoderna samt det 6kade intresset for dessa virala infektioner (4).

1.2 Fastingburen encefalit

Ixodes ricinus nymfer ar den huvudsakliga vektorn for TBEV avseende ménniskor i
Sverige (5). Infektion av TBEV kan aven ske via intag av opastoriserad mjélk eller ost fran
infekterade getter, kor och far (1). Inkubationstiden for viruset & omkring atta dagar men
kan variera mellan fyra till tjugoatta dagar efter fastingbett (6).

1.2.1 Encefalit

Encefalit syftar generellt pa en inflammation i hjarnans parenkym, det vill sdga den
funktionella delen som omfattar nervceller och gliaceller. Kliniska symtom vid en encefalit
innefattar ofta feber, huvudvark och forandrad mental status. En paverkan pa den mentala
statusen sarskiljer ofta en encefalit fran en okomplicerad meningit. Aven vid meningit ses
symtom som feber och huvudvérk men sallan en neurologisk dysfunktion (1).

Den europeiska och sibiriska subtypen av TBEV orsakar ofta ett bifasiskt forlopp med
feber och influensaliknande symtom i den forsta fasen som sedan foljs av en asymtomatisk



period. Hos en tredjedel av patienterna ses en andra fas med aseptisk meningit, encefalit
eller meningoencefalit. Upp till halften av patienterna far féljdtillstand efter infektionen

(4).

1.2.2 Infektionsforlopp
Viruset Overfors via saliven i fastingens spottkortlar under de forsta minuterna av

fastingens blodmal. Efter inokulering genom huden sker den initiala infektionen och
replikationen i den subkutana vavnaden. Dendritiska celler i huden antas vara de forsta
cellerna dar den virala replikationen sker. Det &r troligen genom deras migrering fill
lymfnoder via det lymfatiska systemet som virusets sprids till de lymfatiska organen (7).
Efter replikationen i de lymfatiska organen sprids viruset, via efferenta lymfatiska karl och
ductus thoracicus, till blodet dér det orsakar en viremi. Under den viremiska fasen
infekteras manga extraneurala vavnader, speciellt mjalte, lever och benméarg. Utsondringen
av virus fran dessa vavnader gor att viremin kan fortlopa i flera dagar (7).

1.2.3 Neuroinvasion

Mekanismen bakom hur encefalitiska flavivirus korsar blodhjarnbarriaren &r fortfarande
okand. Det finns fyra olika foreslagna teorier som forsoker beskriva hur det kan ske, (1) via
neuron efter infektion av perifera nerver, (11) genom infektion av extra kénsliga
olfaktoriska nerver, (I11) genom att viruset tar sig in i endotelceller i hjarnans kapillarer via
transcytos och utsondring av virus till hjarnparenkymet eller (1) genom diffusion av virus
mellan kapillara endotelceller hos individer med en lackande blodhjarnbarriéar.
Neuroinvasion av TBEV hos manniskor &r val rapporterat dock & mekanismerna bakom
hur det bidrar till skada pa CNS samt vilka cellreceptorer de paverkar inte helt klarlagda

().

1.2.4 Kroppens svar pa virala infektioner
Hos daggdijur finns tva olika system som kan identifiera och hamma infektioner av

mikrobiella patogener, det medfddda och det adaptiva immunférsvaret. Det medfddda
immunforsvaret fungerar som en forsta barriar och aktiverar proinflammatoriska cytokiner
och interferoner av typ | (IFN-a och IFN-). Det tidiga forsvaret mot virus som aktiveras
av infekterade celler baseras pa igenkannandet av patogenassocierade molekylara monster
(pathogen-associated molecular patterns, PAMPS) vilket triggar aktiveringen av receptorer
(pattern recognition receptors, PRR). PRR aktiverar i sin tur antivirala
transkriptionsfaktorer som translokeras till cellkarnan och som dar satter igang
transkriptionen av en méangd olika virusinducerade gener. Transkription av gener
associerade med antivirala egenskaper leder i slutdndan till en begrasning av virusets
replikering i cellerna genom en hdmning av virusets RNA-syntes (8). Férutom deras
betydande roll i det medfodda immunforsvaret paverkar dven typ | IFN manga andra
immunceller. De aktiverar makrofager och NK-celler, forbattrar differentieringen och
overlevnaden av T-celler och framjar antikroppsproduktionen hos B-celler (9).

Flavivirus har, som manga andra virus, utvecklat strategier for att undkomma vérdens



immunforsvar. Exempelvis genom att replikeras inuti vesiklar fran det endoplasmatiska
retiklet, vilket skyddar virala RNA-intermediérer att igenkannas av PRRs (8).

For att initiera ett adaptivt immunsvar krévs en typ av celler som k&nner igen antigen,
antigen presenterande celler (APC). De mest potenta APC &ar dendritiska celler (9).
Utefter morfologi och funktion har dendritiska celler hos manniskan delats in i tva storre
grupper, myeloida och plasmacytoida. Bada typerna av celler uttrycker toll-liknande
receptorer (TLR) som kan ké&nna igen en stor méngd patogener, bland annat virus.
Plasmacytoida dendritiska celler uttrycker tva typer av TLRs som kanner igen specifika
sekvenser hos bade RNA- och DNA-virus. Myeloida dendritiska celler fungerar framst
som APC medan plasmacytoida dendritiska celler producerar stora méngder IFN-a. som ett
svar pa infektion (9).

Produktionen av typ | IFN och inflammatoriska cytokiner av plasmacytoida dendritiska
celler &r en viktig del i sambandet mellan det medfodda och det adaptiva immunforsvaret
eftersom de direkt paverkar B-cellers svar. Den antikropps-medierade immuniteten &r
viktig for att bekdmpa och begrénsa virusinfektioner. TBEV-IgM kan oftast detekteras i
serum nar CNS-symtom yttrar sig i den meningoencefalitiska fasen. Nivaerna av IgM
borjar 6ka i likvor mellan dag noll och dag sex efter det att encefalitiska symtom yttrar sig.
Oftast ar nivaerna som hogst efter tva veckor. I de flesta fall kan IgM inte identifieras sex
till sju veckor efter infektionen. IgG-nivaerna i serum och likvor ékar gradvis. De nar sina
hogsta nivaer ca sex veckor efter det att encefalitiska symtom debuterat. De specifika
TBEV-IgG antikropparna ger oftast en livslang immunitet (9).

1.2.5 Diagnostik och behandling

Diagnosen bekraftas med hjalp av pavisandet av antikroppar i serum genom enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA). Anvanda metoder inkluderar indirekta 1gG ELISA och
IgM antikropps-capture ELISA (MAC-ELISA) (1, 4). PCR-diagnostik ar av begrénsat
varde da virus endast kan pavisas under den viremiska fasen innan CNS-symptom
debuterat (4). Vid det forsta febrila stadiet ar det vanligt att se leukopeni och
trombocytopeni, vid debuten av neurologiska symtom har manga patienter en leukocytos

(0).

Europeiska Unionen (EU) har riktlinjer kring Kliniska kriterier samt laboratoriekriterier for
fallbekraftelse av TBE. Kliniska kriterier innefattar symtom pa inflammation i CNS s& som
meningit och meningoencefalit. For fallbekraftelse krévs dven att minst ett av féljande
kriterier uppfylls, TBE-specifika IgM- och IgG-antikroppar i blod, TBE-specifika IgM-
antikroppar i likvor, serokonversion eller fyrfaldig 6kning av TBE-specifika antikroppar i
parade serumprover, pavisande av TBE-viral nukleinsyra i kliniskt prov eller isolering av
TBE-virus fran kliniskt prov (10).

Det finns ingen riktad behandling eller lakemedel mot TBE. Behandling ges for att mildra
de symptom som infektionen ger upphov till. Vaccin finns och anvands i omraden dar
incidensen av infektioner ar hog (4, 11).



1.2.6 TBE i Sverige

TBE 4r sedan 2004 en anmélningspliktig sjukdom enligt smittskyddslagen. Ar 2019
rapporterades 358 fall av TBE i Sverige. En 6kning av rapporterade fall sedan 2010 kan
ses, se tabell 1 (12).

Tabell I. Totalt antal rapporterade fall av TBE per ar i Sverige under 2010 till 2019. Data fran
Folkhalsomyndigheten (12).

Ar 2019 2018 2017 2016 2015 2014 2013 2012 2011 2010

Totalt 358 385 391 238 268 178 209 287 284 174

| region Kalmar rapporterades 5 fall av TBE ar 2019 (12).

Flest TBE-fall brukar anmaélas under augusti och september. 2018 startade sasongen tidigt
med ovanligt manga rapporterade fall redan i maj. Hogst antal rapporterade fall sags i
september (12). Varmare vintrar, tidiga varar och sena hostar ar fordelaktigt for
fastingarnas 6verlevnad. En varm sommar 6kar &ven manniskors bendgenhet att vara ute i
naturen vilket 6kar risken for fastingbett (5).

1.3 Laterala flodesanalyser

Lateral flédesanalys (LFA) ar en pappersbaserad analysmetod for detektion och
kvantifiering av analyter i komplexa blandningar. Provet placeras pa en testkassett och
resultat erhalles inom fem till tjugo minuter. Metoder baserade pa LFA ar billiga att
producera, enkla att anvanda och har en lang hallbarhet utan att behova kylforvaras (13,
14).

Metoden bygger pa att ett vétskeprov som innehaller sokt analyt forflyttar sig, med hjalp
av kapillarkraften 1angs en polymerremsa dér molekyler som kan interagera med analyten
ar fasta (13). Provet appliceras pa en absorberande testkudde som ar indrankt i buffertsalter
och surfaktanter som gor att provet kan interagera med detektionssystemet. Det
forbehandlade provet migrerar sedan genom en del av remsan som innehaller antikroppar
konjugerade med fargade eller fluorescerande partiklar. Ofta mérks antikropparna med
kolloidalt guld eller latexkulor. Analyten som nu har bundits av antikropparna vandrar till
detektionszonen som bestar av ett porést membran med immobiliserade antikroppar.
Igenkanning av antigen resulterar i en fargad linje, sa kallad testlinje. P& remsan finns dven
ett falt som ska visa om provet har migrerat pa ratt sétt, kontrollinjen. Kontrollinjen
innehaller ofta artspecifika anti-immunoglobulinantikroppar, specifika mot den antikropp
som finns i konjugatet. Eftersom provet migrerar 6ver remsan genom kapillérkraft finns i



slutet av remsan absorberande material som ska absorbera 6verblivet reagens och férhindra
att provet flodar tillbaka i fel riktning (13).

Det ar viktigt att antikropparna som anvands i analysen har bevisad affinitet och
specificitet. Monoklonala antikroppar ar att foredra da de ar lattare att producera med en
hdg specificitet for sitt antigen (13). Sensitiviteten och specificiteten hos testet &r bland
annat beroende av det membran som anvénds till falten for test- och kontrollinje.
Membranet paverkar den kapillara flodeshastigheten och darmed hur lange konjugatet
exponeras for antikropparna i test- och kontrollinjen. Nitrocellulosa anvands ofta till
membranet eftersom det forbattrar proteinimmobilisering och flodesegenskaperna (14).
Aven den partikel som antikropparna méarks med paverkar sensitivitet och specificitet och
bor uppfylla vissa krav (13, 14). Den bor vara stabil i vétska vid olika forhallanden och
temperaturer. Den bor dven ha en hog effektivitet och reproducerbarhet for att konjugera
med antikroppen och sakna icke-specifik bindningsformaga. Kolloidalt guld som ofta
anvands har en intensiv férg, krdver inget extra steg for att utveckla farg och ar stabilt i
bade vétska samt i torr form (13).

Avlasning kan ske bade visuellt eller med automatiserade metoder (13). Konventionella
LFA:s anses vara kvalitativa eller semikvantitativa. FOr en semikvantitativ metod kravs ett
system som kan utvardera signalen, sa som fargintensitet eller elektrokemisk signal (14).
En automatiserad metod for avlasning av testlinjen ar en fordel da den utesluter problemet
med tolkning av resultatet och den manskliga faktorn som kan leda till bias och
misstolkning (13, 14).

1.3.1 ReaScan® TBE IgM

ReaScan TBE IgM fran det finska foretaget Reagena ar ett snabbtest utvecklat for
detektion av TBEV-specifika IgM-antikroppar i humant serum och likvor. Metoden
baseras pa en immunokromatografisk lateral flodesanalys. Varje kit innehaller de reagens
som krévs for analysen. Provet spadds med en spadningsbuffert som sedan blandas med ett
konjugat som fungerar som en fargmarkor. Losningen med konjugat och spatt prov
appliceras sedan pa de medféljande engangskassetterna. IgM-antikroppar i provet fangas
av antihumana IgM antikroppar pa testlinjen. TBEV-specifika antikroppar detekteras med
hjélp av konjugatet som innehaller TBEV-antigen konjugerade med kolloidalt guld (15).
Figur 1 beskriver stegen i provberedning samt hur TBEV-lIgM-antikroppar fangas upp av
anti-humana IgM-antikroppar pa testlinjen.
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Figur 1. Princip for ReaScan® TBE IgM. Patientserum spads med buffert som sedan sétts till
konjugatet. Provlosningen appliceras pa testkassetten och vandrar langs membranet dar
immobiliserade antikroppar finns i tva regioner, testlinjen och kontrollinjen. Vid narvaro av TBEV-

specifika IgM-antikroppar i serum binder de antigener i konjugatet och komplexet binds sedan av
anti-humana IgM-antikroppar i testlinjen. Illustration: Isabella Augustsson.

Intensiteten pa den fargade linjen som uppstar ar proportionell mot méangden TBEV IgM-
antikroppar i provet. Lasaren mater den maximala ljusreflektionen fran membranet och
testlinjen vid en 45 gradig vinkel da kassetten matas ut. Den uppmatta intensiteten
omvandlas av ReaScan®-snabbtestldsaren till ett numeriskt varde. Det erhallna vardet
jamférs sedan mot de lotspecifika cut-off-vardena. Resultat tolkas som negativt,
gransvarde eller positivt (15, 16).

1.4 Syfte

Syftet med studien var att undersdka om snabbtestet ReaScan® TBE IgM fran Reagena
kan anvandas for att diagnostisera TBE pa laboratoriet for Klinisk Mikrobiologi pa
lanssjukhuset i Kalmar. FOr att utvardera metodens prestanda analyserades totalt 23
serumprover, 13 prover fran individer med en bekréftad TBE-diagnos samt 10 prover fran
individer utan kdnd TBEV infektion.



2 Material och metod

2.1 Kvalitetsséakring

Till testldsaren medféljde en kontrollkassett (SN 300499), se figur 2, med ett angivet
referensintervall pa 114 + 20.

Figur 2. Medfdljande kontrollkassett.
Bildkalla: Isabella Augustsson

Nér testlasaren startades efter en langre tids inaktivitet samt infor avlasning av varje
serumprov avlastes kontrollkassetten i testlasaren. Resultaten fran kontrollkassetten innan
varje serumprov antecknades, totalt utférdes 23 avlasningar.

2.2 Provmaterial

Provmaterialet i studien bestod av totalt 23 serumprover, dar provtagning utférts mellan
2017 och 2020. Atta av serumproverna erholls frén Karolinska Institutet (K1), dar IgM-
och 1gG-TBEV-specifika antikroppar tidigare konfirmerats med hjalp av en enzyme
immunoassay (EIA) metod. Fem serumprover erhélls fran Klinisk Mikrobiologi Region
Jonkdpings Lan (RJL) dar TBEV-specifika antikroppar (IgM och IgG) tidigare
konfirmerats med hjalp av en EIA-metod. Ovanstaende 13 serumprover (fran TBE-
patienter) anvandes for att bestimma metodens diagnostiska sensitivitet.

Totalt tio serumprover (fran icke TBE-patienter) ankomna till Klinisk Mikrobiologi Region
Kalmar for serologisk analys anvéndes for att berdkna metodens diagnostiska specificitet.
Fem av proverna var fran friska blodgivare (BG) och resterande fem hade tidigare
analyserats for detektion av Borrelia-antikroppar (BO). Serumprover fran blodgivare samt
de tidigare analyserade pa Borrelia indikation &r namngivna utefter alder och kon (M for
man och K for kvinna). Serumproverna som forvarats frysta i kryoror tillats anta
rumstemperatur innan analysen.



2.3 ReaScan® TBE IgM

Till analysen anvandes ReaScan® TBE IgM Kit (Oy Reagena Ltd., Toivala, Finland.
lot.nr. VI18/1) samt ReaScan® testlasare (Oy Reagena Ltd., Toivala, Finland). Varje
ReaScan® TBE IgM (Reagena) kit inneholl testkassetter, spadningbuffert (2 ml/ ror) och
konjugat for tio analyser. Analys av prover utfordes enligt instruktioner fran tillverkare av
kit och testlasare (15, 16). Serum blandades pa vortex innan 5ul dverférdes till Kitets
(Reagena) spadningsbuffert. Serumspadningen blandades pa vortex varefter 100 pL
overfordes till roret innehallande konjugat. Roret med konjugat och spéatt serum blandades
pa vortex tills konjugatet var helt 16st. 80 pL av konjugat-provlésningen éverfordes till
testkassettens provbrunn. Kassetterna kontrollerades sa att kontrollstrecket framtradde
inom tva minuter.

Efter 20 minuter avlastes kassetten i testldsaren (Reagena) och det numeriska vérdet
antecknades. Kassetten avlastes aven i testlasaren efter 22 minuter pa samma sétt.
Erhallna varden jamfordes sedan med de lotspecifika cut-off-véardena. For de kit som
anvéandes under studien var angivna cut-off-vérden enligt foljande: negativ < 15,
gransvérde 15-30 samt positiv > 30.

Samtliga resultat som erhélls fran testlasaren vid avlasning av kontrollkassetten samt
serumprover antecknades och sammanstélldes sedan i tabeller. Berdkningar utférdes med
hjélp av Excel, se bilaga A.

2.4 Etik

Serumprover erhallna fran Karolinska Institutet samt Region Jonkopings Léan var avkodade
och endast tidigare resultat for TBEV-specifika antikroppar var kant.

Prover ankomna till Klinisk Mikrobiologi var slumpvis utvalda dar hansyn enbart togs till
alder och kon, for att fa en spridning. Proverna var avkodade och endast kon och alder var
kéant.

3 Resultat

3.1 Analysresultat

3.1.1 Kvalitetssakring
Resultat fran avlasning av kontrollkassetten presenteras i tabell 11. Vid samtliga
avlasningar var erhallet varde inom det angivna referensintervallet (114+20).



Tabell I1. Resultat fran avlasning av
kontrollkassetten infor avlasning av
varje serumprov. Av tillverkaren
angivet referensintervall: 114+20.

KONTROLL RESULTAT
1126
2129
3128
41129
51128
6
7
8
9

130
128
128
130
10 | 129
11| 129
12 | 128
13 | 128
14 | 128
15 | 127
16 | 129
17 | 128
18 | 128
19 | 129
20 | 130
21 | 129
22 | 129
23 | 130

3.1.2 Serumprover

Resultat fran analys av serumprover dar TBEV-antikroppar tidigare pavisats presenteras i
tabell I11. Analysen av samtliga prover dar TBEV-specifika IgM-antikroppar tidigare
pavisats gav varden som lag éver angiven cut-off grans (> 30) for positiva prover. Lagsta
vardet som erhdlls var 75 och hdgsta 415 vid avlasning efter 20 minuter.

Vid den andra avlasningen av testkassetten (efter 22 minuter) noterades ett hogre varde for
alla positiva prover.



Tabell 111. Resultat fran serumprover dar TBEV-antikroppar
tidigare pavisats (TBE-patienter). Samtliga prover erhéll resultat
over 30, vilket var den angivna gransen for ett positivt resultat.
Resultat efter avlasning vid 20 respektive 22 minuter.

TBE PATIENTER

PROV | 20 min 22 min
K13603 304 320
K13069 194 213
K13367 190 209
K18793 372 397
K17601 93 102
K19379 75 82
Kl14451 198 219
K16263 399 420
RJL1 428 453
RJL2 319 336
RJL3 306 328
RJL4 415 441
RJL5 105 115

Resultat fran analys av mikrobiologiska serumprover (tagna pa borreliosindikation samt
blodgivarserum) presenteras i tabell V. Samtliga prover fran icke-TBE patienter erholl
varden under angiven cut-off grans for ett negativt resultat. Aven for de negativa proverna
sags en forandring i det erhallna numeriska vardet efter 22 minuter jamfort med 20
minuter. Dock med variation gallande om vérdet dkade eller minskade.

Tabell 1V. Resultat fran serumprover for analys av
Borrelia-antikroppar samt blodgivarserum (icke TBE-
patienter). Samtliga prover erhéll resultat under 15 vid
avlasning efter 20 minuter.

* Prov BO-K10 avlastes ej efter 22 minuter.

ICKE-TBE PATIENTER

PROV 20 min 22 min
BO-M46 14 15
BO-K10 4 -*
BO-M44 1 1
BO-K68 0 0
BO-K57 0 1
BG-K52 1 0
BG-K73 2 0
BG-M63 0 0
BG-M84 0 1
BG-M94 0 0
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3.2 Statistik

3.2.1 Kvalitetssakring

Samtliga lasningar av kontrollkassetten gav resultat inom referensintervallet pa 114 + 20
som angavs pa kassetten. Som lagst erhdlls ett varde pa 126 och som hogst 130,

medelvardet for samtliga resultat var 129 och standardavvikelsen berdknades till 0,97. Vid
berdkning av instrumentets (testlasarens) matosékerhet (CV %) erholls ett varde pa 0,75 %.
Se bilaga A for berékningar.

3.2.2  Serumprover

Varije kassett lastes en andra gang, 22 minuter efter det att provet applicerats pa
testkassetten. For prover dar TBEV-specifika antikroppar pavisats sedan tidigare gav den
andra avlasningen ett hogre numeriskt varde i samtliga fall, se tabell V. Den procentuella
skillnaden mellan avlasningen vid 20 minuter och 22 minuter var mellan 5,26-10,61 %.

Tabell V. Redovisning av skillnad i resultat vid avlasning
efter 20 minuter och 22 minuter samt beréknad procentuell

skillnad.
TBE-PATIENTER
PROV | 20 min 22 min skillnad skillnad (%0)
K13603 304 320 16 5,26
K13069 194 213 19 9,79
K13367 190 209 19 10,00
K18793 372 397 25 6,72
KI17601 93 102 9 9,68
K19379 75 82 7 9,33
Kl14451 198 219 21 10,61
K16263 399 420 21 5,26
RJL1 428 453 25 5,84
RJL2 319 336 17 5,33
RJL3 306 328 22 7,19
RJL4 415 441 26 6,27
RJL5 105 115 10 9,52

Vid avlasning av kassetter efter 22 minuter for prover fran icke-TBE patienter sags en
skillnad for fem av nio serumprover jamfort med avlasning efter 20 minuter, se tabell VI.
For tre av proverna sags en 6kning av vardet efter 22 minuter jamfort med det initiala
vardet da kassetten avlastes efter 20 minuter. For tva prover sags en minskning av vardet
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och for fyra prover sag ingen skillnad vid avlasning efter 22 minuter jamfort med efter 20
minuter.

Tabell V1. Redovisning av skillnad i resultat vid

avlasning efter 20 minuter och 22 minuter for

serumprover fran icke-TBE-patienter.
ICKE-TBE-PATIENTER

PROV 20 min 22 min skillnad
BO-M46 14 15 1
BO-M44 1 1 0
BO-K68 0 0 0
BO-K57 0 1 1
BG-K52 1 0 -1
BG-K73 2 0 -2
BG-M63 0 0 0
BG-M84 0 1 1
BG-M9%4 0 0 0

3.2.3 Prestandaundersokning

Vid en jamforelse av ReaScan® TBE IgM (Reagena) med referensmetoder erhdlls en
diagnostisk sensitivitet pa 100 %. Berdkning av den diagnostiska specificiteten utifran tio
serumprover fran icke-TBE patienter gav en specificitet pa 100 %. Metodens positiva samt
negativa prediktiva varde beréknades till 100% respektive 100 % (tabell VI1). Se bilaga A
for berakningar.

Tabell VII. Sensitivitet och specificitet for Reagena ReaScan TBE IgM
(n = 23 serumprover).

ReaScan® resultat
TBE negativ TBE grénsvarde TBE positiv totalt

Typ av serumprov

TBE patient 0 | 0 | 13 | 13
Icke-TBE patient 10 | 0 | 0 10
Diagnostisk sensitivitet 100 %
Diagnostisk specificitet 100 %
Positivt prediktivt varde 100 %

Negativt prediktivt varde 100 %
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4 Diskussion

Syftet med studien var att undersoka om ReaScan® TBE IgM kan anvéndas for att
diagnostisera TBE pa laboratoriet for Klinisk Mikrobiologi i Kalmar.

Samtliga resultat fran kontrollkassetten var inom angivet referensintervall, resultat fran
analys av serumprover kan darfor anses riktiga. Fem av kontrollproverna som analyserades
hade inkommit pa borreliosindikation, vilket medfor en hdg sannolikhet for att patienterna
tidigare exponerats for fastingbett. Inget av proven gav varden 6éver cut-off grdnsen for
positivt resultat.

Tillverkaren av kit (Reagena) har angett att kassetten bor avlasas i testlasaren 20 minuter
efter det att prov har applicerats och att intervallet for avlasning ar 19-21 minuter.
Avlasning utanfor denna tidsram kan ge felaktiga resultat (15). Vid avlasning av
testkassetter 22 minuter efter applicering av prov, det vill séga en minut senare an
tillverkarens angivna tidsram, 6kade det numeriska vérdet for samtliga positiva prov. For
hogre varden kommer det inte att paverka resultatet eftersom metoden ar semikvantitativ
och svar till bestallare kommer ga ut som negativ, positiv eller gransvarde. For lagre
varden néra gransvérdet och grénsen for ett positivt prov kan detta dock resultera i falskt
positiva prov. For ett prov (BO-M46) blev resultat vid avlasning efter 20 minuter 14, vilket
enligt angivna cut-off-varden ar negativt. Efter 22 minuter erhélls ett hdgre vérde, 15,
vilket hade tolkats som ett gransvarde dar omprovtagning troligen hade rekommenderats.
Detta belyser vikten av att testkassetterna avlases vid ratt tidpunkt for att korrekta resultat
ska erhallas.

Vid berakning av den diagnostiska sensitiviteten samt specificiteteten erholls resultat pa
100 % for bada parametrar. Eftersom undersokningsmaterialet ar litet (23 serumprover) har
vardena en nagot begransad tillforlitlighet. Det bor ocksa tillaggas att de prover som
anvandes som negativa kontroller (icke-TBE-patienter) inte har konfirmerats negativa med
en annan metod. Enligt tillverkare av kitet (Reagena) har metoden visat en sensitivitet pa
97,59 % (95 % CI 91,57 — 99,71 %) och en specificitet pa 100 % ( 95 % CI 95,14 — 100 %)
(15). Studiens resultat fran prestandaundersokning ar jamforbara med de av tillverkaren
angivna.

| en studie dmnad att utvardera Reagenas ReaScan ® TBE IgM snabbtest genomford under
2016 till 2017 pa 172 serumprover fran tidigare diagnosticerade TBE-patienter sags en
sensitivitet pa 99,4 %. Studien undersokte dven 141 serumprover som konfirmerats
negativa, viket gav en specificitet pa 97,9 % (17). Aven jamfort med ovan niamnda studie
ar resultaten fran prestandaundersokningen likartade.

Ett av de storsta problemen géllande serologiska tester vid diagnostik av TBE &r

korsreaktivitet med andra flavivirus, som beror pa den hoga forekomsten av korsreaktiva
epitoper (15, 17). | en studie som syftade till att utvérdera fem olika kommersiellt
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tillgangliga ELISA-kit for detektion av TBEV-specifika IgG- och IgM-antikroppar
undersoktes Kitens sensitivitet samt specificitet. Studien utfordes pa 18 serum- eller
plasmaprover fran diagnosticerade TBE-patienter samt 42 serum fran patienter med andra
flavivirusinfektioner (ex. denguevirus (DENV), japanskt encefalitvirus (JEV) och zikavirus
(ZIKV)) eller individer vaccinerade mot andra flavivirus ex. JEV och gula febern-virus.
For IgM-detektion visade de olika ELISA-kiten en sensitivitet pa 94 - 100 %.
Specificiteten 1agt pa 60 - 100 % for detektion av TBEV-specifika IgM-antikroppar i
serum (18). ReaScan® TBE IgM har i en studie pa totalt 82 serumprover fran individer
med infektioner av andra flavivirus (DENV, JEV, West Nile-virus och ZIKV) och
individer vaccinerade mot Chikungunyavirus samt JEV och gula febern-virus visat en
specificitet pa 98,8 % (17). Korsreaktivitet mellan andra flavivirus paverkar alltsa inte
ReaScan® TBE IgM mer &n de kommersiellt anvanda ELISA-kit som anvénds for
pavisande av TBEV-specifika antikroppar. Det skall dock ndmnas att en forskargrupp som
medverkat i studien har mottagit ekonomisk erséttning (Royalties) fran Reagena, vilket
namns i artikeln (17).

Fordelarna med snabbtest som bygger pa LFA-tekniken ar att de &r billiga, enkla att
anvanda och har en lang hallbarhet aven utan kylforvaring. For Reagenas ReaScan® TBE
IgM behovs forutom de reagens som ingar i kitet automatpipetter som kan ta mellan 5-100
uL. Tillverkaren har inte angett att tillgang till vortex ar ett krav, det gar att blanda
I6sningar for hand. Under studien anvéndes vortex for att blanda alla prover och
provlosningar. Aven da konjugat och provspadning blandades pa vortex upplevdes det
svarlosligt. Vid kontroll av prov- och konjugatldsningen innan applicering pa testkassetten
sags ibland en liten mangd olost konjugat i botten av roret, vilket 16ste sig da det blandades
pa vortex i ytterligare nagra sekunder.

Metoden bygger pa engangsanvandning, det minimerar avsevart risken for kontamination
fran tidigare prover (19). Forutsatt att pipettspetsar byts mellan varje provapplicering borde
risken for kontamination av andra prover vara mycket lag.

Inget material ska ateranvandas och for varje analys finns en testkassett, ett ror med
spadningsbuffert samt ett ror med konjugat. Utifran ett patientsakerhetsperspektiv &r
anvandning av engangsmaterial fordelaktigt och ofta nédvandigt. Nackdelen ar att mycket
plast da tillverkas och slangs. Aven om mycket kan atervinnas kan inte det material som
varit i kontakt med patientprover lamnas for atervinning. For den har metoden betyder det
att testkassett, ror for bade spadningsbuffert och konjugat samt pipettspetsar maste slangas
i behallare for biologiskt avfall.

En nackdel med vissa analysmetoder som bygger pa LFA-tekniken ar avlasningen av
resultat. Da resultatet ska avlasas visuellt foreligger en stor risk for bias da avlasningen blir
subjektiv och beroende av erfarenhet och uppfattning. Anvéndning av en testlésare
paverkar troligen bade metodens sensitivitet och specificitet eftersom man frangar en
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subjektiv tolkning av testlinjens intensitet (17, 19).

Nagot som noterades under studien var avsaknaden av utskrift eller lagring av resultat. Det
numeriska vardet som erhalles visas pa testlasarens skarm men lagras inte i instrumentet
och det finns ingen majlighet att fa resultatet utskrivet. Resultat fran analysen maste darfor
antecknas manuellt. Eftersom resultatet, det numeriska vardet, sags ¢ka vid en andra
avlasning av testkassetten i testldsaren &r det viktigt att resultat antecknas. Det ar olampligt
att lasa kassetten utanfor den tidsram som anges av tillverkaren (19-21 minuter) eftersom
det ger felaktiga varden. Bristen pa resultatlagring medfor att om resultat av nagon
anledning inte antecknas maste analysen géras om med en ny testkassett och nya reagens.

Provupparbetning och applicering av prov pa testkassetten ar snabb och enkel. Det ar latt
och tidseffektivt att utfora for enstaka prover. Metoden ar mycket fordelaktig utifran ett
perspektiv da bara ett prov analyseras at gangen. Prover behéver inte samlas for att
effektivisera eller ur en ekonomisk synvinkel. Det medfor att svarstiden kan forkortas och
analyser kan utféras samma dag som ett prov inkommer till laboratoriet. Metoden ar inte
sérskilt lamplig for en stérre méngd analyser, viket den inte heller &r utvecklad for.

Pavisande av TBEV-specifika IgM-antikroppar i ett serumprov ér inte, enligt EU:s
riktlinjer, tillréckligt for att faststalla en TBE-diagnos (10). Reagena ReaScan® TBE IgM
ar darfor mest anvandbar som en forsta screeningmetod. Serumprover med pavisade
TBEV-specifika antikroppar med ReaScan® boér analyseras &ven med andra metoder.
Sjalvklart bor dven den kliniska bilden vagas in och en TBE-diagnos inte helt uteslutas for
att analysen ger ett negativt resultat.

Priset for ett ReaScan® TBE IgM kit uppgar till 6906 kronor, oftast ges dock rabatt pa
priset, sa pris per analys uppskattas till ca 500 kronor. Testlasarens listpris ar 13 000
kronor, hur mycket denna avgift okar analyspriset ar dock svart att uppskatta. Den
sammanlagda summan beror pa hur lange testlasaren haller och darmed hur manga
analyser som kommer att utforas innan en ny testlasare kops in.

Forra aret (2019) skickade Region Kalmar 115 prover for serologisk TBE-diagnostik till
Karolinska Universitetssjukhuset. De debiterar 558 kronor per analys. Inréknat arbetskraft,
pris for testlasaren och det engangsmaterial som inte medfdljer kitet blir den sammanlagda
kostnaden for analys med ReaScan® TBE IgM troligen inte billigare &n vad analyserna
kostar regionen i dagslaget. Dock kan svarstiderna for prover forkortas avsevart. Det ar en
stor fordel da TBE antingen kan uteslutas tidigare eller preliminarsvaras som positiv i
vantan pa konfirmation med en annan metod.
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4.1 Slutsats

Reagenas ReaScan® &r en enkel metod som ger ett snabbt svar. Den lampar sig darfor bra
for laboratorier som saknar andra metoder for diagnostik av TBE.

Aven pa storre primarvardslaboratorier skulle metoden kunna vara anvandbar da det
forutom Kkitet bara kravs automatpipetter och en vortex. Da den inte uppfyller EU:s krav for
faststallande av en TBE-diagnos krdvs for positiva resultat att provet exempelvis
analyseras med en metod som &ven kan pavisa TBEV-lgG-antikroppar. En stor férdel med
metoden ar mojligheten att analysera prov I6pande nér de inkommer till laboratoriet, vilket
kan forkorta svarstiden. Metodens prestanda anses vara tillrackligt god for att den skall
kunna anvandas som en screening-metod for TBEV-IgM-antikroppar pa laboratoriet for
Klinisk Mikrobiologi i Kalmar.
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Bilaga A

BERAKNINGAR

Instrumentets matosakerhet

V%) = > = 09703 100 = 0,75468 ~ 0,75%
%= %7 12857 - R

Procentuell skillnad, matning vid 20 minuter jamfort med 22 minuter

(varde vid 22 minuter — varde vid 20 minuter)

x 100
varde vid 20 minuter

Skillnad (%) =

Prestandaundersokning

Diagnostisk sensitivitet

antal sant positiva 13
— —Xx 100 = —=100%
antal sant positiva + antal falskt negativa 13

Se (%) =

Diagnostisk specificitet

antal sant negativa 10
- ——x 100 =—=100%
antal sant negativa + antal falskt positiva 10

Sp (%) =

Positivt prediktivt varde

antal sant positiva 13
PPV = — ——Xx 100 = —=100%
antal sant positiva + antal falskt positiva 13

Negativt prediktivt varde

antal sant negativa 10
NPV = - — X100 =—=100%
antal sant negativa + antal falskt negativa 10
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