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Borna-virus on Mononegavirales-lahkon Bornaviridae-heimoon kuuluva RNA-virus, joka
aiheuttaa Bornan tautia. Bornan tauti on etenevd, usein kuolemaan johtava aivotulehdus. Tautiin
on perinteisesti sairastunut hevosia ja lampaita maantieteellisesti rajoittuneella endeemiselld
alueella Keski-Euroopassa. Nykytiedon mukaan Borna-viruksen iséntaelédinkirjo kasittdd muitakin
eldinlajeja, kuten lintuja, tautitapauksia todetaan eri puolilta maailmaa, ja viruksen on esitetty
olevan osallisena my0ds ihmisten psykiatrisissa sairauksissa eli mahdollisesti zoonoottinen.
Suomessa Borna-virusspesifisia vasta-aineita on loydetty ihmiseltd, hevoselta, kissalta, koiralta ja
villijyrsijoilta. Kokeellisesti Borna-viruksella on saatu infektoitua lukuisia koe-eldimia erilaisista
jyrsijoista lintuihin ja kadellisiin.

Borna-viruksen epidemiologiaa ei tunneta tdysin. Avoimia kysymyksid ovat viruksen
maailmanlaajuinen levinneisyys, iséntélajikirjo, levidmistapa ja mahdollisen reservoaarin
olemassaolo. Reservoaarin olemassaoloa epdillaan, koska Bornan taudin ei ole todettu levidvén
helposti eldinyksilostd toiseen, ja viruskantojen perimét ryhmittyvat sekvenssianalyyseissa
maantieteellisesti eivatka eldinlajin tai eristysvuoden mukaan. Villeja pikkunisakkéitd pidetaan
todennékdisimpind reservoaarilajeina, mitd tukevat vastikddn havaitut Borna-virusinfektiot
sveitsilaisissa paadstéisissa ja suomalaisissa metsé- ja lapinmyyrissa.

Metsamyyrd on Suomen yleisimpiin kuuluva nisdk&s. Se kantaa ja levittdd tauteja, myos
viruszoonooseja. Myyrista l6ydetyt Borna-virusvasta-aineet herattivat kysymyksen metsamyyran
roolista mahdollisena Borna-viruksen reservoaarina. Tamén tutkimuksen tarkoituksena oli
selvittdd 1) saadaanko metsdmyyrid infektoitua kokeellisesti, ja jos saadaan, 2) mill4
infektioannoksella, ja 3) aiheuttaako infektio oireita ja/tai havaittavia vasta-aineita.

Kokeeseen otettiin 15 paritettua metsamyyrdd, jotka saivat yhteensd 52 poikasta. Poikaset
infektoitiin aivoihin vuorokauden sisalld syntymastd kayttden Borna-viruskannan He/80 4.
rottapasaasista tehtyja viruslaimennoksia 107, 10° ja 10* ffu. Myyranpoikaset lopetettiin ja elimet
preparoitiin kahden, neljan, kuuden tai kahdeksan viikon kuluttua infektiosta. Aivonaytteista
etsittiin - Borna-viruksen  N-proteiinin  geenid  k&&nteistranskriptio-PCR-menetelmallda  ja
verindytteistd Borna-virusspesifisia 1gG-vasta-aineita immunofluoresenssimenetelmalla.

Infektoiduista myyranpoikasista 24 prosenttia (10/42) oireili poikkeavasti verrattuna
kontrollipoikasiin  (n=9). L&hes kaikkien (40/42) infektoitujen myyranpoikasten, muttei
yhdenkdan verrokkimyyrén, aivonéytteistd monistui Borna-viruksen N-geenid. Ensimmadiset
positiiviset vasta-ainetulokset saatiin nelja viikkoa infektion jalkeen (p.i.), jolloin virusmaarélla
10° ffu havaittiin vasta-aineita 2/3 ryhman myyrista ja virusmaaralla 10° ffu infektoiduista 1/5
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myyristd. Kuusi viikkoa p.i. kaikki 10° ffu virusmaaralla infektoidut myyrat olivat vasta-
ainepositiivisia, kun taas suurimmalla virusmaaralla 10* ffu infektoiduista poikasista havaittiin
vasta-aineita vain puolella. Kaiken kaikkiaan vain 39 prosentilla infektoiduista poikasista
havaittiin vasta-aineita veressa.

Tutkimustulokset osoittavat, ettd myyrét infektoituvat Borna-viruksella, padasiassa ilman oireita.
Vaikka tulokset ovat vasta alustavia, ne tukevat metsamyyrdn mahdollista asemaa
reservoaarieldinlajina, ja antavat suuntaa luonnonjyrsijoistd saatujen vasta-aineldydosten
tulkintaan.
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1 JOHDANTO JA TAVOITTEET

Borna-virus (Borna disease virus, BDV) aiheuttaa Bornan tautia eli etenevad, usein
kuolemaan johtavaa, aivotulehdusta ainakin hevosilla ja lampailla (Staeheli ym. 2000).
Virus infektoi my6s lukuisia muita eldinlajeja ja ihmisid. IThmisinfektioita on yhdistetty
neuropsykiatrisiin sairauksiin, mutta syy-seuraussuhde on epéselva. Borna-virus on siis
mahdollisesti zoonoottinen. Kokeellisesti Borna-viruksella on saatu infektoitua laajasti
erilaisia koe-eldimia jyrsijoista lintuihin ja kadellisiin. Vastik&an, tdman tutkimuksen jo
valmistuttua, on julkaistu perusteellisesti todistettuja havaintoja uudesta Borna-
virussuvusta papukaijalinnuilla (Kistler ym. 2008) ja havaintoja endogeenisesta Borna-
virusspesifisesta genomin eli perimén alueesta integroituneena eri nisakkaiden genomiin
(Horie & Honda ym. 2010).

Viruksen epidemiologiaa ei vield tunneta tarkoin. Koska Borna-virus ei vaikuta
tarttuvan kovin herkasti eldinyksilosta toiseen, ja koska viruskannat ryhmittyvéat
sekvenssianalyyseissd maantieteellisesti eivéatka eldinlajin mukaan, on epdilty, ettd
Borna-viruksella olisi luonnossa reservoaari eli sdilymo, josta tartunta levidisi tietyll&
alueella useampaankin lajiin (Durrwald ym. 2006). Borna-virusinfektioita on vastikaan
havaittu kenttasupiaisissa (Hilbe ym. 2006; Puorger ym. 2010) sek& villijyrsijoissa
(Kinnunen ym. 2007). Villeja pikkunisakkaitd pidetddnkin todenndkdisimping
reservoaarilajeina. Suomessa Vviitteitd Borna-virusinfektioista on l6ydetty ihmiselt,
hevoselta, kissalta, koiralta ja myo6s villijyrsijoiltd (Kinnunen ym. 2007). Vasta-
ainepositiiviset jyrsijat olivat lapinmyyréd (Microtus oeconomus) ja kaksi metsamyyraa

(Myodes glareolus).

Taman tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd yhden Suomen yleisimmén nisakkaan,
metsamyyran, osuutta Borna-viruksen mahdollisena reservoaarieldinlajina pohjaksi
mahdollisia laajempia tutkimuksia varten. Tarkoituksena oli selvittdd, saadaanko
metsamyyra infektoitumaan kokeellisesti Borna-viruksella, ja jos saadaan, milla
virusannoksella. Lisaksi tavoitteena oli selvittdd, aiheuttaako mahdollinen infektio
selvia oireita metsamyyrilld. Menetelmind ké&ytettiin havainnoinnin lisaksi epasuoraa
immunofluoresenssimenetelméa (IFA) vasta-aineiden osoittamiseksi ja
ké&anteiskopiointi-polymeraasiketjureaktiomenetelmaa (RT-PCR) virus-RNA:n

osoittamiseksi.



2 JYRSIJATAUSTAA

2.1 Metsdmyyra

Metsamyyrda (Myodes glareolus) on metsépddstéisen ja peltomyyrdn kanssa
runsaslukuisimpia  nisdkkditd Suomessa. Kantavaihteluista riippuen se on
runsaimmillaan Suomen yleisin nisakés (Katajisto 2008). Pytredkorvainen metsamyyré
on selkdpuolelta punaruskea tai harmahtavan ruskea ja vatsapuolelta vaalean- tai
kellanharmaa (Katajisto 2008, Jensen 1994). Kooltaan metsamyyrd on pieni; ruumiin
pituus on 60 — 125 millimetri4, hantd noin puolet ruumiin pituudesta ja paino 8 — 40
grammaa. Metsdmyyrén elinikd luonnossa on yleensd alle vuosi, korkeintaan kaksi
vuotta. Lajia tavataan ldhes koko Euroopan alueella (kuva 1). Levinneisyysalue
Suomessa kattaa ldhes koko maan, lukuun ottamatta ulkosaariston luotoja ja kuusirajan

pohjoispuolista Lappia.

¢
\)
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Kuva 1. Metsdmyyrén levinneisyysalue (Amori ym. 2008)
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Nimensd mukaisesti metsamyyran elinymparistod ovat erilaiset metsaalueet, erityisesti
kosteat seka- ja havumetsat, mutta my0s hakkuuaukeat, niityt ja pellonreunamat
kelpaavat niiden asuinalueiksi (Katajisto 2008, Jensen 1994). Talviaikaan metsamyyrat
voivat tunkeutua myods rakennuksiin ja kellareihin 1ammon, kuivuuden ja ravinnon
perdssd. Ravintonaan metsamyyré kayttaa erilaisia heinid, versoja, siemenié ja marjoja
sekd myos sienid, selkdrangattomia eldimid ja linnunmunia. Metsamyyréat ovat hyvia
kiipeilemdan, joten ne pdadsevat syoméadn myos esimerkiksi naavaa tai havupuiden
taimien latvakasvuja ja -silmuja sek& varastoimaan ruokiaan puihin. Metsdmyyré ei ole

erityisen arka, ja sen voi nghda liikkkuvan myos paivésaikaan.

Metsdmyyrakannat vaihtelevat Fennoskandian alueella kolmen - neljan vuoden
jaksoissa eli sykleissd, jolloin kannan suuruus voi vaihdella monisatakertaisesti vuosien
valilld (Hansson & Henttonen 1985). Kannanvaihtelut ovat voimakkaampia pohjoisilla
levinneisyysalueilla. Erilaisia petoeldimia (muun muassa lumikoita, karppia ja p6ll6ja)
pidetd&n suurimpana syyna myyrien kannanvaihteluihin (Kaikusalo & Henttonen 1995).
Myyrétiheyteen vaikuttavat myds ravinnon madran ja laadun vaihtelu seka erilaiset
taudit.

Metsdmyyran lisdantymiskausi Suomessa kestéa keskimadrin toukokuusta syyskuuhun,
mutta vaihtelee s&&olosuhteista riippuen (Koivula ym. 2003). Kantoaika on 18
vuorokautta ja poikasia syntyy kahdesta kymmeneen. Kesén aikana voi syntyd kolmesta
neljadn poikuetta (Katajisto 2008, Jensen 1994). Metsdmyyrdnaaraat tulevat
sukukypsiksi runsaan kuukauden i&ssé ja urokset runsaan kahden kuukauden idssg, joten
kevéalla ja alkukesalla syntyneet poikaset ehtivat yleensa lisdantyé jo syntymékesanaan.
Loppukesén poikaset muodostavatkin suurimman 0san talvehtivasta

metsamyyrakannasta.

2.2 Villijyrsijat viruszoonoosien levittdjind

Villijyrsijat kantavat ja levittavat lukuisia zoonoottisia eli eldinten ja ihmisten valill4
tarttuvia taudinaiheuttajia ympari maailmaa (Syrjanen ym. 2005). Tauti voi tarttua
jyrsijasta ihmiseen suorassa kontaktissa eldimen tai eritteiden kautta, kontaminoituneen
ruuan tai juoman kautta tai toisen eldimen valitykselld.  Zoonoottisia, jyrsijoita

infektoivia viruksia loytyy ainakin arena-, hanta-, pox- ja flavivirusten joukosta.
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Suomen jyrsijdt, muun muassa metsamyyrét, kantavat ja levittdvat ainakin hanta-
viruksiin kuuluvaa Puumala-virusta (Brummer-Korvenkontio ym. 1980), joka aiheuttaa
myyréakuumeen, orthopox-viruksiin kuuluvaa lehmérokkovirusta ja flaviviruksiin
kuuluvaa puutiaisten vélitykselld leviavédd TBE-virusta (Tick-borne encephalitis virus),
joka aiheuttaa puutiaisaivokuumeen (Syrjanen ym. 2005). Arena-viruksiin kuuluvan
lymfosyyttisen koriomeningiittiviruksen péaisantand toimii muun muassa kotihiiri (Mus
Musculus). Suomessa tosin ei ole todettu varmistettuja tautitapauksia (Kallio-Kokko
2010). Suomalaisilta villijyrsijoiltd on 10ydetty spesifisia Borna-viruksen vasta-aineita,

mutta jyrsijoiden merkitysta taudin levidmisessé ei tunneta (Kinnunen ym. 2007).

3 BORNA-VIRUS

Borna-viruksen molekyylibiologiset ominaisuudet, neurotropismi eli
hermosoluhakuisuus, patogeneesi ja erityisesti kyky aiheuttaa eldimille kdytosmuutoksia

tekevat siitd ainutlaatuisen taudinaiheuttajan.

Borna-virus on vaipallinen RNA-virus, joka kuuluu Mononegavirales-lahkoon (Cubitt
ym 1994a; ICTV 2010). Biologia ja geneettiset ominaisuudet erottavat sen muista
lahkon viruksista omaksi Bornaviridae-heimokseen Viruksen genomi eli perimd
koostuu yksijuosteisesta, negatiivisdikeisestd, segmentoitumattomasta RNA:sta ja on
kooltaan 8,9 kiloeméstd (Carbone ym. 1991a; Briese ym. 1992; Cubitt & de la Torre
1994). Klassisen Borna-viruksen (BDV) lisdksi heimoon kuuluu hiljattain linnuista
I6ydetty avibornavirus (Avian Borna virus, ABV) (Kistler ym. 2008).

Muista eldimille tautia aiheuttavista segmentoitumattomista negatiiviséikeisistda RNA-
viruksista (NNS-RNA-virus) poiketen Borna-viruksen replikaatio eli genomin
kahdentuminen ja transkriptio eli lahetti-RNA:n  muodostuminen tapahtuvat
infektoituneen solun tumassa (Briese ym. 1992). Borna-viruksen genomin rakenne
poikkeaa muista NNS-RNA-viruksista geenien aloitus- ja lopetussignaalien seka geenien
valisten alueiden osalta (Schneemann ym. 1994). Borna-viruksen genomissa avoimet
lukukehykset (ORF), transkriptioyksikot ja transkriptiosignaalit ovat osittain
paallekkéisid. Genomia hyddynnetddn tehokkaasti lisaksi silmukoimalla l&hetti-RNA:sta

introneita transkription jalkeen (Schneider ym. 1994b; Cubitt ym. 1994b; Tomonaga ym.
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2000). Klassisen Borna-viruksen genomin emaésjarjestys on séilynyt huomattavan
samankaltaisena vuodesta toiseen, riippumatta eldinlajista, josta virusta eristetddn tai

RNA:ta monistetaan ja sekvensoidaan (Pleschka ym. 2001; Sauder ym. 2002).

3.1 Genomi ja proteiinit

Borna-viruksen genomi on jarjestaytynyt kolmeen transkriptioyksikkdon (I-111), joita
rajaa kolme transkription aloitussignaalialuetta ja neljd lopetussignaalialuetta
(Schneemann ym. 1994). Geenien raja-alueiden rakenteet ovat epéatyypillisia verrattuna
muihin Mononegavirales-lahkon viruksiin, silla transkriptioyksikot ja signaalialueet
ovat osittain padllekkdin, ja lopetussignaalialueita voidaan ohittaa lapiluvulla
(Schneemann ym. 1995). Geenit ovat kuitenkin lahkon viruksille tyypillisessa
jarjestyksessd, ja ainakin kuudella avoimella Ilukukehykselld (ORF) koodataan
vahintdan kuutta virusproteiinia (Briese ym. 1994; Schneemann ym. 1994; Walker ym.
2000).

Ensimmainen transkriptioyksikkd (1) koodaa aminohappoja, joista muodostuu viruksen
nukleoproteiinia (N) (Cubitt ym. 1994a; Briese ym. 1994). Nukleoproteiinilla on kaksi
isomeerimuotoa (p38 ja p40), joiden merkitystd in vivo ei tunneta (Lipkin & Briese
2007). Toinen transkriptioyksikko (1) koostuu péallekkéisista avoimista lukukehyksista,
jotka koodaavat X- (p10) ja P- (fosfoproteiini, p23) proteiineja (Cubitt ym. 1994a; Briese
ym. 1994; Wehner ym. 1997). Kolmannesta yksikosta (111) voidaan tarpeen mukaan
leikata pois introneita (Schneider ym. 1994b; Cubitt ym. 1994b; Tomonaga ym. 2000), ja
siitd koodataan matriksiproteiini (M, p16), tyypin | solukalvon glykoproteiini (G, p57,
gp94) ja RNA-riippuvainen RNA-polymeraasi (L, p190) (Schneemann ym. 1994; Walker
ym. 2000). Ensimmadisen ja toisen transkriptioyksikén kopioita esiintyy yhta paljon
infektoituneissa soluissa ja kudoksissa, kun taas kolmannen ryhméan kopioita ilmentyy

vahemman (Walker ym. 2000; Briese ym. 1994).

Borna-viruksen, kuten muidenkin negatiivijuosteisten RNA-virusten, aktiivinen
transkriptio- ja replikaatiokompleksi on ribonukleoproteiinikompleksi (RNP-kompleksi)
(Neumann ym. 2002). RNP-kompleksi muodostuu RNA-riippuvaisesta RNA-
polymeraasista (L), polymeraasientsyymin toiminnalle valttdmattomastd, kofaktorina

toimivasta fosfoproteiinista (P), ja nukleokapsidista, jossa RNA-genomia suojaa
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nukleoproteiini  (N). RNP-kompleksi on viruksen pienin infektiivinen yksikko.
Nukleoproteiinilla  on tdrked rooli sekd RNP-kompleksien tumansiséisessa
kohdentamisessa ettd tumasta solulimaan tapahtuvassa viennissa (Kobayashi ym. 2001).
Matriksiproteiini (M) osallistuu viruksen kokoamiseen (Chase ym. 2007). Sitd on
havaittu seka infektoituneen solun sytoplasmassa ettd tumassa. Ilmeisesti Borna-viruksen
M-proteiini sitoutuu fosfoproteiiniin ja liittyy siten RNP-kompleksiin, mutta ei est4
transkriptiota toisin kuin muilla yksijuosteisilla RNA-viruksilla. Glykoproteiini (G,
vaippaproteiini) osallistuu viruksen Kiinnittymiseen ja soluun tunkeutumiseen (Tomonaga
ym. 2002). Glykoproteiini on vélttdamaton myds hermosolusta toiseen levidmisessa
(Bajramovic ym.2003). X-proteiini on pienin Borna-viruksen koodaama proteiini, joka
estéda viruksen RNA-synteesid polymeraasiaktiivisuuden negatiivisena saatelijana (Perez
ym. 2003; Schneider ym. 2003; Poenisch ym. 2004; Schwardt ym. 2005; Yanai ym.
2006).

3.2 Borna-viruksen lisdantyminen

Borna-virus on in vivo erittain neurotrooppinen (Hirano ym. 1983; Narayan ym. 1983a).
Se pdaasee kohdesolun sis&an reseptorivélitteiselld, pH-riippuvaisella endosytoosilla, G-
glykoproteiininsa avulla  (Gonzalez-Dunia ym. 1997a,b). Viruksen vaipan
fuusioituminen aiheutuu endosomin happaman ympdriston vaikutuksesta (Gonzalez-
Dunia ym. 1998). Vapautuneet RNP-segmentit kuljetetaan tumakohdennussignaalien
mukaisesti isdntasolun tumaan (Cubitt & de la Torre 1994; Kobayashi ym. 2001).

Viruksen RNA ei itsessaan ole infektiivinen (Cubitt & de la Torre 1994; Cros & Palese
2003). Infektioon tarvitaan koko RNP-kompleksi ja  siihen  siséltyva
polymeraasiaktiivisuus ~ sekd geneettinen informaatio, joka ohjaa Borna-
virusmakromolekyylien, proteiinien ja nukleiinihappojen, seka infektiivisten

viruspartikkelien syntya.

Tuman sisélld tuotetaan negatiivisaikeisen genomisen RNA:n mukaisia lahetti-RNA-
molekyyleja, joista solulimassa tapahtuvassa translaatiossa tuotetaan virusproteiineja.
Lisédksi RNA-polymeraasi katalysoi koko genomin pituisen komplementaarisen RNA-
séikeen tuottamista; séie toimii mallina uusille negatiivisdikeille. Borna-viruksen N- ja

P-proteiinien maéarien valinen suhde sddtelee siirtymistd transkriptiosta kokonaisen
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vastingenomin tuotantoon ja vaihtelee infektion vaiheesta riippuen (Watanabe ym.
2000). Infektion akuutissa vaiheessa N- proteiinin maara on suurempi kuin P-proteiinin
madrd, kun taas kroonisessa vaiheessa P-proteiinia on kahdeksankertainen maaré
verrattuna N-proteiiniin. Borna-virus ei tuhoa infektoimaansa solua, joten uusien
viruspartikkeleiden tuotto voi jatkua pitkd&dn (Mayr & Danner 1974; Herzog & Rott
1980).

Borna-virus on vaipallinen virus (Gonzalez-Dunia ym. 1997a; Kohno ym. 1999).
Infektoituneessa solussa tuotetut viruspartikkelit vapautuvat silmikoitumalla solusta
ulos. Huolimatta Borna-viruksen aktiivisesta transkriptiosta ja replikaatiosta solussa
vain véhan viruspartikkeleita vapautuu solusta ulos (Pauli & Ludwig 1985; Carbone
ym. 1993; Bajramovic ym. 2003). Viruksen levidminen elimistossad tapahtuukin

padasiassa suoraan solusta toiseen (Morales ym. 1988).

4 BORNAN TAUTI

Bornan tauti on pitk&éan tunnettu, usein kuolemaan johtava, Borna-viruksen aiheuttama
etenevd aivotulehdus, johon perinteisesti on sairastunut hevosia ja lampaita
maantieteellisesti rajoittuneella endeemiselld alueella (Staeheli ym. 2000). Taudin
tutkimuksen etenemisen myota tietoa Borna-virusinfektiosta ja sen seurauksista
elimistdssd on saatu myos lukuisilta muilta luonnollisilta iséntéeldinlajeilta ja koe-
eldimilta. Borna-virus infektoi myos ihmisi4 (de la Torre 1996) ja on mahdollisesti

zoonoottinen.

4.1 Historiaa

Bornan taudille tyypillisia oireita on kuvattu eteldsaksalaisilla hevosilla ensimmaisia
kertoja jo 1700-luvulla (von Sind 1767, 1781, Durrwald & Ludwig 1997 mukaan).
Ensimmadiset raportit taudista lampailla 16ytyvat 1890-luvulta. Taudin nykyinen nimitys
(saksalainen alkuperdasu ’Borna’sche Krankheit’) juontuu Saksassa sijaitsevasta Bornan
pikkukaupungista. Kaupungin ympéristéssa oli 1800-luvun lopulla laaja epidemia, jossa

sairastui ja kuoli paljon hevosia.
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Bornan taudin tutkimus p&asi vauhtiin 1900-luvun alussa, kun tutkijat, muiden muassa
Joest ja Degen sekd Zwick ryhmineen, alkoivat selvittdd taudin ja taudinaiheuttajan
perusominaisuuksia (Durrwald & Ludwig 1997, Lipkin & Briese 2007). Taudin
diagnostiikan kannalta merkittdva 16ydos oli Joestin ja Degenin histopatologisissa
tutkimuksissaan havaitsemat tumansisaiset Borna-virukselle tyypilliset
inkluusiokappaleet (Joest-Degen body) hermosoluissa. Zwick ryhmineen osoitti
taudinaiheuttajan  virukseksi muun muassa infektoimalla sairaiden hevosten
aivohomogenaatilla erilaisia koe-eldimi& ja taas hevosia. Muita merkittavia saavutuksia
Bornan taudin historiassa olivat 1970- ja 1980 -luvun tienoilla viruksen
soluviljelymenetelmien kehittdminen ja patogeneesin tutkiminen muun muassa
infektoimalla eri-ikdisid rottia. 1980-luvulla Borna-virusta alettiin tutkia my6s
mahdollisena taudinaiheuttajana  ihmisten  psykiatrisien  sairauksien taustalla
(Amsterdam  ym. 1985; Rott  ym. 1985).  Viruksen  aiheuttaman

immuunipuolustusreaktion tutkiminen jatkui tiiviind 1990-luvun alkupuolelle saakka.

Vasta 1990-luvulla, molekyyligeneettisten tutkimusten myo6t4, Bornan taudin
aiheuttajavirus pystyttiin tunnistamaan ja luokittelemaan (Briese ym. 1992, 1994;
Schneemann ym. 1994; de la Torre 1994; Lipkin ym. 1990; Schneider ym. 1994a).
1990-luvulta alkaen Bornan tautia on diagnosoitu hevosilla ja lampailla myo6s
endeemisen alueen ulkopuolella ja sittemmin myods lukuisilla muilla luonnollisesti

infektoituneilla elainlajeilla ympari maailmaa (Ikuta ym. 2002).

4.2 Taudinkulku ja oireet

Borna-virusinfektion aiheuttama Kliininen kuva luonnollisesti ja kokeellisesti
infektoituneilla eldimilla riippuu eldinlajin liséksi eldinkannasta, viruskannasta ja
virusméarastd sekda yksilon puolustuskyvystda. Oireita on koottu yhteen useissa
katsausartikkeleissa, esimerkiksi Gonzales-Dunia ym. (1997b); Ikuta ym. (2002); Richt
& Rott (2001); Rott & Becht (1995). Tyypillinen kliininen kuva vaihtelee oireettomasta
vakavampaan oireiluun, johon kuuluvat muun muassa erilaiset kayttaytymismuutokset,
ruokahaluttomuus, ataksia, kehankierto, seké taudin loppuvaiheessa halvaantuminen ja
lopulta kuolema. Taudin inkubaatioaika vaihtelee useista péivisté vuosiin, jona aikana
Borna-virus saattaa vaikuttaa solunsiséisiin viestintdjarjestelmiin ja aiheuttaa molekyyli-

ja solutason muutoksia keskushermostossa (Planz ym. 2009). Spontaania paranemista
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on havaittu satunnaisesti, huolimatta keskushermoston pysyvésta infektoitumisesta
(Richt & Rott 2001; lkuta ym. 2002a). Oireilu tosin saattaa alkaa uudelleen

myGhemmin.

4.2.1 Luonnollisilla isantaelaimilla

Luonnollista Bornan tautia on kuvattu hevosilla, lampailla ja yksittéistapauksina useilla
hevoseldaimilld, vuohilla, naudoilla, koirilla, kaneilla, linnuilla, hirvilld ja monilla
eldintarhaeldimilla (Staeheli ym. 2000; Ikuta ym. 2002). Lisdksi Bornan taudin kaltaista
tautia on kuvattu myos kissoilla, strutseilla ja vastikdan papukaijalinnuilla (Staeheli ym.
2000; Ikuta ym 2002; Kistler ym 2008). Borna-virusinfektio voi aiheuttaa luonnollisille
isantéeldimille akuutin taudin, johon liittyy yleens& aivojen ja aivokalvojen tulehdus
(Rott & Becht 1995). Luonnollisten isdntéeldinten oireet vaihtelevat hieman
heikentyneestd koordinaatiokyvysté halvaantumiseen ja kuolemaan. Oireita on koottu
katsausartikkeleissa (Durrwald & Ludwig 1997; Gonzales-Dunia ym. 1997b; Richt &
Rott 2001; Ikuta ym. 2002; Rott & Becht 1995).

Hevosilla ja lampailla oireet ovat hyvin samankaltaisia (Ikuta ym. 2002; Rott & Becht
1995). Inkubaatioaika on pitkd, véhintadn neljd viikkoa. Taudin alkuvaiheessa voi
esiintyd epéaspesifisia oireita, kuten toistuvaa kuumeilua, ahkyoireita, ummetusta tai
anorektistyyppista syomishairiotd. Neurologiset oireet pahenevat taudin edetessé.
Joillakin yksiloilla on havaittu eksitaatio-oireita, toisilla depressiota, ja osalla seka etta.
Oireisiin vaikuttaa Borna-viruksen infektoima aivojen alue: virus viihtyy erityisesti
limbisen jarjestelmén ja hippokampuksen soluissa. Taudin loppuvaiheessa esiintyy
usein vakavaa refleksien ylikorostunutta reagointia erilaisiin  &rsykkeisiin,
aggressiivisuutta tai letargiaa (syvad unta muistuttava horrostila, josta potilas saadaan
herddmaéan vain hetkeksi), somnolenssia (unenhorros, etenkin hidastuneet liikkeet),
stuporia (horros, vahainen reagointi ulkoisiin arsykkeisiin) tai koomaa. Halvaantuminen
on tavallista sairastuneilla hevosilla. Yli 80 prosenttia hevosista kuolee neljan viikon

sisallé taudin oireiden alkamisesta.

Muidenkin luonnollisten isantdeldinten taudinkuvaa leimaavat asteittain pahenevat

neurologiset oireet, jotka johtavat usein liikkumisvaikeuksiin, halvaantumiseen,
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koomaan ja lopulta kuolemaan (Caplazi ym. 1994; Okamoto ym. 2002a,b; Weissenbock
ym. 1998a), koottu artikkelissa Ikuta ym. (2002).

4.2.2 Koe-elaimilla

Kokeellisesti Borna-viruksella on saatu infektoitua lukuisia eri eldinlajeja. Ainakin
rotalle (Narayan ym. 1983a,b; Hirano ym. 1983), hiirelle (Kao ym. 1984; Rubin ym.
1993; Hallensleben ym. 1998), hamsterille (Anzil ym. 1973), gerbiilille (Watanabe ym.
2001), kanille, marsulle, tupaijalle (Sprankel ym. 1978), rhesusmakakille (Stitz ym.
1981), kanalle ja ponille (Katz ym. 1998) on saatu aiheutettua infektio (katso
esimerkiksi katsausartikkelit Durrwald & Ludwig (1997), Rott & Becht (1995) ja
Pletnikov ym. (2002a)). Koe-eldinten taudinkuva muistuttaa luonnollisesti
infektoituneiden eldinten tautia. Kuitenkin inkubaatioaika, kuolleisuus ja oireet ovat
erilaisia eri eléinlajeilla, kannoilla ja k&ytetyilla viruskannoilla. Herkimpid taudille ovat
Lewis-rotta, kani ja marsu (Jordan & Lipkin 2001; Richt ym. 1997). Kana, apina,
nautakarja ja tupaija ovat vdhemmé&n herkkid, eikd osa eldimistd (muun muassa
hamsteri, musta-huppu- varimuunnos —rotta, useat hiirikannat, fretti, kyyhkynen ja
koira) sairastu tautiin lainkaan huolimatta persistoivasta Borna-virusinfektiosta

keskushermostossa.

4.2.2.1 Rotta

Rotta on Borna-viruksen tutkimuksessa kaytetyin, ja siten parhaiten tunnettu koe-eldin.
Kokeellisen infektion aiheuttama taudinkuva riippuu rotan geneettisistd ominaisuuksista
(eri laboratoriorottakannat), i4std, immuunipuolustuksen tilasta ja kéaytetysta
viruskannasta (Rott & Becht 1995; Richt ym. 1989, Narayan ym. 1983b).

Aikuinen rotta

Eri sisasiittoisilla laboratoriorottakannoilla kokeellinen Borna-virusinfektio ilmenee
hyvin erilaisilla tavoilla. Borna-virusinfektio ei aiheuta enkefaliittia eikd taudin oireita
musta-huppu-varimuunnosrotilla (black-hooded, BH), vaikka niiden keskushermostossa
voidaan todeta viruksen persistoivaa monistumista (Herzog ym. 1991). Wistar-kannan
rotat ovat vahemman herkkia taudille kuin Lewis-rotat, mutta niille saadaan kuitenkin

aiheutettua vakavaoireinen infektio (Hirano ym. 1983). Aikuisilla Lewis-kannan
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laboratoriorotilla Borna-virusinfektio aiheuttaa aivojen ja aivokalvojen tulehduksen
(meningoenkefaliitti) ~ ja  sithen  liittyen  immuunivalitteisen  syndrooman
kayttaytymismuutoksineen (Narayan ym. 1983b; Hatalski ym. 1998). Taudin oireet
alkavat sitd nopeammin, mit4 l&hempéné keskushermostoa viruksen inokulaatiokohta on
(Morales ym. 1988; Carbone ym. 1987). Sieraimensisdisen infektion jalkeen oireet
alkavat noin 20 vuorokautta infektion jalkeen, kun taas jalkapohjaan injektoinnin
jalkeen 45 - 60 vuorokauden jalkeen. Hiranon tutkimusryhmén (1983) havaintojen
mukaan kuukauden ja kahden kuukauden idssa infektoiduista rotista noin 20 prosenttia
kuolee kolmesta neljddn viikon kuluessa infektiosta. Kahden kuukauden idssé
infektoiduista rotista noin 50 prosenttia kuolee nelja kuukautta p.i. mennessa (Hirano
ym. 1983).

Aikuisina infektoiduilla rotilla taudinkuva on kaksivaiheinen (Narayan ym. 1983a,b).
Akuutissa vaiheessa Lewis-rotat ovat vimmaisia, hyperaktiivisia ja reagoivat
voimakkaammin ulkoisiin drsykkeisiin. Liikkeet voivat olla epdorientoituneita ja juoksu
ja hyppiminen huonosti koordinoitua. Stereotyyppinen kayttdytyminen on tavallista.
Osa rotista muuttuu aggressiivisiksi hékkitovereitaan kohtaan ja useilla esiintyy
lisdantynyttd ruokahalua. Urosrotilla voi esiintyd jatkuvaa erektiota (priapismi). Taudin
akuutissa ~ vaiheessa  soluvalitteinen  immuunivaste on voimakas, jolloin
keskushermoston perivaskulaari- ja parenkyymialueiden solukertymissd korostuvat
CD4+- ja CD8+ -T-solut, tappaja-solut ja makrofagit sek& Thl-tyypin sytokiinit
(Hatalski ym.1998).

Kiihkean vaiheen jalkeen, taudin kroonistuessa, vield elossa olevat rotat muuttuvat
passiivisiksi ja letargisiksi, eivatkd ole kiinnostuneita itsensd hoitamisesta,
ymparistostaan tai toisista rotista (Narayan ym. 1983a,b). Useimmat rotat sokeutuvat.
Priapismi ja puremaherkkyys saattavat jatkua taudin loppuvaiheessakin. Osa rotista
lihoo moninkertaiseksi, kun taas jotkut laihtuvat runsaasta syomisestd huolimatta.
Lihominen saattaa riippua kaytetystd viruskannasta (Herden ym. 2000). Kroonisessa
vaiheessa solukertymét keskushermoston verisuonten ympériltd ja aivokudoksesta
vahenevét, Th2-tyypin sytokiinit lisdantyvét ja humoraalinen eli vasta-ainevélitteinen

immuunipuolustus korostuu (Hatalski ym. 1998).
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Vastasyntynyt rotta

Borna-virusinfektio aiheuttaa vastasyntyneille rotanpoikasille pysyvan, lahes tolerantin
eli Borna-virusantigeeneja vastaan reagoimattoman keskushermostoinfektion, johon
liittyy kaytdsmuutoksia ja muutoksia hermoston anatomiassa, kuitenkin ilman
aivotulehdusta (Narayan ym. 1983b; Hirano ym. 1983; Bautista ym. 1994, 1995;
Dittrich ym. 1989; Carbone ym 1991b) (tai katsausartikkeli Pletnikov ym. 2002a).
Vastasyntyneiden rottien Borna-virusinfektio seuraamuksineen muistuttaa ihmislasten
autismia (Pletnikov ym. 2001). Vastasyntyneend infektoitua rottaa onkin pidetty

autismitutkimuksen mallina, ja siksi tutkittu paljon.

Aivojensisdisen infektion jalkeen virus levidd kaikkialle keskushermostossa, kuten
hajukdamin, hippokampuksen eli aivoturson, aivokuoren ja pikkuaivojen alueille, seka
myOhemmin my0s perifeeriseen ja autonomiseen hermostoon (Stitz ym. 1998).
Hermosolujen liséksi virusantigeenia tai RNA:ta voidaan todeta myods gliasoluissa eli
hermotukisoluissa, kuten astrosyyteissd ja perifeerisen hermoston Schwannin soluissa,
sekd parenkyymisoluissa eri puolilla elimistda ( Herzog ym. 1984; Carbone ym. 1991a;
Stitz ym. 1998). Vastasyntyneend infektoitujen rottien eritteissg, kuten syljessd,
kyynelnesteessd, virtsassa ja ulosteessa, voidaan todeta infektiivista virusta tai viruksen
RNA:ta (Sierra-Honigmann ym. 1993).

Vaikka vastasyntyneilld infektoiduilla rotanpoikasilla ei todetakaan vastaavaa
soluvalitteisen immuunipuolustuksen aktivoitumista kuin aikuisina infektoiduilla rotilla,
niill4 todetaan astrosytoosia ja mikroglioosia eli keskushermoston omien tuki- ja
puolustussolujen lisdéntymistd ja aktivoitumista (Bautista ym. 1995; Hornig ym. 1999;
Sauder & de la Torre 1999). Astrosyytit ja mikrogliasolut kykenevét tuottamaan
lukuisia aineita, kuten sytokiineja ja kemokiineja, jotka voivat osallistua
vastasyntyneend infektoiduilla rotanpoikasilla havaittujen aivojen kehityshéirididen
syntyyn (Plata-Salaman ym. 1999; Sauder & de la Torre 1999; Sauder ym. 2000)
Humoraalinen eli  vasta-ainevalitteinen  immuunipuolustus toimii, vaikkakin
suuremmalla viiveelld kuin aikuisilla (Hirano ym. 1983; Carbone ym. 1991b). Vasta-
ainepitoisuudet seerumissa IFA:lla tutkittuna ovat alhaiset, serokonversion ajankohta
vaihtelee yksilokohtaisesti, ja tapahtuu ainakin osalla varsin mydhd&n. Hiranon ja
tutkimusryhmén (1983) havainnoissa vastasyntyneend infektoidusta 35 rotasta puolella

vasta-ainetitteri oli > 64 jo kahdesta kolmeen kuukautta infektoinnin jalkeen. Carbonen
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ja tutkimusryhman (1991b) tulosten mukaan kuitenkin 1-5 x 10* TCIDs, infektoiduilla
vastasyntyneilla rotanpoikasilla vasta-aineita ei kuitenkaan havaittu viel&d yhdelldkaan
133 vrk p.i tutkitulla (titteri <10; n = 5), vaan vasta 144 vrk (titteri 20; n = 2) ja 300 vrk
(100; n = 4) infektoinnin jalkeen.

Vastasyntyneiden rotanpoikasten Borna-virusinfektio aiheuttaa kehityshéirioita
aivoihin, erityisesti alueille, joilla kehitys jatkuu normaalisti vield syntymén jalkeen
(Carbone ym. 1991a,b). Degeneraatiota eli rappeutumista havaitaan erityisesti
hippokampuksen ja pikkuaivojen alueella, mutta myos isoaivojen alueella (Hornig ym.
1999; Eisenman ym. 1999; Gonzalez-Dunia ym. 2000). Infektio aiheuttaa
hippokampuksen pykéldpoimun (gyrus dentatus) granulosyyttien eli jyvassolujen ja
pikkuaivojen Purkinjen solujen tuhoutumista (Carbone ym. 1991a,b; Eisenman ym.
1999). Infektio aiheuttaa muutoksia my6s synapsien tiheyteen ja plastisuuteen eli
muovautuvuuteen (Gonzalez-Dunia ym. 2000) vaikuttamalla muun muassa kemiallisiin

(Volmer ym. 2006) ja sdhkdisiin synapsitoimintoihin (Koster-Patzlaff ym. 2009).

Aivojen degeneraatiosta seuraa kayttdytymismuutoksia, kuten epanormaalin aktiivista
liikkumista, heikentynyttd oppimis- ja muistamiskykya sekd epdtavallisia sosiaalisen
kayttaytymisen muotoja (Bautista ym. 1994, 1995; Dittrich ym. 1989; Hornig ym. 1999;
Pletnikov ym. 1999a,b; Rubin ym. 1999; Lancaster ym. 2007). Vastasyntyneena
infektoidut rotat ovat usein pienikokoisempia kuin infektoimattomat poikuetoverinsa,
vaikka niiden elimistdon glukoosi-, kasvuhormoni- ja IGF-1 (insuliinin kaltainen
kasvutekija 1) pitoisuudet ovat terveen rajoissa (Bautista ym. 1994). Muutokset aivoissa
ja niistd johtuvat muutokset kayttaytymisessd poikkeavat hieman eri rottakannoilla
(Pletnikov ym. 2002b).

4.2.2.2 Hiiri

Kaikenikaiset hiiret saadaan infektoitua Borna-viruksella, ja niilld todetaan korkeita
viruspitoisuuksia keskushermostossa (Kao ym. 1984). Hiirid pidettiin pitk&an
suhteellisen vastustuskykyisend infektiolle, koska niilld ei todettu taudin oireita
infektion jalkeen. Mydhemmin on kuitenkin havaittu, ettd taudin oireet voidaan
aikaansaada hiirille adaptoimalla eli sopeuttamalla virusta useammissa hiiripasaaseissa

(Rubin ym. 1993) tai infektoimalla tiettya hiirikantaa vastasyntyneena (Hallensleben ym
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1998). Sopeuttamissukupolvien aikana tapahtuvat mutaatiot voivat lisdtd Borna-
viruksen virulenssia eli taudinaiheutuskykya (Ackermann ym. 2007; Nishino ym. 2002).

Oireiden insidenssi eli ilmaantuvuus sekd vakavuus riippuvat myos hiirikannasta.

Vastasyntyneend infektoituneille sis&siittoisen MRL-kannan hiirille aiheutuu vakavia
oireita, jotka alkavat neljan — kuuden viikon kuluttua aivojensiséisestd infektiosta
(Hallensleben ym. 1998). Qireisiin kuuluu taudin alkuvaiheessa tyypillinen takajalkojen
epatavallinen asento, kyyryasento, hoitamaton turkki, vinoon kallistunut p&& ja
myOhemmin molempien takajalkojen paheneva halvaus (parapareesi), painon
alentuminen ja kuolema. Samoin kuin aikuisilla rotilla, vakavat taudin oireet ovat
yhteydessé elimiston immuunipuolustuksen aktivoitumiseen. Hiirilla on osoitettu, etta
CD4+- ja CD8+ -T-solujen puuttuminen elimistosta viivastyttdd taudin ilmenemista.
Immunologinen toleranssi oireettomilla hiirilla johtunee T-solujen
aktivoimattomuudesta, vaikka niitd elimistosséd olisikin (Hausmann ym. 1999).
Hiljattain on saatu todisteita Borna-viruksen levidmisestd keskushermostosta

perifeeriseen hermostoon myos hiirilla (Ackermann ym 2010).

4.2.2.3 Hamsteri

Aikuisilla kultahamstereilla (Mesocricetus auratus) ei ole havaittu Bornan taudin
oireita, vaikka niill4 voidaankin todeta pysyva Borna-virusinfektio keskushermostossa
(Anzil ym. 1973). Histologisessa tutkimuksessa hamsterien aivoista ei ole loydetty
viitteitd tulehdusreaktiosta eika niiltd myoské&an ole todettu Borna-virukselle spesifisia
vasta-aineita elimistostd. Infektoitujen hamstereiden keskushermostossa havaittiin
kuitenkin ~ Borna-virusantigeenia komplementinsitoutumiskokeella (CF-koe), ja

hamstereiden aivoista eristetylld virusmateriaalilla on pystytty infektoimaan kaneja.

4.2.2.4 Gerbiili

Vastasyntyneend infektoidut gerbiilin eli mongolianjirdin (Meriones unguiculatus)
poikaset vaikuttavat olevan herkempid kokeelliselle Borna-virusinfektiolle kuin
vastasyntyneend infektoidut rotanpoikaset (Nakamura ym. 1999, Lee ym. 2003).
Gerbiilinpoikaset oireilevat kasvun hidastumisella ja k&velyhdirioilla, kyyristyneelld

olemuksella seka epatavallisella hyppimiselld noin 20 — 25 vuorokautta infektion
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jalkeen. Bornan tauti tappaa siihen sairastuneet gerbiilit. Borna-virus nayttéisi myos
levidvan gerbiilin elimistossda nopeammin kuin vastasyntyneend infektoidun rotan
elimistossd. Borna-viruksen RNA:ta on todettu RT-PCR-menetelmélla gerbiilin
hajuk&amissd, isoissa aivoissa, pikkuaivoissa, hajuhermossa (Nervus olfactorius),
lonkkahermossa (Nervus ischiadicus), hypofyysissa, silméssa ja veressd 20 pdivéaa
infektion jalkeen, kun taas samalla virusmé&aralld infektoidulla rotalla vastaavana
ajankohtana RNA:ta on todettu vain hajukddmissa ja iso- ja pikkuaivoissa.
Vastasyntyneend infektoitujen gerbiilien aivoissa ei ole havaittu anatomisia eik&

immunopatologisia muutoksia infektoinnin seurauksena (Watanabe ym. 2001)

4.2.3 Tauti ihmisilla?

Bornan taudin oireena koe-eldimill4, muun muassa rotilla ja kadellisten esiasteilla
tupaijoilla (Tupaia glis), havaitut kayttaytymismuutokset heréttivat kiinnostuksen tutkia
viruksen osallisuutta my6s ihmisten psykiatrisissa sairauksissa (Amsterdam ym. 1985;
Rott ym. 1985). Psykiatrisilla potilailla todettiin talloin verrokkiryhmdan verrattuna
suurempi esiintyvyys Borna-virusspesifisid vasta-aineita seerumissa, mika viittaa
Borna-viruksen mahdolliseen osuuteen psykiatristen sairauksien aiheuttajana. Borna-
viruksen vasta-aineita on loydetty ihmisiltd myds Suomesta (Kinnunen ym. 2007).
Ihmisten verinaytteista on loydetty vasta-aineiden liséksi my6s Borna-viruksen RNA:ta
ja proteiineja (Planz ym. 2002). Ihmisaivoista on osoitettu IHC- ja ISH-menetelmilla
Borna-viruksen antigeenia (de la Torre ym. 1996), joten Borna-virus tarttuu ihmiseen,
mutta rooli taudinaiheuttajana on edelleen epéselva ja ristiriitainen (Carbone et al.,
2001; Schwemmle 2001; Planz ym. 2002; Bode & Ludwig 2003; Chalmers et al., 2005;
Thakur et al., 2009). Havainnot vaihtelevat tutkimuksien ja kaytettyjen menetelmienkin

valilla.

5 BORNA-VIRUKSEN EPIDEMIOLOGIAA

Klassinen Bornan tauti tunnetaan jo vuosisatojen takaa hevosten ja lampaiden
sporadisesti esiintyvand, endeemisend (kotoperdisend) tautina Keski-Euroopassa,
erityisesti Kaakkois-Saksassa (Durrwald & Ludwig 1997). Vaikka suurin osa

raportoiduista tautitapauksista on Saksasta (Durrvald ym. 2006), endeemiseen alueeseen
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kuuluu my6s osa Sveitsid ja Itdvaltaa seké& Liechtenstein (Weissenbock ym. 1998b;
Caplazi ym. 1999). Maantieteellisesti endeeminen alue on ollut vuosikymmenien ajan
suhteellisen tarkkarajainen. Hevosten ja lampaiden lisdksi Bornan tautia on kuvattu
yksittéistapauksina useilla hevoselaimilld, wvuohilla, naudoilla, koirilla, kaneilla,
linnuilla, hirvilla ja monilla eldintarhaeldimillg, sek& Bornan taudin kaltaista tautia myos
kissoilla, strutseilla ja vastikddn papukaijalinnuilla (Staeheli ym. 2000; Richt & Rott
2001; K. Ikuta ym. 2002, Kistler ym. 2008).

Klassiseen Bornan tautiin sairastuneiden vuosittainen lukuméard endeemisen alueen
hevosilla ja lampailla laski voimakkaasti 1960-luvun tienoilla (Durrwald ym. 2006).
Insidenssin vahenemisen syiksi on esitetty muun muassa maatalouden koneellistumista,
hevospopulaatioiden pienenemistd, hevosten siirtymistd 1ahinnd harrastekayttoon,
yleistd hygieniatason nousua ja tuholaisel@inten torjunnan lisddntymista. Tauti onkin
nykydédn melko harvinainen (Durrwald ym. 2006; Staeheli ym. 2000). Vuosittain

todetaan alle 100 sairastunutta lammasta tai hevosta koko endeemisella alueella.

Bornan taudin esiintymisessd endeemiselld alueella on havaittu vaihtelua vuodenajasta
ja vuodesta riippuen (Durrwald ym. 2006). Sairastuneita hevosia ja lampaita on
enemman kevéalla ja alkukesalld, ja pidempdé ajanjaksoa tarkastelemalla on havaittu

sairastumispiikkej& kolmen - viiden vuoden valein.

Muista RNA-viruksista poiketen Borna-viruksen eri kantojen genomit ovat séilyneet
huomattavan samankaltaisina riippumatta eristysvuodesta tai eldinlajista, josta virus on
eristetty (Durrwald ym. 2006). Endeemiseltd alueelta on I0ydetty viisi toisistaan
poikkeavaa Borna-viruksen geneettistd kantaa (Kolodziejek ym. 2005). Geneettinen
samankaltaisuus on suurempi samalta maantieteelliselta alueelta eristetyilla viruksilla.
My0s laboratorio- ja rokotekannat ovat samankaltaisia alkuper&alueensa kantojen
kanssa. Borna-viruksen N- ja P-proteiineja koodaavien geenien emésjérjestys eroaa
kannasta riippuen vain noin kolmen - neljan prosentin verran (Schneider ym. 1994a).
Poikkeuksen muodostaa itdvaltalaisesta ponista ei-endeemiseltd alueelta vuonna 2000
eristetty kanta (No/98), jonka tietyt genomin alueet poikkeavat muista kannoista jopa yli
15 prosenttia (Pleschka ym. 2001; Kolodziejek ym. 2005; Nowotny ym. 2000). Kantaa
No/98 pidetddnkin omana Borna-viruksen alatyyppinddn. Borna-viruksen perimé sdilyy
poikkeuksellisen muuttumattomana myos pitkissé kasvatusjaksoissa soluviljelmissa tai

koe-eldinsukupolvissa (Durrwald ym. 2006).
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Viimeisten kahden vuosikymmenen aikana serologisia tai molekyylibiologisia viitteita
Bornan taudista on loydetty neurologisesti oireilevilta, mutta myds oireettomilta
eldimiltd ja ihmisiltd runsaasti my6s perinteisen endeemisen alueen ulkopuolelta
Euroopasta ja ympari maailmaa (Durrwald ym. 2006, Lipkin & Briese 2007). Viitteita
on saatu useilla menetelmilld, tosin menetelmien luotettavuudessa, ja tulosten
varmistamisessa esiintyy ristiriitaisuuksia (Staeheli ym. 2000, Bode ym. 2001, 2008;
Sauder ym. 2002; Durrwald ym. 2006). Hevosia ja lampaita voidaan luotettavimmin
pitdd Borna-viruksen luonnollisina iséntdeldiming, koska niiden Borna-virusinfektioita
on varmistettu useaan kertaan toisistaan riippumattomilla menetelmilld. Borna-
virusspesifisid vasta-aineita on loydetty my6s suomalaisista hevosista, kissoista,
koirasta ja myyristd (lapinmyyrd ja kaksi metsdmyyrdd) otetuista verindytteista
(Kinnunen ym. 2007).

Vastikddn on loydetty uudella nykyaikaisella  mikrosiruihin  pohjautuvalla
hybridisaatiotekniikalla vakavaan ylemman ruuansulatuskanavan hermostolliseen
sairauteen (proventricular dilatation disease, PDD) sairastuneilta papukaijalinnuilta
(Psittaciformes) uudentyyppinen avibornavirus (Avian Borna virus, ABV) (Kistler ym.
2008). Avibornaviruskanta poikkeaa sek& pitk&&n tunnetusta endeemisen alueen
hevosesta l&htoisin olevasta Borna-viruksen V-kannasta (Briese ym. 1994) ett4d No/98-
kannasta nukleotiditasolla yli 30 prosenttia ja aminohappotasolla yli 20 prosenttia
(Honkavuori ym. 2008). Infektioita on sittemmin todettu ympéri maailmaa
papukaijoista ja kanarianlinnuista (Staeheli ym. 2010). My®6s strutseilla todettu Bornan
taudin kaltainen tauti (Malkinson ym. 1995) saattaa siis ollakin avibornavirus-infektion

aiheuttama.

Juuri julkaistussa artikkelissa esitetddn, ettd Borna-viruksen N-geenin kaltaisia
geenialueita on l0ydetty integroituneena eri nisdkk&iden, muun muassa ké&dellisten,
muutaman jyrsijalajin ja pééstdisen, genomiin eli Borna-viruksen genomin DNA-
kopiota vaikuttaa olleen miljoonia vuosia endogeenisena (Horie & Honda ym. 2010).
Integraatiota osoitettiin  myds tapahtuvan edelleen sek& solulinjan soluissa ettd
infektoitujen hiirien aivoissa alkaen noin 30 vuorokautta p.i. LOydds vaikuttanee
aikaisemmin julkaistujen Borna-viruksen N-proteiinin havaitsemiseen perustuvien

(Saunder ym. 2002) tulosten tulkitsemiseen, ja my6s koko epidemiologian alueeseen.
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5.1 Levidminen ja tartunta

Borna-virus on erityisen mieltynyt keskushermoston limbisen jarjestelméan,
tyvitumakkeen ja véliaivojen hermosoluihin, mutta levidd suoraan solusta toiseen koko
keskushermostossa ja soluviljelmissé tavalla, jota ei vield taysin tunneta (Morales ym.
1988; Clemente & de la Torre 2007). Hermosolusta toiseen levidmistd pidetaan
ensisijaisena viruksen levidmistapana elimiston sisalla. Silmd-, sierain- tai
vatsaonteloinfektion jdlkeen virusproteiineja ja nukleiinihappoja voidaan havaita
keskushermostoa lahimpané olevista, synapsirakojen jélkeisistd neuroneista (Morales
ym. 1988; Carbone ym. 1987). Viruksen inokulaatiokohdan etaisyys keskushermostosta
ja infektioannoksen  suuruus  vaikuttavat ~ oireiden  alkamisajankohtaan.
Keskushermostoinokulaation jalkeen rotilla ja hiirilld on osoitettu, ettd Borna-virus
levidd hermosoluissa my0ds perifeeriseen hermostoon, keskushermostosta poispéin
(Morales ym. 1988; Stitz ym. 1998; Herzog ym. 1984; Ackermann ym. 2010).
Perifeeristen hermojen kautta virus padsee mahdollisesti levidmaén erittaviin elimiin,

kuten munuaisiin.

Persistoivasti infektoituneiden vastasyntyneiden rotanpoikasten syljessd,
kyynelnesteessa ja virtsassa voidaan todeta viruspartikkeleita ja taudinaiheutuskykyisia
viruksia (Morales ym. 1988; Sauder & Staeheli 2003). Aikuiset terveet rotat voivat
saada tartunnan, kun niit4 pidetddn samassa hékissé vastasyntyneend infektoidun rotan
kanssa tai omien vastasyntyneind infektoitujen poikasten kanssa. Rotilla likaisten
purujen valitykselld tapahtuvaa tartuntaa ei ole pystytty osoittamaan, vaan tartunta
naiiviin rottaan vaatii infektoituneen rotan l&dsndolon (Sauder & Staeheli 2003). Myd6s
oireettomilla luonnollisilla isantéeldimilla on todettu viitteitd Borna-virusinfektiosta,
koonnut Staeheli ym. (2000). Viruksen RNA:ta on todettu infektoituneiden hevosten
(Richt ym. 1993) ja lampaiden (Vahlenkamp ym. 2002) sieraineritteissd, syljessé ja
kyynelnesteessda, joten iséntdeldimista toiseen tapahtuvaa tartuntaa on pidetty
mahdollisena levidmisreittind (Staeheli ym. 2000). Eritteiden tartutuskykyé ei
kuitenkaan ole kiistattomasti osoitettu, ja lisaksi epidemiologiset seikat kyseenalaistavat
tartunnan levidmisen ainoastaan isédntaeldimesta toiseen (Staeheli ym. 2000). Lampaasta
toiseen tapahtuvaa tartuntaa ei ole todettu. Hevosilla ja laboratoriojyrsijoilla on todettu

tapahtuvan vertikaalista tartuntaa (Hagiwara ym. 2000; Okamoto ym. 2003). Borna-
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virus on mahdollisesti zoonoottinen, mutta tartuntareittia elaimista ihmisiin ei tunneta
(Planz ym. 2002).

Hajuepiteelin kautta hajuhermoa (Nervus olfactorius) pitkin tapahtuvaa tartuntaa
pidetddn ensisijaisena tartuntareittind, koska viruksen oletetaan levidvan eritteiden
mukana, ja kokeellinen sieraimensisdinen infektio aiheuttaa taudin ainakin lampaille,
hevosille, rotille ja hiirille (Richt ym. 1993; Morales ym. 1988; Sauder & Staeheli 2003,
koonnut Staeheli ym. (2000) ja Richt & Rott (2001)). Luonnollisesti infektoituneilla
hevosilla hajuk&damien alueella voidaan todeta tulehdusmuutoksia ja turvotusta jo taudin
varhaisissa vaiheissa (Lipkin & Briese 2007). Kuuden péivan kuluttua
sieraimensisdisestd infektiosta rotilla on havaittu infektiivistd virusta sierainten
limakalvoilla ja hajuk&amissa, josta virus on edelleen levinnyt kohti keskushermostoa
(Morales ym. 1988). Nendmahaletkulla mahalaukkuun tehty tai suonensiséinen infektio

el aiheuta tautia rotilla (Carbone ym. 1987).

5.2 Reservoaari

Borna-virustutkijoista suurin osa pitd4 reservoaarin olemassaoloa vélttdmattoména
Bornan taudin epidemiologiassa (Staeheli 2000; Durrwald 2006), mutta osa on sitd

mieltd, ettd reservoaaria ei tarvita lainkaan (Bode 2008).

Kotieldimestd toiseen tapahtuvaa tartuntaa ei pidetd taudin pé&é&asiallisena
levidmistapana, vaikka pysyvasti infektoituneiden kotieldinten eritteistd voidaankin
eristdd viruspartikkeleita (Staeheli ym. 2000). Sairastuneet eldimet kuolevat yleensa
nopeasti ja tautitapaukset ovat usein sporadisia etenkin hevosilla. Erilaiset Kkilpailut ja
eldinten kuljettaminen ympéri maailmaa eivét ole lisénneet taudin levidmistad. Bornan
tautia esiintyy enemmén tiloilla, joiden hygieniataso on alhainen, ja joilla eri eldinlajit
paasevat kosketuksiin toistensa kanssa, kuin nykyaikaisemmilla korkeamman hygienian

tiloilla, joilla eldimet ovat erillddn ja tuholaiseldimié torjutaan.

Eldinkokeisiin perustuen jyrsijoitd (Rodentia) on esitetty mahdolliseksi Borna-viruksen
reservoaariksi (Staeheli ym. 2000; Durrwald ym. 2006), koska ne voivat infektoitua
pysyvésti ja erittdd virusta ilman oireita (Morales ym. 1988; Narayan 1983b; Sauder &
Staeheli 2003). Jyrsijareservoaarin olemassaoloa puoltavat epidemiologiset seikat, kuten

taudinpurkaukset tietyilla alueilla ja erityisesti huonon hygienian tiloilla 3 - 5 vuoden
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vélein, viruksen geneettinen séilyvyys ja kantojen maantieteellinen jakautuminen
(Staeheli ym. 2000; Kolodziejek ym. 2005). Tosin jyrsijoiden laaja levinneisyys ja
runsas lukumaard ei korreloi kovin hyvin taudin rajoittuneen esiintymisalueen kanssa
(Durrwald ym. 2006). Tautitapausten esiintyminen erityisesti kevaalla ja alkukesalla ei
myo6skaan aukottomasti puolla jyrsijareservoaarin olemassaoloa, koska jyrsijakannat

ovat korkeimmillaan loppukesélla ja syksylla.

Kissoilla tavataan Bornan tautia muistuttavan neurologisen sairauden (staggering
disease) yhteydesséd viitteitd Borna-viruksen tai sen kaltaisen viruksen infektiosta
(Lungren ym. 1993, 1995; Ikuta ym. 2002). Infektoituneiden Kkissojen aivomateriaalilla
el saada suoraan infektoitua aikuisia Wistar-rottia. Kuitenkin, sopeuttamalla virusta
ensin vastasyntyneend infektoitujen rottien aivokudoksessa, saadaan aiheutettua Bornan
tautia muistuttava tauti myos aikuisille Wistar-rotille, joiden aivoista voidaan todeta
Borna-virus-RNA:ta (RT-PCR) ja antigeenia (IHC ja ELISA). Ruotsalaisilla, ulkona
liikkuvilla, jyrsijoita pyytavilla uroskissoilla todetaan enemman Borna-virusinfektion
kaltaisia infektioita kuin muilla kissoilla (Berg ym. 1998), mik& puoltaa
jyrsijareservoaarin olemassaoloa. Myos ruotsalaiselta ilvekseltd (Lynx lynx) on I6ydetty
aivoista viitteitd Borna-virusinfektiosta ISH-, IHC- ja RT-PCR-menetelmilla (Degiorgis
ym. 2000).

Endeemisen alueen jyrsijoiltd ei ainakaan toistaiseksi ole loydetty viitteitd Borna-
viruksesta (Vahlenkamp ym. 2002; Hilbe ym. 2006; Puorger ym. 2010), koonnut
Durrwald ym. (2006). Endeemisen alueen lisdksi viitteitd Borna-virusinfektiosta
jyrsijoilla on etsitty myds sen ulkopuolella. Japanilaisista rotista (Rattus norvegicus) ei
I0ydetty Borna-virusspesifisia vasta-aineita seerumista (Tsujimura ym. 1999). Sen
sijaan suomalaisten jyrsijalahkoon kuuluvien metsémyyrien (Myodes glareolus) ja
yhden lapinmyyrédn (Microtus oeconomus) seerumista I0ydettiin hiljattain Borna-
virusspesifisid vasta-aineita (Kinnunen ym. 2007). Tulokset varmistettiin usealla
menetelméalld, muun muassa P-proteiinia antigeenina kdyttéen, joten ne eivét voi johtua
endogeenisen Borna-viruksen N-proteiinin (Horie & Honda ym. 2010) mahdollisesta

ilmenemisesta.

Kahdelta endeemiseen alueeseen kuuluvalta alueelta Sveitsistd on vastikaan l6ydetty

Borna-virusantigeenia ja RNA:ta hyonteissydjien lahkoon (Insectivores) kuuluvilta
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kenttésupiaisilta (Crocidura leucodon) (Hilbe ym. 2006; Puorger ym. 2010).
Kenttasupiaisen levinneisyysalueeseen Sveitsissd kuuluu Bornan taudin endeeminen
alue ja niiden eldmantavatkin sopivat mahdolliselle reservoaarieldinlajille. Liséksi
kenttdasupiaisten elimistosta on I0ydetty viitteitd Borna-viruksen leviamisesta eri elimiin
ja kudoksiin; virusantigeenia ja nukleiinihappoja on todettu muun muassa virtsarakosta,
sylkirauhasista ja hengitysteiden epiteeliltd (Puorger ym. 2010). On mahdollista, ettad
taudinkuva kentt&supiaisilla on samankaltainen kuin vastasyntyneind infektoiduilla
rotanpoikasilla eli huolimatta persistoivasta viruskuormasta keskushermostossa
enkefaliittia oireineen ei todeta (katso 3.2.2.1. Rotta). Kenttésupiaisten levinneisyysalue

el kuitenkaan kata koko aluetta, jolta Borna-virusinfektioita on havaittu ja raportoitu.

Hyonteisten, lintujen, lepakoiden ja jopa kasvien toimimista reservoaareina tai
vektoreina (vélittgjind) on pohdittu (Durrwald ym. 2006). Ruotsalaisten sinisorsien
(Anas platyrhyncos) ja naakkojen (Corvus monedula) ulosteista on saatu monistettua
Borna-viruksen RNA:ta (Berg ym. 2001). Muuttolintujen reservoaarina toimimista
vastaan on kuitenkin se seikka, ettd niiden talvehtimisalueilla (muun muassa Afrikasta)
ei ole raportoitu vahvistettuja Borna-virustapauksia (Durrwald ym. 2006).
Hyonteisvektoria on epdilty, koska tautitapaukset ovat usein sporadisia ja niita esiintyy
runsaammin kevaalla ja alkukeséllg, jolloin my6s hyonteisid on eniten (Ikuta ym. 2002).
Niveljalkaisten padjaksoon kuuluvia punkkeja on esitetty vélittdjaeldimeksi L&hi-idassé,
tosin tutkimustuloksia ei ole saatu vahvistettua (Lipkin & Briese 2007). Bornan taudin
yhteydesséd ei my0skddn todeta niveljalkaisten vélittamille taudeille tyypillista

voimakasta viremiaa infektion jalkeen (Durrwald ym. 2006).

Borna-viruksen epidemiologinen tutkimuskenttd on laaja, ja siind on vield paljon
selvitettdvad, liittyen muun muassa taudin levidmistapaan, levinneisyyteen ja
mahdollisen reservoaari- tai vektorieldimen olemassaoloon (Staeheli ym. 2000, 2010;
Berg ym. 2001; C. Sauder & Staeheli 2003; Durrwald ym. 2006; Hilbe ym. 2006, Bode
2008, Horie & Honda 2010). Toistaiseksi ei ole 16ydetty kiistattomia todisteita Borna-
viruksen levidmistavasta, eikd reservoaarieldinlajia (tai -lajeja), josta kaikki havaitut
Borna-virusinfektoituneet olisivat saaneet tartunnan. Kenttdsupiaisista saadut
tutkimustulokset (Hilbe ym. 2006; Puorger ym. 2010) kuitenkin puoltavat

pikkunisakkaiden roolia viruksen kantajana ja levittajana.
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6 BORNA-VIRUKSEN DIAGNOSOINTI- JA TUTKIMUSMENETELMIA

Bornan tautia ei voi diagnosoida pelkkien oireiden perusteella, koska oirekuva voi
vaindella eri yksiloilld ja muutkin keskushermoston infektiot voivat aiheuttaa
samankaltaisia oireita (Richt & Rott 2001; Sauder ym. 2002). Elavélta eldimelta tautia
ei saada lopullisesti varmistettua, mutta viitteitd infektiosta voidaan saada serologisilla
ja molekyylibiologisilla menetelmilld. Menetelmdt ovat tarpeellisia my6s mahdollisten

oireettomien kantajien I6ytdmiseen.

Verindytteiden hematologiset ja kemialliset analysointitulokset sopivat yleensé
viitearvojen sisdan (Richt & Rott 2001). Taulukossa 1 esitelldédn erilaisia
tutkimusmenetelmid, joita Borna-viruksen tutkimuksessa on kaytetty. Serologisista
menetelmista epasuoraa immunofluoresenssimenetelméa (IFA) pidetdan
luotettavimpana, vaikkakin suhteellisen epaherkk&na (Sauder ym. 2002). Western blot-
ja immunohistokemiamenetelmilld osoitettua Borna-virusantigeenia aivoista pidetddn

luotettavimpana kuoleman jalkeen saatavana todisteena Borna-virusinfektiosta.

Viruksen eristys on luotettavimpia tapoja osoittaa virusinfektio elimistossa (Sauder ym.
2002). Borna-viruksen infektiivisyyden osoittamista varten on kehitetty sek&
soluviljelmissé ettd eldvissd eldimissa tehtévid koejarjestelyja. Infektiivista virusta ei
kuitenkaan aina saada osoitettua edes luonnollisesti infektoituneista aivoista, joista
viitteita ~ Borna-virusinfektiosta  voidaan todeta antigeenin  ja/tai RNA:n

osoitusmenetelmillé.

Elaviltd eldimilta ja ihmisiltd elimiston puolustusvasteen tuottamia spesifisida vasta-
aineita voidaan etsid seerumista tai aivo-selkdydinnesteestd (Ludwig & Thein 1977;
Ludwig ym. 1977) ja viruksen genomia veren mononukleaarisoluista (Sierra-
Honigmann ym. 1993; C. Sauder & de la Torre 1998) ja eritteistd, kuten syljest,
sierainlimasta tai kyynelnesteestd (Richt ym. 1993). Lopulliseen diagnoosiin
paédseminen vaatii kuoleman jalkeen tapahtuvaa histopatologista, immunohistologista ja
virologista tutkimusta (Sauder ym. 2002). Borna-viruksen genomia ja proteiineja
voidaan usein osoittaa infektoituneen yksilon aivoista, ja joskus muistakin kudoksista.

Aivoistakaan tutkittavaksi ei aina osu juuri se alue, jossa Borna-virusinfektio olisi
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osoitettavissa, mikd mahdollistaa vaéaran negatiivisen tuloksen saamisen myds kuoleman

jalkeen tehtavilla tutkimuksilla.

Taulukko 1.

Tutkimusmenetelmid, joita on kaytetty eldvien tai kuolleiden eldinten (tai
ihmisten) elimiston eri materiaalien tutkimiseen Borna-viruksen spesifisten
vasta-aineiden, antigeenin tai RNA:n varalta ( Sauder ym. 2002; Schindler ym.
2007).

Elavalta
(E)/
Vasta- Virus- kuolleelta
Tutkimusmenetelmé aine Antigeeni RNA Tutkittava materiaali (K)
IEA X seerumi, plgsma, E
aivo-selkéydinneste
Immuunisaostus (IP) X seerumi E
ECLIA X seerumi E
i x X (capture seerumi (, aivot ja
ELISA-menetelmét X ELISA) muut elimet) E
Western blot —analyysi X seerumi, aivot ja E K
(WBA) muut elimet, eritteet '
Immunohistokemia Lo .
(IHC) X aivot ja muut elimet K
Northern -hybridisaatio X solut ja kudokset (E) K
Erilaiset RT-PCR- kudokset, veri ja
x X . E, K
menetelmat, eritteet
In situ -hybridisaatio X kudokset K

(ISH)

Borna-virusinfektioiden tutkimustulokset ovat ristiriitaisia, koska maailmanlaajuinen,
standardoitu riittdvan sensitiivinen ja spesifinen menetelmd taudin tutkimiseen puuttuu,
ja menetelmét vaihtelevat laboratorio- ja tutkimuskohtaisesti (Sauder ym. 2002; Staeheli
ym. 2000). Kaikkia raportoituja tutkimustuloksia ei ole pystytty toistamaan muissa
laboratorioissa, ja osa tuloksista on virheellisid, johtuen esimerkiksi laboratoriossa
tapahtuneesta néytteen kontaminaatiosta (Durrwald ym 2006). Tulosten tulkintaan
jatkossa vaikuttanee my6ds mahdollisen endogeenisen Borna-N:n ilmentyminen (Horie

& Honda 2010), ja sen nostamat vasta-aineet.

Kappaleissa 6.1. ja 6.2. esitelladn tarkemmin téssa tutkimuksessa kaytossé olleet PCR-

ja IFA-menetelmat.
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6.1 Ké&anteiskopiointi-polymeraasiketjureaktio

Polymeraasiketjureaktiomenetelméll& (PCR-menetelma) voidaan monistaa
eksponentiaalisesti tiettyd DNA:n patkad (Hayden 2004). Monistamiseen tarvitaan
viruksen genomin mukaan suunnitellut alukkeet monistettavan kohdan reunoille ja
DNA-polymeraasientsyymi kopioimaan aluetta. Yleisimmin kaytetty entsyymi on
Thermus aquaticus -bakteerista eristetty Tag-polymeraasientsyymi. PCR-laitteessa
reaktiokierroksia eli sykleja toistetaan yleensd 30 - 50 kertaa ja edellisen syklin DNA-
tuotteet toimivat uuden syklin mallijuosteina. Jokainen sykli koostuu kolmesta
vaiheesta: 1) denaturaatiosta eli kuumentamisesta, jolloin kaksoisjuosteisen DNA:n
juosteet  avautuvat, 2) jaahdytysvaiheessa  tapahtuvasta  alukkeiden ja
polymeraasientsyymin  kiinnitysvaiheesta (annealing) ja 3) pidennysvaiheesta
(ekstensio), jolloin polymeraasientsyymi tekee alukkeiden vélisestd alueesta uuden
kopion. Perinteiselld menetelmélld PCR:ssa monistuneet tuotteet erotellaan
agaroosigeelielektroforeesiajolla ja havaitaan esimerkiksi etidiumbromidivérjayksen

avulla.

Ké&anteiskopiointi-polymeraasiketjureaktio (RT-PCR) on polymeraasiketjureaktion
muoto, jossa naytteen RNA kéadnteiskopioidaan ensin DNA-vastinkappaleekseen
kéanteiskopiointientsyymin avulla. N&in tuotettu komplementaarinen DNA toimii sitten
templaattina eli mallijuosteena kuten tavallisessa PCR:ssa. Menetelmdd kaytet&dan
etenkin RNA-virusten etsimiseen. Nested-PCR-menetelmdssé kaytetddn kahta paria
alukkeita. Ensimmadinen alukepari monistaa pidempéé aluetta. Toista paria kaytetaan
monistamaan ensimmaisen tuotteen sisélta pienempéa aluetta, joka voi olla esimerkiksi
tunnusomainen tietylle lajille tai kannalle. Menetelmé sopii naytteille, joissa templaatti-

DNA:ta oletetaan olevan hyvin pienid maaria.

PCR-menetelmd on herkké& ja silla pystytddn havaitsemaan pienikin mé&éra naytteessa
ollutta Borna-viruksen genomia (Sauder ym. 2002). Toisaalta menetelmén herkkyys on
myo6s ongelmallista, koska néytteet kontaminoituvat helposti samassa laboratoriossa
késiteltyjen infektoitujen solujen RNA:lla tai plasmidi-DNA:lla, ja siten saadaan vaaria
positiivisia tuloksia. Nested-PCR on vield tavallistakin alttiimpi kontaminaatioille.
PCR-menetelmdssa kéytetyt alukkeet méérittdvat monistuvan alueen (Sauder ym.
2002). Siten alukkeiden suunnitteluun kéaytetystd kannasta vahénkin poikkeavat
viruskannat saattavat jaada loytymattd, vaikka virusta olisi ndytteessa. Esimerkiksi
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No/98 — Borna-viruskanta (Nowotny ym. 2000), joka poikkeaa muista kannoista yli 15
prosenttia, oli hankala 16yt&a perinteisilla RT-PCR ja RT-nested-PCR- menetelmilla.

6.2 Immunofluoresenssimenetelma

Immunofluoresenssimenetelmallda (IFA) voidaan kuoppalevylle kiinnitetyistd soluista
tai kudosleikkeista osoittaa proteiineja tai antigeeneja kayttamalla vasta-aineita, joihin
on liitetty fluoresoiva merkkiaine, esimerkiksi fluoreskeiini-isotiosyanaatti (FITC)
(Prescott ym. 1996). Tulosten lukemiseen tarvitaan mikroskooppi, jossa on erityinen
valonldhde, yleensd UV-valo, jolla ndhdd&dn merkkiaineen emittoima valo.

Immunofluoresenssivérjays voidaan tehdd suoralla tai epdsuoralla menetelmalla.

Suoraa menetelmdd kaytettdessd objektilasin kaivoon Kiinnitetyn naytteen péélle
lisatdan tutkitulle mikro-organismille spesifistd vasta-ainetta, joka on konjugoitu
merkkiaineeseen. Inkubaatioajan jalkeen ndyte pestaan, jotta sitoutumaton vasta-aine
huuhtoutuu  pois.  NA&ytteeseen  sitoutuneet  vasta-aineet voidaan havaita
fluoresenssimikroskoopilla. Fluoresenssin jakautuminen osoittaa antigeenin sijainnin

naytteessa.

Epdsuoraa  menetelmé&d  k&ytetddn tietylle  mikro-organismille  elimistdssa
muodostuneiden vasta-aineiden etsimiseen tutkittavasta seerumindytteestd. Tunnettu
antigeeni on kiinnitetty objektilasille, jolloin tutkittavan seerumin sisaltdma vasta-aine
muodostaa kompleksin antigeenin kanssa. Kompleksit voidaan havaita lisadmalla
fluoreskeiinimerkattua anti-immunoglobuliinia tutkimuslasille. Inkubaatioajan ja
pesujen jalkeen objektilasi tutkitaan fluoresenssimikroskoopilla, jolloin voidaan havaita

naytteessa olleet vasta-aineet ja niiden sijainti.

Epasuora  immunofluoresenssimenetelmd on  yleisin  menetelma  elimiston
puolustusvasteen tuottamien Borna-virusspesifisten vasta-aineiden etsimiseen eldimilta
ja ihmisiltd (Sauder ym. 2002). Seropositiivisessa naytteessd Borna-virusspesifiset
vasta-aineet ndhdaan tyypillisind pistemaisind fluoresoivina alueina infektoituneiden
solujen tumissa. Borna-viruksen antigeenildhteend kéytetddn tunnettuja pysyvasti
infektoitujen solulinjojen soluja, esimerkiksi Borna-viruskannalla He80-infektoituja

rotan astrosyyttisoluja (Kinnunen ym. 2007). IFA:n k&yttod puoltavat sen nopeus,
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edullisuus ja suhteellisen korkea spesifisyys (Sauder ym. 2002). IFA-tulosten lukeminen
ja tulkinta on kuitenkin subjektiivista, ja vaatii lukijalta kokemusta tumansiséisten
pilkkujen oikeassa tulkinnassa. Usein tutkittavan seerumin vasta-ainepitoisuus on niin
matala, ettd joudutaan kayttdméan vahvoja laimennoksia (1:5 tai 1:10), jolloin saattaa
aiheutua epéspesifia vasta-aineiden sitoutumista eli vasta-aineet sitoutuvat muuhun kuin
niitd alun perin aiheuttaneeseen valkuaisaineeseen. Matalasta vasta-ainepitoisuudesta
johtuen myodskadn negatiivinen IFA-tulos ei tdysin poissulje Bornan taudin
mahdollisuutta. Bornan tautiin muilla menetelmilld varmistetusti kuolleilla hevosilla
Borna-virusspesifisia vasta-aineita havaitaan IFA:lla seerumista 41 prosentilla (12/29
tutkitusta) ja likvorista eli aivo-selkéydinnesteestd 61 prosentilla (17/28 tutkitulla)
(Grabner & Fischer 1991).

Borna-viruksen vasta-aineita on loydetty myods oireettomilta elaimiltd ja ihmisilta
ympéri maailmaa (Sauder ym. 2002; Staeheli ym. 2000, Bode 2008). LOyd0s voi kertoa
oireettomasta taudinkantajasta tai aikaisemmin sairastetusta taudista. Kyseessa voi olla
my0s tulosten tulkintavirhe epéspesifin reaktion seurauksena tai muu vaaré positiivinen
tulos, esimerkiksi uuden tutkimuksen (Horie & Honda 2010) valossa mahdollisen
endogeenisen N:n aiheuttamien vasta-aineiden seurauksena. Negatiivikontrollien,
etenkin infektoimattomien solujen tutkimus samalla seerumindytteelld, merkitys

korostuu epaspesifisten reaktioiden poissulkemisessa.
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7 AINEISTO JA MENETELMAT

7.1 Myyrat

Kokeeseen otettiin 15 paritettua 1-2-vuotiasta metsamyyrédd (Myodes glareolus)
Jyvaskylan yliopiston koe-eldinyksikosta. Myyrat tuotiin Helsinkiin
Eldinladketieteellisen tiedekunnan Biosafety Level 3-turvalaboratorioon (BSL3), jossa
ne asuivat jyrsijakaapissa omissa yksittaisilmastoiduissa hékeisséan (Isocage Unit,

Tecniplast, Italia) (Kuva 2.).

Kuva 2. Myyria hékeisséén jyrsijdkaapissa (Julkaistu P. Kinnusen luvalla).

Myyrien retro-orbitaalisinuksesta otettiin kapillaariverindyte (75 pl) ennen kun ne
siirrettiin turvalaboratorioon. Verinaytteet tutkittiin IFA:lla arena-, Puumala-, orthopox-
ja Borna-virusvasta-aineiden varalta (kpl 3.1.6). Kahta myyrad lukuun ottamatta kaikilta

I0ytyi vasta-aineita Puumala-virusta vastaan, muttei muita viruksia vastaan.

Kokeella oli Helsingin yliopiston koe-eldintoimikunnan myontdma koe-eldinlupa.
Elainten vointi ja jyrsijakaapin toiminta tarkastettiin joka paivé. Laboratoriojyrsijoille
tarkoitettua ruokaa ja vettd oli tarjolla jatkuvasti. Liséksi myyrille annettiin perunaa
virikkeeksi ja turvaamaan eldinten nesteensaanti sen varalta, ettd ne eivét heti kokeen
alussa osaisi juoda vesipullosta. Vesi ja perunat vaihdettiin joka toinen paivé.
Kuivikkeina hdkeisséd kaytettiin kutterin- ja leppdpurua, ja virikkeend tyhjia
vessapaperirullan hylsyja. Kerran viikossa myyrat siirrettiin puhtaisiin hakkeihin tai
niiden hakit siivottiin perusteellisesti. Kuivikkeita vaihdettiin tarvittaessa useammin.
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Kaksi myyristd ei saanut poikasia lainkaan. Muut myyrdt (13 emoa) synnyttivat
kahdesta kuuteen poikasta. Yhteensa syntyi 52 poikasta (Liite 1). Poikaset vierotettiin
siirtdméllad emot omiin hakkeihinsa, kun poikaset olivat noin neljan viikon ikéisié.

7.2 Infektointi

Myyrénpoikaset infektoitiin aivoihin vuorokauden sisélla syntyméstd. Tutkimuksessa
kéytettiin Borna-viruskannan He/80 4. rottapasaasia (Staeheli P., Freiburgin yliopisto).
Viruskannasta tehtiin laimennokset 10% 10° ja 10* ffu fosfaattipuskuroituun
fysiologiseen suolaliuokseen (PBS). Laimennoksia séilytettiin -70 °C:ssa ja ne

lammitettiin huoneenldmpdiseksi ennen infektoimista.

Taulukko 2. Syntyneiden poikasten lukumadré/emo ja infektioannos

Myyrdemo nro Poikasten lukuméaéra ja infektioannos
PBS  10° 10° 10

2 2
3 4
4 4
5 4
6 5
7 2
8 4
9 3
10
11 4
12
13 6
14 4
15 6*
16 4

Yhteensé 9 8 16 18

*vain viisi poikasta infektoitu

Poikasille injektoitiin 25 G -ruiskulla aivoihin, n. 0,5 cm otsasta kaudaalisesti, n. 5 pl
viruslaimennosta tai PBS:&& verrokiksi suunnitelman mukaisesti (Taulukko 2).
Myyrédemo 15 oli synnyttdnyt kuudennen poikasen, kun muut poikaset oli jo infektoitu,

joten yksi poikanen jai infektoimatta.
Kaksi myyrdemoista ei saanut poikasia. Niille ruiskutettiin n. 5 pl viruslaimennosta

oikeaan sieraimeen sisaltden virusta 2,5 x 10? ffu.
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7.3 Lopetus ja naytteenotto

Myyrénpoikaset lopetettiin noin kahden, neljan, kuuden tai kahdeksan viikon kuluttua

infektoinnista (Taulukko 3).

Taulukko 3.

Poikasten seurannan kesto emo- ja poikuekohtaisesti / viikkoa infektion jalkeen (p.i.)

Poikasia/

Poikaset numeroituna ja

Emon numero ja lopetusajankohta
infektioannos emo
2 viikkkoa p.i. 4 viikkoa p.i. 6 viikkoa p.i. 8 viikkoa p.i.
PBS
6 6.1+6.2 6.3. 6.4. + 6.5.
11 4 11.1. 11.2.+11.3. 11.4. 0
Poikasia yht. 9 3 3 3 0
10° ffu
5 4 5.1 5.2 5.3 +5.4. 0
14 14.1. 14.2. +14.3. 14.4.
Poikasia yht. 8 2 3 3 0
10%ffu
2 2 0 0 2.1 2.2.
8 4 8.1 8.2. 8.3. + 8.4. 0
13 6 13.1. +13.2. 13.3. + 13.4. 13.5. + 13.6. 0
16 4 16.1. 16.2. + 16.3. 16.4. 0
Poikasia yht. 16 4 5 6 1
10* ffu
3 4 3.1 3.2.* 33. 3.4.
4 4 4.1. 4.2.+4.3. 4.4. 0
7 2 7.1 0 7.2. 0
9 3 9.1 9.2. 9.3.** 0
15 6 15.1. + 15.2. 15.3. + 15.4. 15.5. + 15.6. 0
Poikasia yht. 19 6 6 6 1
Poikasia ryhméssa
yhteensa 15 17 18 2

*Poikanen 3.2 lopetettiin 23 vuorokautta infektoinnin jalkeen hermosto-oireiden takia eldinsuojelullisista

syista. **Poikanen 9.3 loytyi hékistd itsestaddn kuolleena 36 vuorokautta infektoinnin jélkeen.
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Suurin osa myyrdemoista lopetettiin noin 40 vuorokautta (md 40; vaihteluvéli 39-58
vrk) poikasten infektoinnin jalkeen (post infection, p.i.). Toinen sieraimeen
infektoiduista aikuisista myyrista (#12) kuoli itsekseen hakin vadréstd asennuksesta
johtuneeseen hapenpuutteeseen. Toinen sieraimeen infektoiduista (#10) lopetettiin 36

vrk p.i.

Ennen myyrien nukutusta niitd pidettiin - noin 10 minuutin ajan pienessa
verkkokantisessa ritilapohjaisessa astiassa, jotta mahdollisimman paljon virtsaa
saataisiin talteen. Myyrat nukutettiin isofluraanilla (IsoFlo vet inhalaatiohdyry, neste,
Abbott Laboratories UK Ltd, UK). Myyrilta otettiin verindyte kapillaariin (50 tai 75 pl)
retro-orbitaalisinuksesta heti nukuttamisen jélkeen. Poikasista 3.1, 9.1 ja 11.1 ei saatu

otettua verindytettd. Nukutetut myyréat lopetettiin niskamurrolla.

Taulukko 4.

Néaytteenottosuunnitelma myyrien elimista ja eritteista.
Cellstar-

Elin RNA-eristys  Formaliini putki

Aivot X X X

Sylkirauhaset X X X

Sydéan X X

Keuhkot X X

Maksa X X

Perna X X

Munuainen X X X

Virtsarakko X X

Perasuoli (+

ulostetta) X

Sukupuolielimet X X

Reisilihas X X

Virtsa X

Veri

rintaontelosta X X

Myyrét  preparoitiin - valittomasti  lopetuksen  jalkeen  turvalaboratoriossa.
Preparointivélineet vaihdettiin, ja alusta desinfioitiin alkoholilla myyrien valilla.
Néaytteitd sailottiin 100 pl tai 50 - 100 mg pakasteeseen -80 °C:een RNA-eristysta
varten, formaliiniin immunovarjayksia varten ja erikseen Cellstar-kryoputkiin -80
°C:een mahdollisia transmissiotutkimuksia varten suunnitelman mukaisesti (Taulukko
4). Aivokudosta 50 - 100 mg pakastettiin suoraan RNA-eristyksessa kaytettdvaan 1
ml:aan lyysauspuskuria (TriPure Isolation Reagent, Roche Molecular Biochemicals
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Cat.No. 1667 157). Preparoinnin yhteydessa havaitut verihyytymét Kkerattiin
rintaontelosta. Virtsaa otettiin talteen myds preparoinnin yhteydessd, suoraan rakosta
steriililla 25 G neulalla ja ruiskulla, jos sitd sielld oli. Virtsandytetta ei saatu kuudesta
poikasesta (#11.1, 9.1, 8.1, 13.2, 6.4, 5.3).

7.4 Kudosten homogenointi ja RNA-eristys

Néaytteeksi otetut kudokset homogenoitiin niissa olevan RNA:n vapauttamista ja
eristamista varten. Kierrekorkilliseen putkeen laitettiin enintddn 100 mg kudosta, 1 ml
Tripure-liuosta, yksi steriili lasikuula (@ 5 mm) ja hiukan steriilid hiekkaa. Kudokset
homogenoitiin MagnaLyser-laitteella (Roche). Aivot homogenoitiin nopeudella 5000
rpm 45 s ajan. Naytteet jaahdytettiin laitteeseen kuuluvalla jadhdytysalustalla vahintdén
45 s ajan. Jadhdytyksen jalkeen naytteet sentrifugoitiin +4 °C:ssa nopeudella 3000 g 5
min ajan (Eppendorf, Centrifuge 5810R). Pohjasakan padlle kertynyt neste
(supernatantti) keréttiin talteen ja, jos eristysta ei jatkettu valittomésti, neste pakastettiin

— 20 °C enint&&n neljéksi viikoksi.

RNA-eristykseen kéaytettiin fenoli-kloroformipohjaista TriPure Isolation Reagent —
reagenssia valmistajan ohjeiden mukaan (Roche Molecular Biochemicals Cat.No. 1667
157). Valmis RNA-pelletti liuotettiin 20 pl:aan ribonukleaasitonta vettd, josta jatkettiin
suoraan kaanteiskopiointiin. Ellei kd&nteiskopiointia voitu jatkaa heti, RNA tallennettiin

-20 °C:seen saostuksen jalkeen 75 % EtOH:ssa enintaan yhdeksi viikoksi.

7.5 Genomin etsiminen

Néaytekudoksesta eristetty RNA, mahdollisine Borna-viruksen RNA-genomeineen ja
l&hetti-RNA-molekyyleineen, muutettiin k&anteiskopiointientsyymin avulla
komplementaariseksi DNA:ksi, jonka jalkeen mahdollisesti muodostunutta Borna-

viruksen N-proteiinia koodaavaa DNA-jaksoa monistettiin PCR-menetelmalla.

Ennen kaanteiskopiointia RNA-liuos alkudenaturoitiin 95 °C:ssa 5 min ajan (Heating
Block Grant QBD2). Kaanteiskopiointiin (RT-reaktio) tehtiin 15 ul reaktioseos, joka
koostui seuraavista: M-MuLV RT-puskuri, 250 UM dNTP-seos
(deoksinukleotiditrifosfaattiseos), 35 u Ribonukleaasi-inhibiittori, 2,5 uM p400F-aluke,

38



2,5 UM p400R-aluke, 5 pM Oligo dT18 (18 tymidiinin ketjut, jotka tarttuivat l&hetti-
RNA:n poly-A-hdntiin), 40 u M-MuLV- Reverse Transcriptase -entsyymi (Fermentas,
#EP0351). Alukkeiden sekvenssit olivat seuraavat: p400F (kiinnittyy He/80
verrokkikannan nukleotideihin  210-227) ATCTAGGCAGAACGCAGTG ja p400R
(nukleotidit 585-606) GTAGTGTAGCAGTCTCACCATG. Seokseen lisattiin 5 pl
eristettyd RNA:ta, ja seosta inkuboitiin 1,5 tunnin ajan 37 °C:ssa (Queue-lampdkaappi).
Positiiviverrokkina kaytettiin samalla viruskannalla kokeellisesti infektoidun Wistar-

rotan aivondytettd. Negatiiviverrokkina kéytettiin ribonukleaasitonta vetta.

PCR-reaktioseosta tehtiin 95 pl. Reaktioseoksen koostumus oli: Tag-puskuri, jossa
mukana (NH4)2SOg4, 200 uM dNTP-seos, 1,5 mM MgCl,, 0,5 uM aluke p400F, 0,5 uM
aluke p400R, 2,5 u Tag DNA Polymeraasi — entsyymi (Fermentas #EP0402).
Reaktioseos séilottiin pakasteessa -20 °C:ssa enint&dén 3 viikkoa, jos sité ei kéytetty heti.
Ennen PCR-ajoa seokseen lisattiin templaatiksi 5ul k&&nteiskopioinnin tuotetta,
komplementaarista DNA:ta. Ohjelman aikana DNA:ta monistettiin alkudenaturaation
(95 °C:ssa 3 min) jalkeen 35 syklig, joissa toistuivat DNA:n denaturaatio minuutin ajan
95 °C:ssa, alukkeiden Kiinnittyminen minuutin ajan 52 °C:ssa ja pidennysreaktio
minuutin ajan 72 °C:ssa. Loppupidennysreaktio tapahtui 72 °C:ssa 10 min ajan.
Ohjelman loputtua laite séilytti ndytteet + 4 °C:ssa. PCR ajettiin Haartman-instituutissa
(PTC-200, Peltier Thermal Cycler).

Monistustuotteet todettiin  agaroosigeelielektroforeesilla  (Electrophoresis Power
Supply), jota varten valmistettiin 1,5% agaroosigeeli TAE (tris-asetaatti-EDTA) -
puskuriin (SeaKem (Canbrex)). Geelin kaivoon pipetoitiin 10 pl seosta, jossa oli PCR-
tuotetta 10 pl ja 2,5 pl 5x Loading Buffer -painopuskuria (60% glyseroli, 10 mM EDTA
(etyleenidiamiinitetraetikkahappo), 0,3 % BPB (bromifenolisininen)). Kaytetty
molekyylipainomerkkiaine oli pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker 23, (Fermentas
#SMO0223). Ajoaika TAE-puskurissa oli noin 40 min 100 V:lla, mink& jalkeen geeli
varjattiin etidiumbromidilla (10 ug/ml) (Amresco) heiluttajalla (FinePCR, SH3OL,
Reciprocating Shaker) n. 15 min ajan ja huuhdeltiin vedellda n. 30 min ajan vaihtaen
vettd 4 min vélein. Geelistd etsittiin 396 bp kokoista monistustuotetta, ja se kuvattiin
UV- valossa (Gel Doc 2000, ohjelma Quantity One, Bio Rad).
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7.6 Vasta-aineiden etsiminen

Myyrien verindytteistd etsittiin vasta-aineita Borna-virusta vastaan kayttamalla
epéasuoraa immunofluoresenssimenetelméa. Verindytteet laimennettiin PBS-liuokseen
1:10  laimennokseksi,  joka  vastaa  karkeasti  seerumilaimennosta  1:20.
Positiiviverrokkina kaytettiin BDV-infektoidun Lewis-rotan seerumia laimennoksena
1:100 (Sibylle Herzog, Giessen).

Antigeenina objektilasin kaivoissa oli Borna-viruksen He/80 —kannalla infektoituja,
asetonilla kiinnitettyjd ja permeabilisoituja C6-soluja (rotan astrosyyttisoluja)
(Kinnunen ym. 2007). Kussakin kaivossa oli noin 40 000 astrosyyttid, joista 1/3 oli
infektoituja ja 2/3 infektoimattomia. Kaivoihin lisattiin 25 pl naytettd. Laseja
inkuboitiin 37 °C:ssa (Queue-lampokaappi) 30 min, jonka jalkeen niitd pestiin PBS:11a
(3 x 5 min) ja tislatulla vedella 5 min. Sekundaarisena vasta-aineena kaytettiin FITC-
konjugoitua ), kanissa tuotettua, anti-mouse IgG:tda (DAKO, F0261), jota liséttiin
kaivoihin 25 pl. Laseja inkuboitiin 37 °C:ssa 30 min, jonka jalkeen ne pestiin PBS:l14 (3
x 5 min) ja tislatulla vedelld 5 min. Negatiiviverrokkina kaytettiin pelkkd4 PBS-liuosta.
Valmiit lasit tutkittiin mikroskoopilla UV-valossa (Olympus U-RFL-T). Positiiviseksi
tulkittiin ndytteet, joita sisdltdvien kaivojen soluissa todettiin fluoresoivia pilkkuja joka
kolmannessa tumassa. Jos pilkkuja oli vdhemman, ndyte tulkittiin rajatapauksena

negatiiviseksi.

Aikuisten myyrien verindytteista etsittiin vasta-aineita ortopox-, Puumala- ja arena-
viruksia vastaan samalla menetelmélld kuin Borna-viruksen vasta-aineita. Antigeenina
kéytettiin suomalaisia Puumala- ja lehmérokko (ortopoxvirukset)- sekd LCMV:n
ulkomaista Armstrong (arenavirukset) -viruskantaa, jolla oli infektoitu n. 10 %
kaivoihin  Kiinnitetyistd ~ Vero-E6-soluista  loppujen 90  %:n  toimiessa

negatiivikontrolleina.
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8 TULOKSET
8.1 Myyratulokset

Myyrénpoikasten kayttaytymistd, virkeyttd ja ulkoisia merkkejad sairastumisesta
seurattiin paivittain vertaamalla infektoituja verrokkipoikasiin. Poikasten ylimaaréista
késittelyd ja hermostuttamista véltettiin, joten niiden alettua liikkua peséasta seuranta
tapahtui paéasaantoisesti tarkkailemalla h&kin ulkopuolelta.

Poikanen 3.2 (infektoitu laimennoksella 10* ffu) lopetettiin 23 vrk infektion jalkeen
(p.i.), koska se Kkiersi pakonomaisesti pientd ympyrad hakissadn. Poikanen 9.3
(infektoitu 10*-laimennoksella) 16ytyi hakistaan kuolleena 36 vrk p.i.. Poikanen oli ollut
erittdin rauhaton edellisena paivana. Poikanen 13.5 (infektoitu 10°-laimennoksella)
lopetettiin 42 vrk p.i.. Aikaisemmin poikanen oli ollut vilkas, mutta lopetuspdivana se
oli rauhallinen, térisevd, ataktinen, pienikokoinen ja laiha, eik& se ollut hoitanut
turkkiaan. Yhden poikasen (5.3 tai 5.4%, infektoitu 10°-laimennoksella) oli havaittu
tarisevan hieman hakissédan 41 vrk p.i.. Sguraavana paivand, kun poikanen lopetettiin
suunnitelman mukaisesti, ei oireita enda havaittu. Yhteensa siis neljalla poikasella 42
infektoidusta (9,5 prosenttia) esiintyi vakavia oireita. Yhdellakadn yhdeksésta

verrokkipoikasesta ei esiintynyt vastaavanlaisia oireita.

Pisimpadn (véhintadn 40 vrk) seuratuista 15 infektoidusta poikasesta kuusi (#3.4, 8.3,
8.4, 15.5, 15.6 ja 13.6) oli erittéin vilkasta: ne hyppivét ja juoksivat hakkien siivouksen
yhteydessd, ja lopetusta varten kiinni otettaessa enemman kuin muut. Vilkkaat poikaset
oli infektoitu joko 10° tai 10 -laimennoksella. Yksikdan yhtd pitkdan seuratuista
kolmesta verrokkipoikasesta tai pienemmalla virusmaarélla infektoidusta poikasesta ei
kayttaytynyt samoin.

Yhteens& 10 poikasta 42 infektoidusta (24 prosenttia) oireili poikkeavasti yhdeksaan
verrokkipoikaseen verrattuna (LIITE 1). Infektoinnista aiheutuvan oireriskin eron p-
arvo ei ollut tilastollisesti merkitsevd nailld infektoitujen ja verrokkimyyrien
lukumaéarilla (p = 0,058). Myyréemoilla tai sieraimiin infektoiduilla aikuisilla myyrilla

el havaittu poikkeavaa kayttaytymista verrokkipoikasten emoihin verrattuna.

! Poikaset numeroitiin vasta lopetuksen yhteydess4, koska tussimerkinnat eivat pysyneet niissa eika
invasiivisia menetelmid haluttu kayttaa.
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8.2 Genomin osoittaminen

Kaikkien myyrénpoikasten aivonaytteet tutkittiin PCR-menetelméall4d Borna-viruksen N-
proteiinin geenin osoittamiseksi (Liite 1). Kahta poikasta (13.2 ja 7.2) lukuun ottamatta
kaikilta infektoiduilta monistui Borna-viruksen genomia (Kuva 3). Negatiiviseksi jaanyt
poikanen 7.2 oli infektoitu viruslaimennoksella, joka oli ollut +4 °C:ssa y6n ajan’.
Kéytetyn viruslaimennoksen suuruudella tai poikasen elinvuorokausien lukumaaralla e_i
havaittu vaikutusta PCR-tuloksiin. Itsestddn kuolleiden tai eldinsuojelullisista syista
lopetettujen poikasten aivoissa todettiin Borna-viruksen RNA:ta. PBS-injektoitujen
verrokkipoikasten tai aikuisten myyrien, myoskadn sieraimeen infektoitujen,

alvonaytteissa ei havaittu Borna-viruksen RNA:ta.
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Kuva 3. Myyrénpoikasten aivondytteiden PCR-positiiviset tulokset suhteessa kaytettyyn
infektioannokseen ja aikaan infektiosta. Pylvdiden p&éalta ilmenee positiivisten ndytteiden osuus

kaikista saman infektioannoksen néytteistd (x/x, punaisella poikkeavat tulokset).

2 Poikasia syntyi oletettua enemman, joten kahdelle poikaselle (7.1 ja 7.2) kéytettiin edellisesté paivasta
"yli jadnyttad” viruslaimennosta, jota oli sdilytetty jadkaapissa edellisesta paivasta.
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8.3 Vasta-aineloydokset

Myyrénpoikasten verindytteista etsittiin epdsuoralla immunofluoresenssimenetelmalla
(IFA) IlgG-vasta-aineita Borna-virusta vastaan. Varhaisimmat vasta-aineloydokset
saatiin vasta nelja viikkoa infektion jalkeen lopetetuista poikasista (Kuva 4.).
Viruslaimennoksella 10% ffu infektoiduista poikasista 2/3 oli vasta-ainepositiivisia seka
nelja etta kuusi viikkoa p.i.. Kaikki laimennoksella 10° ffu infektoidut poikaset, ja vain
puolet 10* ffu infektoiduista olivat vasta-ainepositiivisia kuusi viikkoa p.i.. Itsestadn
kuolleen poikasen (9.3) verindytteestda todettiin  vasta-aineita  (Liite 1).
Verrokkipoikasten seka eldinsuojelullisista syista lopetetun poikasen (3.2) verindytteista
ei todettu vasta-aineita. Kolmelta poikaselta (3.1, 9.1, 11.1) ei saatu verindytetta.

Aikuisilta myyriltd lopetuksen jdlkeen otetuista verindytteistd ei todettu Borna-

virusvasta-aineita.
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Kuva 4. Myyranpoikasten verindytteiden vasta-aineldydokset suhteessa infektioannokseen ja

aikaan infektiosta, IFA. Leved pylvés = positiivinen ndyte, kapea pylvas = negatiivinen ndyte.

9 POHDINTA
Tassa pilottitutkimuksessa osoitettiin, ettd Borna-viruksella voidaan kokeellisesti

infektoida vastasyntyneitd metsamyyrdn poikasia. Viitteitd infektiosta saatiin seka
serologisesti epasuoralla IFA:lla ettd molekyylibiologisesti RT-PCR-menetelmalla.

43



9.1. Myyrénpoikaset

Myyrien kayttdytymistd seurattiin kokeen aikana paivittain. Poikasten yksilollinen
seuranta ei onnistunut, koska poikasia ei saatu luotettavasti merkittya ei-invasiivisilla
menetelmilla. Infektoiduista poikasista 79 prosentilla (33/42) ei esiintynyt poikkeavaa
kayttaytymista.

Kuusi poikasta (#3.4, 8.3, 8.4, 15.5, 15.6 ja 13.6) eli 12 prosenttia (6/52) kaikista
poikasista oli noin viiden - kuuden viikon idssé selvasti vilkkaampia kuin toiset.
Lemmikkihiirillda tunnetaan niin sanottu kirppuikékausi, joka alkaa noin kahden viikon
i4ssd. Silloin hiirenpoikaset ovat vaikeasti kasiteltdvia, koska ne purevat herkésti ja
hyppivat silmittomésti mihin tahansa. Kausi menee ohi yleensd viimeistddn neljan
viikon ikdisend ja saattaa olla yhteydessd emosta vieroitukseen. Metsamyyrilla
vastaavaa ei ole havaittu. Tosin myyratutkijan mukaan metsdmyyrien kayttaytymisessa
késiteltdessd on muutenkin suuria eroja: toiset tekeytyvat kuolleiksi tai eivat reagoi
lainkaan, ja toiset ovat hyvin vilkkaita (Kallio K, sdhkopostikommentti 14.5.2009).
Kuuden viikon idss& myyranpoikaset aikuistuvat ja hormonaaliset muutokset
saattaisivat myods selittdd villia kayttaytymistd (Henttonen H. s&hkdpostikommentti
20.5.2009). Tosin enemmistolla taman ikaisiksi tai vanhemmiksi seuratuista poikasista
vastaavaa kaytostd ei havaittu. Vilkkaista poikasista nelja oli naaraita ja kaksi urosta,
jolloin selkedd sukupuolieroa kayttdytymisessa ei ole havaittavissa, ainakaan néin
pienelld elainmaarélla. Kayttdytymiserot voivat olla myds emosta riippuvaisia
(Henttonen H. sahkopostikommentti 14.4.2010). Tassa aineistossa ei ollut selkedsti

havaittavissa vilkkaiden poikasten keskittymista tietylle emolle.

Villien myyranpoikasten lisaksi neljalla myyrénpoikasella (#3.2, 9.3, 13.5 ja 5.3 tai 5.4),
9,5 prosentilla kaikista infektoiduista (4/42) poikasista, havaittiin erilaisia muita,
vakaviakin oireita tutkimuksen aikana, ja yksi poikanen (#9.3) kuoli itsestdan. Ndiden
neljan myyran virusannokset vaihtelivat 10% - 10* ffu valilld. Yhteensa 24 prosenttia
(10/42) infektoiduista myyrénpoikasista oireili poikkeavasti verrokkipoikasiin
verrattuna. Pienen otoskoon takia tulos ei kuitenkaan ole tilastollisesti merkitsevé, silla
oireriskien erojen p-arvo on > 0,05. On mahdollista, ettd viruksen injektointi aiheutti
mekaanisesti vamman tai bakteeritulenduksen aivoihin ja oireet olivat sen seurausta.

Poikasella 3.2 oli vakavimmat oireet, joten erityisesti sen kohdalla ei ole poissuljettua,

44



ettd kyseessd oli injektiovamma tai bakteeritulehdus. Toisaalta verrokeille pistettiin
aivoihin samalla tavalla samaa laimennusliuosta (PBS), mutta ilman virusta, eik& niilla
havaittu poikkeavia oireita tai kayttdytymistd. On myos mahdollista, etté oireet johtuivat
Borna-virusinfektiosta. Asian varmentamiseksi tarvittaisiin - enemman ainakin
verrokkimyyrié: yksi oireeton verrokkimyyra lisadé olisi tuottanut oireriskien erolle p-
arvon 0,046, jolloin eroa voitaisiin pita4 tilastollisesti merkitsevana (<0,05). Toisaalta
selvaén eroon, eli siihen, etté oireriskin luottamusvalit eivat ulottuisi toistensa alueelle,

tarvittaisiin peréti 22 oireetonta verrokkia enemman.

Vastasyntyneind Borna-viruksella infektoiduilla rotilla on havaittu normaalista
poikkeavaa kayttaytymista, vaikka varsinaisia Bornan taudin oireita ei todetakaan (ks.
kappale 3.2.2.1. Rotta). Osa vastasyntyneind infektoiduista rotista on myos oireillut
poikkeavasti, ja my0s kuollut kokeiden aikana tuntemattomista syistd, esimerkiksi
Sauder & de la Torre (1999). Puumalavirus (PUUV) -infektiolla on
kantajametsamyyrille positiivisia vaikutuksia muun muassa maternaalisten vasta-
aineiden kautta (Kallio ym. 2006), ja infektio saattaa my06s muuttaa
ainakin aikuisten urosten virtsaamiskayttaytymista ja lisatd virtsan maaréa (Henttonen
H. sdhkdpostikommentti 15.4.2010). PUUV-infektio kuitenkin heikentdd metsamyyrien
talven yli selviytymistda (Kallio ym. 2007). Toimiakseen reservoaarina eldin ei voi
sairastua liian pahoin kantamastaan patogeenista. Patogeenille olisi edullista, jos se
ennemminkin edesauttaisi kantajaeldimensd selviytymistd luonnossa. Suurimmalla
osalla infektoiduista myyranpoikasista (33/42 infektoitua) ei havaittu poikkeavaa
kayttaytymista tai oireilua verrattuna verrokkipoikasiin (9 poikasta), eika villin
kayttaytymisen vaikutusta myyrien eldmddn ja selviytymiseen tutkittu tdman

tutkimuksen yhteydessa.

9.2. Myyraemot

Tutkimuksessa mukana olleiden aikuisten myyrien, mukaan luettuna sieraimensiséisesti
infektoidut, aivokudoksessa ei havaittu Borna-viruksen genomia eik& emoilla havaittu
Bornan taudin oireita. Emot vieroitettiin poikasista noin nelja viikkoa infektoinnin
jalkeen ja lopetettiin noin seitsemén viikon kuluttua infektiosta. Vastasyntyneina
infektoitujen rotanpoikasten emoilla havaittiin taudin oireita kolmen - viiden

kuukauden kuluttua poikasten infektoinnista (Morales ym. 1988), vaikka aikuiset naiivit

45



rotat saivatkin oireita jo viiden — kuuden viikon kuluttua infektoituneiden rottien kanssa
samaan tilaan laittamisesta (Sauder & Staeheli 2003). Myyrdemot olisivat saattaneet

sairastua tautiin myohemmin, jos koetta olisi jatkettu.

Emojen verindytteet tutkittiin kokeen alussa arena-, Puumala-, orthopox- ja Borna-
virusvasta-aineiden varalta. Kahta lukuun ottamatta kaikilla emoilla todettiin PUUV-
spesifisid vasta-aineita. Suomen luonnosta on vaikeaa saada PUUV-negatiivisia eldaimig,
koska iso osa suomalaisista myyrista kantaa ja levittdd virusta. Jo pelk&stdédn taman
takia koe suoritettiin turvalaboratoriossa, jonne menemistd varten pukeuduttiin
suojavarusteisiin. Poikasten verindytteita ei tutkittu kokeen lopussa PUUV-spesifisten
vasta-aineiden varalta. Kuitenkin tiedetdan, ettd infektoituneet, vasta-ainepositiiviset
myyrét valittavat vasta-aineita poikasilleen, jotka ovat sen seurauksena véliaikaisesti
suojassa PUUV-infektiolta. Maternaalisilla vasta-aineilla on muutenkin positiivinen
vaikutus myyrénpoikasten alkutaipaleeseen ja kehitykseen (Kallio ym. 2006). PUUV-
infektion tai maternaalisten vasta-aineiden mahdollista vaikutusta Borna-virusinfektion
syntyyn ja Borna-viruksen aiheuttamaan elimiston immuunivasteeseen ei otettu

huomioon tassa tutkimuksessa eiké aiheesta l16ytynyt tutkimustietoa.

Eri jyrsijalajeilla ja saman lajin kannoillakin on havaittu poikkeavuuksia herkkyydessa
sairastua oireilevaan Bornan tautiin (kappale 3.2 Taudinkulku ja oireet). Té&ssa
tutkimuksessa ei kiinnitetty huomiota myyrien geneettisiin ominaisuuksiin ja niiden

mahdollisiin vaikutuksiin tutkimustuloksiin.

Tutkimusta varten turvalaboratorioon tuotiin ryhmé kantavaksi oletettuja myyrid. Naista
kuitenkin vain kaksi (myyrat 2 ja 3) sai poikasia. Kun suuri mahojen mééara havaittiin,
koetta varten astutettiin saman tien ja tuotiin parin viikon kuluttua uusi emoryhma.
Siitd vuorostaan kahta lukuun ottamatta kaikki saivat poikasia, ja osa poikueista oli
odotettua isompia. Hyvé poikassaalis toisesta emoryhmésta yllatti, koska edellisessa
ryhmaéssa oli niin monta mahoa. 1kdan kuin ylimaaraisin syntyneet poikaset infektoitiin
suuremmilla virusmaarilld, jotta alkuperdisoletuksen mukaan saataisiin varmemmin
tuloksia (katso kappale 7). Koska kokeen pituutta ei ollut mahdollista jatkaa, vain kaksi
poikasta (ensimmaisistd emoista) ehti tavoiteltuun kahdeksan viikon ik&an ennen

lopetusta.
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9.3. PCR- tulosten pohdintaa

Kahta myyranpoikasta (#13.2 ja 7.2) lukuun ottamatta kaikkien infektoitujen poikasten
(40/42) aivokudoksessa todettiin Borna-viruksen genomia riippumatta elinvuorokausien
madrésta tai viruslaimennoksesta. Jos virus olisi replikoitumisen sijaan inaktivoitunut
aivoissa, elimistdon puolustusmekanismit (esimerkiksi makrofagit) olisivat kyenneet
tuhoamaan viruksen jo ensimmaisen kahden viikon aikana. Tallgin virus-RNA:ta ei olisi
endd loytynyt PCR:lla.  Tamén tutkimuksen PCR-tulokset varmistettiin IHC-

menetelmalld (Heikkild 2005) my6hemmissé jatkotutkimuksissa (Kinnunen ym. 2009).

Poikanen 7.2 oli infektoitu viruslaimennoksella, joka oli ollut +4 °C:ssa yon ajan.
Borna-virus sdilyy infektiivisena +4 °C:ssa yli kolmen kuukauden ajan (Danner & Mayr
1979), joten sdilytyksen ei pitdisi olla syynd infektoitumattomuuteen. Poikanen 13.2. oli
infektoitu viruslaimennoksella 10% ffu ja lopetettu kahden viikon kuluttua infektiosta.
Joko poikaset eivat tuntemattomasta syystd infektoituneet tai kyseessd on
virhenegatiivinen tulos. Jos tutkittavaan ndytteeseen ei ole saatu niit4 osia aivoista, jossa
Borna-viruksen genomia olisi ollut todettavissa tai jos ndytteessd on tapahtunut
kuoleman jdlkeistd RNA:n hajoamista, geenimonistusmenetelmilla saadaan
virhenegatiivinen tulos, vaikka eldin olisikin ollut Borna-virusinfektoitunut (Sauder ym.
2002). Virhenegatiivinen tulos voi aiheutua myos PCR-inhibiittoreista, joita voi joko
olla  kudoksessa alun perin tai, todenndkdisemmin, jaad&d n&ytteeseen

nukleiinihappoeristyksen reagensseista.

PCR-menetelmdn ongelmana on sen herkkyys, joka tietenkin toisaalta on myo6s
menetelmén etu. Tassd kokeessa positiivisina pidettiin vain niitd ndytteitd, jotka olivat
positiivisia yhden PCR-kierroksen jdlkeen (katso 7.5 Genomin etsiminen). Kokeessa
kaytettiin alun perin nested-PCR-menetelmad eli kahta sisakkaista alukeparia. Nested
todettiin lilan herkaksi tahan tarkoitukseen, kun virusta oli aivoissa paljon, joten
siirryttiin kdyttdmaan vain yhtd PCR-kierrosta. Toisen kierroksen tulokset olivat hyvin
ristiriitaisia (muun muassa verrokkipoikasista osa oli positiivisia) todennakdisesti
jossakin kokeen vaiheessa tapahtuneen kontaminaation seurauksena. Kontaminaatio on
todennékdisesti tapahtunut jo myyrien lopetuksen ja preparoinnin yhteydessa
turvalaboratorion biosuojakaapissa. Myyrien preparoinnissa kaytettiin samoja alustoja,

jotka tosin desinfioitiin alkoholilla myyrien valisséd. Virtsandytteiden kerdykseen
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kaytettiin - my6s rasioita, jotka desinfioitiin  alkoholilla  myyrien  valilla.
Ristikontaminaatio myéhemmin on epatodenndkoisempéd, koska eri vaiheet tehtiin eri

biosuojakaapeissa ja puhtaissa laboratorioissa, eika putkia pidetty yhté aikaa auki.

9.4. IFA-tulosten pohdintaa

Tulosten perusteella nayttéisi, ettd Borna-virusspesifiset vasta-aineet kehittyvét
poikasilla varsin myohaan, silld ensimmaiset positiiviset tulokset saatiin vasta neljan
viikon kuluttua infektiosta ja silloinkin vain 21 prosenttia tutkituista infektoiduista
(3/14) oli positiivisia. Elimiston humoraalinen puolustusvaste ei siis reagoi heti
taudinaiheuttajien saavuttua elimistoon. Aikuisena infektoitujen rottien seerumista
voidaan todeta Borna-virusspesifisid vasta-aineita jo kuuden — kahdeksan vuorokauden
kuluttua aivojensisdisestéd infektiosta (Lipkin & Briese 2007). Toisaalta nimenomaan
vastasyntyneind infektoiduilla rotilla humoraalinen immuunivaste on heikko verrattuna
aikuisiin rottiin: Carbonen ja tyéryhmén (1991b) havainnoissa vastasyntyneené suurella
(1-5 x 10* TCIDsg) virusmaaralla infektoiduilla rotilla titteri oli 20 vasta 144 vrk eli
l&hes viisi kuukautta infektion jalkeen (katso 4.2.2.1 Rotta. Vastasyntynyt rotta). Tassa
tutkimuksessa ~ kaytettiin  verilaimennosta  1:10, joka vastaa  karkeasti
seerumilaimennosta 1:20. Rottatutkimuksen virusmaaraa vastaavalla
viruslaimennoksella 10* ffu infektoitujen myyranpoikasten vasta-aineita havaittiin
(titteri > 20) kuusi viikkoa p.i. lopetetuilla poikasilla. Talldin 50 prosentilla ryhman
poikasista (2/4) oli vasta-aineita. Rotanpoikasiin verrattuna myyranpoikasilla todettiin

vasta-aineita siis suhteellisen aikaisin.

Infektioannos 107 ffu nostatti vasta-aineet kahdella kolmesta neljan ja kuuden viikon
ikdisend lopetetuista poikasista. Neljan viikon kuluttua infektiosta lopetettujen poikasten
osalta katsottuna 10% ffu annos oli siis tehokkain vasta-aineiden indusoija. Kuitenkin
annoksella 10° ffu infektoiduista poikasista kaikilla todettiin vasta-aineita kuuden viikon
kuluttua infektiosta. Vaikka laboratoriokokeissa nopeus on valttia rahan ja ajan
séastamiseksi, lienee luonnossa, etenkin kun etsitdédn mahdollista reservoaaria, kuitenkin
tarkeintd, ettd mahdollisimman moni infektoituu viruksella. Joka tapauksessa suurin
virusmaara ei ollutkaan tehokkain vasta-aineiden aiheuttajana, silld annoksella 10* ffu
vain puolella infektoiduista oli vasta-aineita seerumissaan ja niillakin vasta kuusi

viikkoa infektion jalkeen.
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IFA:n tulosten tulkitseminen on subjektiivista. Borna-virusspesifisten vasta-ainemaarien
vahdisyydestd johtuen ndytteessd saattaa tapahtua vasta-aineiden epéspesifia
sitoutumista, joka ilman luotettavia negatiivikontrolleja saattaa véaristéa tuloksia. Tassa
tutkimuksessa epavarmat tulokset laskettiin negatiivisiksi. Epavarmat tulokset saattoivat
tassakin tutkimuksessa johtua joko epéspesifista reaktiosta tai sitten naytteessa oli vasta
juuri tapahtumassa serokonversiota, ja vasta-ainetulos oli vasta muuttumassa

positiiviseksi.

9.5 Jatkotutkimuksia ja tulevaisuutta

Taman tutkimuksen ryhmékoot olivat niin pienet, etté tilastollisesti merkitsevia tuloksia
el saatu, joten tulokset ovat vain suuntaa antavia. Kuitenkin tulokset tuovat lisévaloa
luonnonjyrsijoiden vasta-aineloydosten tulkintaan: kaikkiaan vain 38 prosenttia
infektoituneista myyrista (15/40) nosti vasta-aineet IFA:lla havaittavalle tasolle (Liite
1). Varmistetuilla Bornan tautiin kuolleilla hevosilla on Borna-virusspesifisid vasta-
aineita seerumissa vain 41 prosentilla (Grabner & Fischer 1991). Luonnossa saattaakin
siis olla paljon enemman Borna-virusinfektoituneita myyrid kuin aikaisempien vasta-

aineloyddsten (Kinnunen ym. 2007) perusteella voitaisiin paatella.

Tulokset my6s rohkaisevat jatkamaan metsdmyyrien tutkimista mahdollisena
reservoaarilajina, silla persistoiva virusinfektio ilman vakavia taudin oireita
suurimmalla osalla populaatiosta, mahdollistaa viruksen levittdmisen myds muualle
elimistoon ja sen ulkopuolelle. Tutkimuksessa ei tosin selvitetty viruksen mahdollista
levidmistd aivoista muualle myyrénpoikasten elimistoon. Erityisen kiinnostavaa olisi
tietdd erittyyk0 virusta myyrénpoikasten elimistostd esimerkiksi virtsassa, koska
viruseritys on edellytys reservoaarina toimimiselle. Myyrien elimet keréttiin ja s&ilottiin
jatkotutkimuksia varten. Myohemmin tutkimusta on jatkettu elinten tutkimisella
immunohistokemiamenetelméalld. Alustavien tulosten perusteella virus ainakin joissain
tapauksissa levidd aivoista muualle elimistoon, esimerkiksi virtsarakkoon, josta on

todettu Borna-virus antigeenia (Kinnunen ym. 2009).

Jatkossa voitaisiin selvittdd tarttuuko Borna-virus kokeellisesti infektoiduista myyrista
infektoimattomiin, esimerkiksi infektoimalla vain osa poikueen poikasista tai laittamalla

naiiveja myyria infektoitujen kanssa samaan tilaan. Lisdksi olisi tarpeen selvittadd
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tarttuuko virus esimerkiksi likaisten purujen valitykselld laittamalla naiiveja myyria
silvoamattomaan hékkiin, josta infektoitu eldin on siirretty pois. Rotilla likaisten
purujen valitykselld tapahtuvaa tartuntaa ei ole todettu (Sauder & Staeheli 2003), mutta
ne eivét valttdmatté olekaan Borna-viruksen luonnollinen reservoaarilaji (Tsujimura ym.
1999). Tassa kokeessa sieraimensisdinen infektointi pienelld virusmaarélla ei
aiheuttanut RT-PCR-menetelmélld todettavissa olevaa keskushermostoinfektiota
kahdella aikuisella myyralla 3,5 tai 5 viikossa infektion jélkeen, vaikka Borna-viruksen
oletetaankin péd&sevan elimistoon todenndkdisesti sierainten kautta ja rottia on saatu
infektoitua sieraimensiséisesti (Sauder & Staeheli 2003). Aihe vaatisi kuitenkin

lisdtutkimusta eri virusmaarilla, inkubaatioajoilla ja suuremmalla myyrdaineistolla.

Borna-viruksen epidemiologinen tutkimuskenttd on laaja ja siind riittdd viel& paljon
selvitettdvad. Luotettavaa tutkimustietoa ei ole vield saatavilla eri puolilta maailmaa,
joten lopullinen levinneisyyskartta on piirtdmattd. Avibornavirustyypin l6ytyminen
(Kistler ym. 2008) herattdd kysymyksen, onko muitakin Bornan alalajeja vield
I0ytdamattd. Perinteisilla tutkimusmenetelmilla avibornavirusinfektio olisi saattanut
jadda huomaamatta. On mahdollista, ettd uudella tekniikalla saattaisi 16yty4 uudenlaisia

Borna-virustyyppeja myds muista eldinlajeista, esimerkiksi jyrsijoista ja paastaisista.

Aivan hiljattain julkaistussa artikkelissa esitetddn, ettd Borna-viruksen genomia on
integroituneena joidenkin nisékaslajien genomiin (Horie & Honda ym. 2010). Havainto
asettaa tdmankin tutkimuksen tulokset uudelleen tarkasteltavaksi. Periaatteessa
tutkituilla myyrilla saattoi siis olla endogeenista Borna-viruksen N-proteiinin DNA-
kopiota aivoissa, ja siksi kokeessa saatiin positiivisia PCR-tuloksia. T&mén
mahdollisuuden todenndkoisyyttd védhentdd kuitenkin sekd se, ettd kaikki
negatiiviverrokit ja myyrdemojen aivot olivat PCR-negatiivisia tutkimuksessa kaytetyn
Borna-viruksen N-proteiinin genomin emasjarjestyksen osalta, ettd se, ettd eristimme
alvonaytteista ainoastaan RNA:n ja havitimme DNA-fraktion. LOydetyt integroituneet
N-proteiinisekvenssit ~ eroavat  toisaalta  niin  paljon  PCR-menetelmdmme
alukesekvensseistd, ettei mahdollinen integroitunut DNA olisi todenndkdisesti edes
monistunut. Tulevaisuudessa tdmén tutkimuksen néytteet voisi tutkia uudestaan PCR:11&
ilman kaanteiskopiointia, jotta havaittaisiin mahdollinen endogeeninen Borna-

virusspesifinen DNA tai infektioon k&ytetyn BDV:n integraatio.
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10 YHTEENVETO

Tassé tutkimuksessa osoitettiin PCR- ja IFA- menetelmilld, ettd suomalainen
metsamyyra saadaan infektoitua kokeellisesti Borna-viruksella, kayttdmalla virusmaaria
10%, 10%® ja 10* ffu aivoihin ruiskutettuna. Suurimmalla osalla (79 prosentilla)
infektoiduista poikasista ei havaittu poikkeavaa kayttdytymista tai oireita
verrokkipoikasiin verrattuna. Infektioannos 10 ffu nostatti vasta-aineita elimistossa
nopeimmin useammalle, kun taas 10° ffu infektioannos nosti vasta-aineita kuuden
viikon kuluttua infektiosta kaikille ryhman myyrille. Suurin virusmaara (10* ffu) nosti
vasta-aineita vasta kuuden viikon kuluttua infektiosta, ja vain puolelle ryhman myyristé.

Vasta-aineita havaittiin 38 prosentilla infektoituneista myyranpoikasista.

Tutkimustulokset tukevat metsamyyrdn mahdollista asemaa Bornan taudin
epidemiologiassa reservoaarieldinlajina ja antavat my6s suuntaa luonnonjyrsijoisté
saatujen vasta-aineloydosten tulkintaan. Reservoaarina toimimisen varmistamiseksi
tarvitaan kuitenkin jatkotutkimuksia, joissa selvitetddn viruksen kulkeutumista

elimistossa sekd tartuntareittia myyrésta toiseen ja isdntaelaimiin.
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