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SUMMARY

Bovine Respiratory Syncytial Virus (BRSV) is a common cause of respiratory
disease among young cattle. The virus causes severe losses; the herd mortality
rate can sometimes be as high as 20 %. In this study the avidity (i.e the antigen
binding force) of BRSV specific antibodies was measured to see if there was a
difference between antibodies produced during an acute phase of infection and
antibodies produced by earlier infected animals.

A commercially available ELISA-testkit against BRSV-specific antibodies was
used and an incubation step with 6M urea was added. The effect of the urea is that
it breaks the weak bonds between antibodies and antigen while the stronger bonds
remain intact.

Four different groups of animals were included in this study; seven calves that
were naturally infected, three acutely infected calves with known time of
infection, five cows that were seropositive during several years and four
experimentally infected calves that had been a part of a vaccine trial.

The results of this study showed that antibodies produced during the acute phase
of an infection had a low avidity and that the avidity increased with time after
infection. Antibodies produced by animals that have been seropositive for a long
time and the maternally derived antibodies had a high avidity. There was no
correlation between the amount of antibodies and avidity.
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INTRODUKTION
Bovint respiratoriskt syncytialt virus och sjukdomen det orsakar
Etiologi

Bovint respiratoriskt syncytialt virus (BRSV) tillhor tillsammans med bland annat
Humant respiratoriskt syncytialt virus och pneumonivirus hos mus genus
Pneumovirus (figur 1) i Paramyxoviridaefamiljen, underfamilj pneumovirinae
(Murphy et al 1999). BRSV ir ett pleomorft virus med grovt sett en sférisk form,
diameter r 1 snitt 200 nm. Viruset omges av ett lipidmembran som det har tagit
fran vérdcellen. Det enkelstrangade, negativa RNA’t sitter tdtt sammanhéllet med
nukleoproteiner (Wellemans 1990). Tio olika virala proteiner kan hittas i
infekterade celler (Lerch et al 1989), bland annat ett stort glukoprotein som
mojliggor for viruset att fasta vid vérdcellen och ett fusionsprotein som ansvarar
for virusets sammansmaltning med vérdcellens membran. Virusreplikationen sker
till sin helhet 1 vérdcellens cytoplasma (Larsen 2000).

Figur 1. Pneumovirus.

Viruset kan odlas 1 en stor méngd olika priméra bovina cellkulturer. Exempel ér
celler fran testiklar, trachea, aorta, mjilte och lunga samt turbinatceller. Viruset
kan dven véxa 1 vissa celler fran andra djur och ménniska. Det vixer dock bittre 1
bovina celler 4n i humana celler.

Viruset ér kénsligt for lagt pH, eter och kloroform. Det forstors vid 56°C efter 30
minuter. Aven om viruset dr kdnsligt s& kan det forbli infektidost minst tio &r om
det forvaras i flytande kvive.

Epidemiologi

Viruset finns 1 stort sett i hela virlden. I en svensk studie av Bengtsson och Viring
(2000) undersoktes forekomsten av antikroppar mot BRSV hos kalvar 1 atta
mjolkkobesittningar och 30 specialiserade kottdjursbesittningar. De mjolk-
kobesittningar som undersoktes var utvalda pd grund av att de hade problem med
luftvidgslidanden, kottdjursbesittningarna var didremot inte utvalda pd grund av
hilsoproblem. Antikroppar pévisades 1 25 % av de undersokta beséttningarna. Det



var en viss skillnad i1 forekomst av BRSV 1 de olika besdttningstyperna. BRSV
forefoll vara vanligare 1 beséttningarna med specialiserad kottdjursuppfodning én
1 mjolkkobesittningarna.

I en annan svensk studie gjord av Hagglund et al (2005a) undersoktes kvigkalvar 1
118 besédttningar. Kalvarna hade haft respiratoriska problem och provtogs vid tva
olika tillfallen (5-11 manader gamla respektive 7-21 méanader gamla). Vid forsta
provtagningen var 30 % av djuren antikroppspositiva for BRSV och mellan de tva
provtagningarna hade ytterligare 26 % av de djuren som var seronegativa vid
forsta provtagningen serokonverterat for BRSV. Andelen infekterade besittningar
var vid forsta provtagningen 29 % och vid andra provtagningen 51 %. Aven
forekomst av andra virus som ger luftvigslidanden (PIV-3, BCoV och BVDV)
undersoktes, ofta sdgs forekomst av flera virus samtidigt.

I en dansk studie av Uttenthal et al (1996) péavisades BRSV i sju av tio
besittningar som hade problem med luftvdgslidanden hos kalv. Denna studie
tydde dven pa att viruset ofta forekom endemiskt och péverkade samma
besittning arligen.

Det ar inte klarlagt hur viruset 6verlever mellan utbrotten. I en studie av Van der
Poel et al (1997) undersoktes forekomsten av persistent infekterade djur. En
okning av antikroppstitern kunde ses efter behandling med kortikosteroider och
stress men det gick inte att pavisa forekoms av virus i undersokta organ.

Utbrotten sker ofta under tidig vinter: oktober till januari. Det dr frimst 3-9
manader gamla kalvar som drabbas men dven andra &ldersgrupper kan insjukna
(Wellemans 1990). Smittan sprids via direkt kontakt men experimentellt har man
aven sett acrosolsmitta pa korta avstand (Mars et al 1999).

Patogenes och patologi

Patogenesen dr inte helt klarlagt men immunmedierade mekanismer spelar
troligtvis en viktig roll (Larsen 2000). Virusreplikation sker framst i epitelceller i
de nedre luftvigarna (Viuff et al 1996) men forekommer dven 1 de Ovre
luftvdgarna. Virusinfektionen mojliggdr for sekundéra bakteriella infektioner med
exempelvis Manheimia haemolytica, Pasteurella multocida och Haemophilus
somnus (Bengtsson & Viring 2000).

Vid obduktion ses makroskopiskt interstitiell pneumoni framfor allt cranioventralt
(Bryson et al 1983, Kimman et al 1989a, Viuff et al 1996). Mucopurulent exudat 1
bronker och bronkioler féorekommer (Viuff et al 1996). Eventuellt kan emfysem
och atelektas ses (Kimman et al 1989a). Odem forekommer i de intralobulira
septumen (Viuff et al 1996). Odem ses #ven i subcutis, endocardium, pericardium
och luftvdgarnas slemhinna, detta tillsammans med cyanos och petechier
(Kimman et al 1989a).

Histologiskt ses bronkit och peribronkit (Bryson et al 1983). En stor méngd
syncytialceller 1 nds- och trachealslemhinnan samt i1 alveol- och bronkiolepitel &r
karaktéristiskt (Kimman et al 1989a, Viuff et al 1996). Det ér viruset spridning
fran cell till cell som ger de karaktiristiska syncytiala jéttecellerna. Degeneration,
nekros, och hyperplasi av brokialslemhinnan ses ofta. Vid forekomst av exsudat,



som framst bestar av epitelceller och neutrofiler, ses ofta &ven 6dem och hyalina
membran (Bryson et al 1983, Kimman et al 1989a, Viuff et al 1996).

Immunsvar

Hur bra skydd mot sjukdom ett djur har beror i allminhet bland annat pa alder,
ras, immunstatus samt kvalitet och kvantitet av antikroppar bade lokalt och 1
serum. Man har dock inte funnit ndgot klart samband mellan skydd mot BRSV-
infektion och nivé pé antikroppar (Larsen 2000). I serum kan IgG, IgM och IgA
pavisas. IgM édr de antikroppar som bildas forst efter en primér infektion. De kan
pavisas fran dag sex till tio och gar att mita under fem till 30 dagar efter det
(Kimman et al 1987, Uttenthal et al 2000). IgG1 pavisas fran ungefar tva veckor
efter infektionstillfdllet och kvarsta en lidngre tid medan IgG2 ses forst en till ett
par veckor senare. IgA kan ibland ses under samma period som IgM (Kimman et
al 1987, Uttenthal et al 2000). Antikroppar forekommer ocksd lokalt pa
slemhinnan 1 luftvdgarna, hos kalv har IgA, IgM och IgG péavisats (Kimman et al
1987, Higglund et al 2004). Aven det cellmedierade immunforsvaret spelar en
viktig roll med framfor allt ett kraftigt cytotoxiskt T-cellssvar (Thomas et al
1996).

Maternella antikroppar ger ett visst, men inte fullgott, skydd mot sjukdomen. Djur
kan utveckla symptom vid en till tre manaders alder dd de fortfarande har
maternella antikroppar kvar. De maternella antikropparna hdmmar kalvens
formaga att bilda egna antikroppar (Kimman et al 1988, Uttenthal et al 1996).

Klinisk bild

Till skillnad fran vissa andra luftvigsvirus ger BRSV kliniska symptom. Vid mild
sjukdom ses hosta och mukdst till seropurulent ndsflode. Andningsfrekvensen &r
nigot 0kad och vid auskultation hors onormala andningsljud. Vi en mattlig
sjukdom ligger andningsfrekvensen over 80/minut och lungljuden &ar kraftigt
forandrade. Vid allvarlig sjukdom visar djuret tecken pa dyspné och har eventuellt
subcutana emfysem (Larsen 2000). De allmidnna symptom som forekommer é&r i
varierande grad feber, nedsatt allméntillstind och anorexi (Bryson et al 1983,
Kimman et al 1988) (figur 1). Mortaliteten kan vara s& hog som 20 % 1 vissa
besittningar.

1




Diagnos

Diagnos kan inte stéllas enbart utifrén den kliniska bilden da symptomen ér alltfor
ospecifika. Lungskdljprover alternativt ndssvabbsprover kan tas for pavisande av
virus. Proverna tas helst frin milt paverkade djur. Férekomsten av virus undersoks
med immunfluorescens (Thomas & Stott 1981) eller ELISA. ELISA-test ar ett
snabbt, enkelt och pdlitligt sétt att pdvisa BRSV-antigen (Lokensgard et al 1992).
Det finns dven PCR-metoder for att pdvisa cDNA tillverkat fran virus-RNA, dessa
har en hogre kénslighet.

ELISA-tester kan dven anvindas for att pdvisa specifika antikroppar mot BRSV
(Westenbrink et al 1985). Blodprover tas med tva till tre veckors mellanrum, och
mellan dessa provtillfdllen ska en titerstegring ske for att djuret ska anses vara
infekterat. Testerna &r inte anvdndbar for kalvar under tre ménader dd det kan
finnas maternella antikroppar som hdmmar kalvens egen antikroppsproduktion
(Kimman et al 1988, Uttenthal et al 1996). En annan nackdel med dessa tester &r
att det tar tid fran det att sjukdomen brutit ut tills det gar att pavisa antikroppar i
serum. Aven lungskdljprover kan tas for pavisande av antikroppar men dessa #r
inte lampliga for provtagning pa individnivd dd antikropparna bara kan hittas
under en begrinsade period (Uttenthal et al 1996). Provtagningen dr dessutom inte
praktisk att utfora.

Behandling

Behandlingen dr, som vid andra virusinfektioner, 1 forsta hand understdodjande.
Det ér viktigt med en god stallmiljo, det vill séga en torr och ren liggplats, inget
drag och bra ventilation. Vitska ges per oralt eller intravendst vid behov. Da
immunmedierade mekanismer tros vara involverade kan den understddjande
behandlingen kompletteras med kortikosteroider eller NSAID for att lindra
symptomen. Det finns dock inga bra studier som kontrollerat behandlingseffekten
(Larsen 2000). Hos ménniska kan RSV-infektioner behandlas med antivirala
medel (ribavirin) i form av aerosol men det skulle vara en bade dyr och opraktisk
behandling av not. Vid sekundér bakteriell infektion behandlas djuret &ven med
antibiotika. Sjuka djur ska isoleras for att férhindra vidare smittspridning.

Profylax

For att forhindra sjukdom ska djuren héllas 1 en sa bra miljo6 som mojlig. Det
innebdr bland annat en torr och ren liggplats, bra ventilation och att det inte &r
dragit eller fuktigt. Ramjolksutfodringen till kalvarna dr ocksa mycket viktig.
Aven om de maternella antikropparna mot BRSV som &verfors pa detta sitt inte
alltid ger ett fullgott skydd sd har rdmjolken andra betydelsefulla funktioner.
Kalven fér ett i allmédnhet béttre immunforsvar och kan pd sé sitt béttre std emot
infektioner, badde den priméra virusinfektionen och sekundira bakteriella
infektioner. Det dr ocksa mycket angeldget med en bra utfodring.

En viktig del for att forhindra sjukdom é&r att se till att infektionsdmnet inte
kommer in 1 beséttningen och att det inte sprids inom beséttningen. Inkop av nya
djur ska undvikas i mdjligaste mén eller sa ska karantin anvéndas, djuren bor
sektioneras enligt alder och hallas 1 sma grupper, helst sex djur eller farre och
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djuren ska inte blandas. Forsiktighet ska dven rdda vid besok pd gérden,
skyddskldder bor anvédndas, hdnder tvéttas och material desinficeras.

Att miljo och rdmjolksutfodring dr optimal dr dock ingen garanti for att forhindra
sjukdom (Welleman 1990) och ett behov av vaccin finns. Ett effektivt vaccin
méste ge skydd dven om det administreras under den period da maternella
antikroppar dr nirvarande, skydda mot alla subtyper samt inte framkalla sjukdom
eller forstirka effekten av en infektion (Larsen 2000). Flera inaktiverade och
modifierade (attenuerade) levande vaccin finns. Effekten av dessa vacciner har
dock inte klarlagts helt, olika studier visar pd varierande skydd (Taylor & Stott
1989, Mohanty et al 1981, Fulton et al 1995) och vissa till och med pa en 6kad
sjukdomsfrekvens (Gershwin et al 1998). I en studie av Kimman et al (1989b)
visades att intranasal administration av virus gav ett lokalt skydd vid senare
challange, denna effekt fick man dven hos kalvar med maternella antikroppar.

Studier for att utveckla nya vacciner pigar. Taylor et al (2005) har tittat pA DNA-
vaccin som uttrycker F-proteinet och/eller G-proteinet. I en studie fran 2004 har
Hégglund et al undersokt den skyddande effekten av virus inkorporerade i
ISCOMer (immunstimulerande komplex).

ELISA-test for pavisande av antikroppar

Indirekt ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) dr en ofta anvind metod
for att pavisa specifika antikroppar i serum eller mjolk. ELISA-tester dr kénsliga
och forhallandevis billiga och ménga prover kan analyseras pa kort tid. Forst
binds antigen till testplattan och sedan gors en blockering av denna for att
forhindra ospecifika bindningar. Dessa tvd steg dr som regel gjorda i
kommersiella testkit. Provet som ska undersokas tillsdtts och om det innehéller
antikroppar faster dessa vid antigenet. Plattan tvittas for att avldgsna overflodigt
provmaterial. Darefter tillsitts en djurslagsspecifik antikropp, s& kallat konjugat,
som faster vid antikropparna fran provet (Schrijver & Kramps 1998). Pa
konjugatet finns ett enzym som reagerar med ett substrat och bildar en fargad
produkt. Analysen avslutas med att fargintensiteten avléses 1 en spektrofotometer.
Férgintensiteten dr beroende av méngden antikroppar som har fést vid antigenet
(Roitt et al 2001).

Substrat

Konjugat

Ak fran prov

Antigen

Figur 3. Indirekt ELISA for pavisande av antikroppar.

11



Det som beskrivits ovan dr en icke-kompetetiv ELISA. Skillnaden i en kompetetiv
ELISA ér provet blandas med konjugerade antigenspecifika antikroppar och dessa
tva typer av antikroppar konkurrerar om bindningsplatserna. Det som sen mats &r
hur stor del av bindningsplatserna som upptas av de konjugerade antikropparna.
Mingden antikroppar i1 provet dr didrmed omvént proportionellt mot férg-
intensiteten (Schrijver & Kramps 1998).

Det finns ett flertal mojliga felkdllor 1 en ELISA-test. I icke-kompetetiva ELISA-
test kan ospecifika antikroppar interferera genom att binda till antigenet och pa sa
sett ge falska positiva resultat. Detta problem kan minskas genom att anvinda
kontrollbrunnar utan antigen dér enbart de ospecifika antikropparna binder. Med
hjdlp av det virdet kan ett korrigerat vérde for antikropparna berdknas.
Antikroppar kan dven binda till annat dn antigenet, exempelvis till plattan. Detta

forhindras genom en blockering av ytan med icke-relevanta proteiner. (Schrijver
& Kramps 1998).

Det dr onskvért att testet ska ha s& hog kinslighet (sannolikhet att identifiera
positiva prover) och specificitet (sannolikhet att identifiera negativa prover) som
mojligt. Det dr viktigt att ta hinsyn till detta d& cut-off vdrden fastsdlls. Ett 14gt
cut-off ger storre sannolikhet for falska positiva resultat och ett hogt cut-off dkar
sannolikheten att {4 falska negativa resultat.

Aviditets-ELISA

I en aviditets-ELISA utnyttjas det faktum att de forsta antikroppar som produceras
efter en primér infektion har ligre aviditet till antigenet dn de antikroppar som
produceras senare under infektionsforloppet (Bjorkman et al 1999). Aviditet ar
den totala bindningsstyrkan mellan polyklonala antikroppar och deras antigen till
skillnad fran affinitet som dr den sammanhallande kraften for ett bindningsstille
pé en antikropp och dess antigen (Roitt et al 2001). Den hogre aviditeten beror pa
att antigenet driver pa urvalet av B-celler och ger en 6kande anpassning mellan
antigen och antikropp (Hedman et al 1993).

Tva olika principer har anvénts for aviditets-ELISA (Hedman et al 1993). Dels
kan provet spddas 1 ett proteindenaturerande dmne som fOrhindrar att
antikropparna binder till antigenet. Alternativt kan detta dmne tillséttas efter att
antigen-antikroppskomplexen har bildats och dé& l6sa upp dessa bindningar. Bara
de svagare bindningarna bryts, de starkare bindningarna forblir intakta. Exempel
pa olika proteindenaturerande d&mnen som har anvénts dr guanidine-véteklorid
(Inouye et al 1984) och urea (Hedman & Sappild 1988).

Olika applikationer for aviditets-ELISA

Inom humanmedicinen har aviditets-ELISA anvénts en ldngre tid for att
tidsbestimma infektioner med bland annat Rubella-virus (Hedman & Séppild
1988) och den encelliga parasiten Toxoplasma gondii (Hedman et al 1989,
Lappalainen et al 1993, Jenum et al 1997).

Hos djur har metoden anvints for att skilja mellan en akut och en kronisk
infektion med den encelliga parasiten Neospora caninum hos nétkreatur
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(Bjorkman et al 1999). Hos experimentellt infekterade kalvar siags en 6kande
aviditet under infektionsforloppet. Aven djur som blivit kongenitalt infekterade
undersoktes och de hade vid en alder 6ver sex manader antikroppar med hog
aviditet. En stark korrelation mellan IgG-aviditet och kronisitet har ocksd pavisats
1 en besittning med kottdjur (Bjorkman et al 2003).

Aviditets-ELISA har dven anvénts 1 en studie av salmonellainfektion hos svenska
och danska grisar (Wiuff et al 2002). Antigen fran en blandning av Salmonella-
stammar som dr vanliga 1 Danmark anvdndes. De antikroppspositiva svenska
grisarna hade en lidgre aviditet 4n de danska djuren, vilket tolkades som att
stimuleringen av immunsvaret skett pa olika sétt. Det kan bero pé agens, duration,
infektionsdos och infektionsdmnets lokalisation hos virddjuret.

SYFTE

Syftet med denna studie var att utveckla en aviditets-ELISA for BRSV samt att
anvéanda den till att faststidlla durationen av en infektion.

MATERIAL OCH METODER
Prover
Del 1, naturligt infekterade kalvar

Serumprover fran sju kottraskalvar anviandes. Fyra prover hade tagits frdn varje
kalv, 25/8, 2/10 och 17/11 2003 samt 22/1 2004. Kalvarna var vid foOrsta
provtagningen mellan fyra och atta manader gamla. Provtagningen skedde i
samband med en studie om respiratoriska sjukdomar hos svenska kottraskalvar
(Hagglund et al 2005b).

Kalvarna hade anlént till Gismestads tjurprovningsstation tillsammans med knappt
200 andra kalvar i slutet av augusti. Alla djur kom frdn gardar som var
friférklarade fran Bovint herpesvirus 1 och Bovint leukosvirus och alla kalvar var
negativa vid provtagning for Bovint virusdiarrévirus. Inget av djuren visade vid
ankomsten nagra kliniska symptom péa sjukdom.

Kriterierna for de sju kalvarna som anvindes 1 denna studie var att de var BRSV-

antikroppsnegativa vid forsta provtagningen i augusti och att de hade sero-
konverterat till provtagningen i oktober (tabell 1).

Tabell 1. BRSV-antikroppsniva analyserad med ELISA fran Svanova (se bilaga 1)

Prov Kalv
1 2 3 4 5 6 7

1 (2003-08-25) 0,02 0,09 0,00 0,04 0,00 0,00 0,03
2 (2003-10-02) 1,35 1,00 046 0,88 1,67 1,32 0,94
3(2003-11-17) 0,97 1,88 1,40 1,76 1,98 1,79 1,84
4(2004-01-22) 2,17 1,97 1,49 1,45 247 1,84 2,29

COD: <0,2: negativt, >0,2: positivt.
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Del 2, akut infekterade kalvar med kant infektionsdatum

Serumprover fran tre “naturligt” infekterade kalvar (17, 22 och 26) med ként
ungefarligt infektionsdatum anvindes. Proverna var tagna under en period av 57
dagar innan exponering for virus till 32 dagar efter exponering. Exponeringen
bestod av att kalvarna var uppstallade i samma byggnad som en grupp
experimentellt infekterade djur. Infektionsdatumet antas vara den dag d& de
experimentellt infekterade kalvarna utsattes for smitta, eftersom virusutsondring
fran djur i1 de bada grupperna sammanfoll.

Del 3, langvarigt antikroppspositiva kor

Prover fran fem mjolkkor i samma beséttning anvédndes. Besdttningen provtogs en
gang om &ret under fyra ars tid (ar 2000 till och med 2003) och vid alla tillfallen
hade dessa kor antikroppar mot BRSV.

Del 4, experimentellt infekterade kalvar i en vaccinstudie

Prover fran fyra djur anvindes, dessa hade deltagit 1 en studie dir effekten av tva
olika BRSV-vaccin jamforts (Hégglund et al 2004). Alla djuren var tjurkalvar av
rasen SRB och kom fran en sluten mjolkbeséttning. De var vid det forsta
vaccinationstillfdllet mellan 52 och 105 dagar gamla och hade varierande halter
maternella BRSV-specifika antikroppar.

Tva av kalvarna vaccinerades 11 och 37 dagar innan challenge da de fick inandas
en aerosol med BRSV. Kalv 15 vaccinerades med ett ISCOM-vaccin. Den visade
inga symptom pa sjukdom och producerade egna antikroppar trots ndrvaro av
maternella antikroppar vid tidpunkten for vaccineringen. Kalv 23 vaccinerades
med ett kommersiellt inaktiverat vaccin. Vaccinationen gav hos denna kalv inte
upphov till ndgon egen produktion av antikroppar. Kalven visade efter challenge
kraftiga symptom pa luftvdgslidande och behandlades med penicillin.

Kalvarna 14 och 24 ingick som kontroller och de vaccinerades inte men utsattes
for smitta pa samma sétt som beskrivits ovan. Bada utvecklade allvarliga kliniska
symptom och tydligt antikroppssvar.

Serumproverna som anviands hér var tagna under en period frdn 85 dagar innan
challange till 32 dagar efter challenge (tabell 5).

Analysmetod

Ett kommersiellt ELISA-kit for analys av specifika BRSV-antikroppar fran
Svanova Veterinary Diagnostics 1 Uppsala anvindes i denna studie. Proverna
spiaddes 1:25 och sattes i fyra brunnar, tvd med BRSV-antigen och tvd med
kontrollantigen. Analysen utfordes enligt medfdljande instruktioner frdn Svanova
(bilaga 1) men efter provinokuleringen utfordes ett extra tvittsteg med urea under
5-10 minuter i tvd av brunnarna (en med BRSV-antigen och en kontroll; se bilaga
2). Absorbansen mittes i en spektrofotometer. En korrigerad optisk densitet
(COD) berdaknades med formeln COD=ODgrsv-ODxontronn.  Cut-off virdet for
positiva prover var >0,20. Aviditeten berdknades genom formeln
(CODurea/CODutan urea)ﬂ< 1 00
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Figur 4. Material for ELISA

For en del av proverna gjordes spiddningsserier for att berdkna aviditeten med
hjdlp av slutpunktstitrar enligt beskrivning av Jenum et al (1997).
Spadningsserierna utgick fran spaddningen 1:25 och bade tvastegs- och
femstegsspddning provades for att n4 COD-virden under cut-off-nivan.

RESULTAT
Del 1, naturligt infekterade kalvar

Efter att ha provat olika inkuberingstider med urea konstaterades att en tid pa 10
minuter var bra att anvinda. D4 COD for spadning 1:25 anvindes for att berdkna
aviditet pdvisades en stigande aviditet ju ldngre djuren varit infekterade (figur 5).
Vid andra provtagningen var medelaviditeten 68, vid tredje 86 och vid sista 96.

120
100 " ) * Kalv2
X
80 /X\ . = Kalv2
© Sk Kalv3
T 60 - » Kalva
> u
< ° X Kalv5
40 1 e Kalv6
20 | + Kalv7
0 T T T
1 2 3 4 5
Provtillfalle

Figur 5. Jamférelse av aviditet vid provspadning 1:25.

Déa aviditeten som uppméts vid olika analystillfallen for samma prov jamfordes
var resultaten 1 stor utstrdckning reproducerbara (tabell 2). Variationen mellan
resultaten for olika analystillfdllen av samma prov var mellan 6 och 22 (medel och
median 9).

15



Tabell 2. Jamforelse av aviditet vid olika analystillfallen

Kalv:prov Analystillfélle

1 2 3 4
1:4 100 94
2:2 47 52
3:2 57 55
3:4 90 100 100
4:2 82 82
4:4 100 86
5:2 68 77
6:2 77 55
7:2 72 70
7:4 88 94 100

De resultat som erholls dd proverna spaddes (1:5 samt 1:2) var inte lika
samstdimmiga. Aviditeten for prover tagna vid samma tillfille varierade kraftigt.
Dessutom krivdes hoga spadningar for att komma under cut-off-vérdet for alla
prov. Denna metod anvéindes dérfor fortsittningsvis inte.

Del 2, akut infekterade kalvar med ké&nt infektionsdatum

Tva av dessa kalvar (nr 17 och 22) var forst antikroppsnegativa men
serokonverterade mellan dag 10 och 18 efter antagen infektion (tabell 3). Déarefter
sags bade en stigande antikroppsniva och en stigande aviditet. Absorbansen hos
kalv 17 var till en borjan mycket lag och aviditeten var d& den ldgsta som setts
under detta forsok (tabell 3). Redan en kort tid efter det att antikroppar kunde
pavisas var aviditeten hos bada kalvarna éver 70.

Den tredje kalven hade forst maternella antikroppar med hog absorbans som
dérefter sjonk och vid exponeringstillfillet kunde inga antikroppar pavisas. De
maternella antikroppar hade en hog aviditet. Mellan dag 14 och 20 kunde
antikroppar aterigen pavisas och direfter 6kade bade absorbans och aviditet nagot
(tabell 3).
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Tabell 3. Akut infekterade kalvar med kant infektionsdatum

Kalv

Prov- 17 22 26
tillfalle Absorbans  Aviditet Absorbans  Aviditet Absorbans  Aviditet
-57 0 1,00 100
-17 0 0,23 88
-11 0
0* 0 0 0

0 0 0
7 0 0 0
10 0 0
14 0 0,56 24 0
18 0,35 7 0,61 39
20 0,54 12 0,59 36 0,37 22
32 1,04 73 1,04 74 0,50 26

*:antaget infektionsdatum
Absorbans angiven i COD (COD: <0,20: negativt, >0,20: positivt)

Del 3, langvarigt antikroppspositiva kor

Alla prover tagna fran de fem djuren var antikroppspositiva vid alla fyra
tillfillena, de hade bade hog COD och mycket hog aviditet. Det lagsta provet hade

en aviditet p4 84 medan majoriteten prover (13/20) hade aviditeten 100 (se tabell
4).

Tabell 4. Aviditet for antikropparna hos langvarigt antikroppspositiva kor

Prov- Ko

tagninsgar 79 88 108 109 110
2000 92 100 88 100 100
2001 100 95 100 96 100
2002 84 97 100 100 100
2003 100 100 93 100 100

Del 4, experimentellt infekterade kalvar i en vaccinstudie

Kalv nr 15 hade forst hog absorbans som dérefter sjonk. Dessa maternella
antikroppar hade en hog aviditet. Vid tidpunkten for challenge hade absorbansen
stigit kraftigt, detta efter tva vaccinationstillfdllen. Antikropparna hade fortfarande
en hog aviditet. Absorbansen fortsatte att ligga hogt alla efterfoljande
provtagningarna men aviditeten var nagot ldgre hos proverna tagna dag 10 och 14
(tabell 5).
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Kalv nr 23 hade innan challenge en relativt hog absorbans och antikropparna hade
en hog aviditet. Vid challenge hade absorbansen men framfor allt aviditeten
sjunkit. Dérefter steg bade absorbans och aviditet (tabell 5).

De bada kontrollkalvarna hade ldnge kvar maternella antikroppar med hog
aviditet. Absorbansen sjonk for att sedan mot slutet dter stiga dd kalvarna borjat
producera egna antikroppar, dessa antikroppar hade mycket ldgre aviditet (tabell
5).

Tabell 5. Kalvar i en vaccinstudie

Kalv
Prov- 15+ 23++ 14 (kontroll) 24 (kontroll)
tillfdlle  Abs.  Avi. Abs.  Avi. Abs.  Avi. Abs.  Avi.
-85 1,03 100 1,30 94 1,12 100 1,30 80
-57 0,37 69 1,20 100 1,02 97 1,20 86
-37%* 0,48 98 1,08 91 0,96 90 0,93 100
0** 1,78 100 1,09 78 0,66 100 0,54 77
5 1,61 92 1,30 62 0,68 53 0,40 100
10 1,62 80 1,30 98 0,23 (100) 0,25 (100)
14 1,79 74 1,47 87 0,93 48 0,47 100
20 1,52 100 1,62 81 0,86 53 0,58 48
31 1,62 98 1,65 91 1,16 71 0,81 25

Abs.:Absorbans, angiven i COD (COD: <0,2:negativt, >0,2:positivt)
Avi.:Aviditet

+:ISCOM-vaccinerad

++:Vaccinerad med kommersiellt vaccin

*:Forsta vaccinationstillfallet

**: Challenge

(): osdkra vérden pd grund av 14g absorbans

Jamforelse mellan absorbans och aviditet

Om absorbans och aviditet vid enskilda méttillfillen jamf6rs ser man att virdena
inte alltid foljs at. Tittar man pé kalv 17 i tabell 3 ser man att aviditeten stiger
samtidigt som absorbansen okar. Kalv 15 (tabell 5) ddremot har vid dag -37 en
COD pé 0,48 och en aviditet pa 98 men vid dag 14 da COD har stigit till 1,79 har
aviditeten sjunkit till 74. Da alla vdarden som erhallits under de olika delarna av
forsoket jaimfordes kunde en viss trend ses, men de avvikande védrdena var méinga.
Korrelationskoefficienten var 0,356.

DISKUSSION

Dé aviditet hos de naturligt infekterade kalvarna berdknades med hjilp av COD
for spadningen 1:25 ségs en tydlig trend med 6kande aviditet vid 6kad duration av
infektionen. Ett problem var att exakt infektionstillfdlle for kalvarna var oként.
Serokonverteringen hade skett ndgon géng under en period pa fem veckor, vilket
ar en 1 det hir sammanhanget relativt 14ng tid.
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Resultaten da slutpunktstiter anvéndes var inte sdrskilt samstammiga. Mojliga
problem hér var att stora skillnader i COD mellan olika spiddningssteg gor
berdkningarna osdkra. Den stora skillnaden i COD kan ha berott pa ett litet fel
under spiddningen. Ett ytterligare problem var att det krdvdes en mycket hog
spadning for att komma under cut-off-virdet for alla prover.

Hos en av de akut infekterade kalvarna med ként infektionsdatum fanns
maternella antikroppar 1 bérjan men vid tiden for infektion hade dessa forsvunnit.
Detta innebar att de antikroppar som detekterades efter infektionen bara var
producerade av kalven. Resultaten hér var valdigt samstdmmiga, aviditeten var till
att borja med lag och steg dérefter snabbt. Dessa mycket laga aviditetsvirdena
under tidig infektion hade troligtvis missats hos de naturligt infekterade kalvarna
frdn Gismestad.

Korna hade vid alla provtagningar antikroppar med hog aviditet. Troligtvis ror det
sig om tidiga infektioner som gett ett langvarigt antikroppssvar men det gar inte
att helt utesluta att djuren har blivit reinfekterade eller t.o.m. &r kroniskt
infekterade. Tidigare har det visats att de antikroppar som produceras vid
reinfektion av Neospora caninum har hog aviditet redan fran borjan (Aguado-
Martinez et al 2005).

Aven hos en del kalvar i vaccinforsoket fanns det maternella antikroppar. Att de
ar av maternellt ursprung har faststillts tidigare (Hégglund et al 2004). Dessa
antikroppar hade i de flesta fall en hog aviditet (mellan 69 och 100), vilket tyder
pa att modrarna inte var akut infekterade under den tid de producerade ramjolk.
En del av virdena som erhélls under tiden det fanns maternella antikroppar &r
svartolkade och det gar darfor inte att komma fram till nagra sékra slutsatser.

De tva vaccinerade kalvarna hade olika antikroppssvar och kalven som var
vaccinerad med ett kommersiellt vaccin (nr 23) fick kliniska symptom och var
sjuk till och med dag 10 men den ISCOM-vaccinerade kalven (nr 15) forblev
frisk. Hos kalv 15 hade de maternella antikropparna borjat forsvinna vid tiden for
den fOrsta vaccinationen och vid tiden for challenge hade vaccinet borjat ge
upphov till en antikroppsproduktion, dessa antikroppar hade en hog aviditet. D&
aviditeten gick ner nagot efter challange kan det ha funnits maternella antikroppar
kvar som paverkat och gett en hogre aviditet vid challenge 4n vad bara de
egenproducerade antikropparnas aviditet. Vid sista provet dr aviditet dter hog
vilket tyder pa att kalven efter challenge snabbt har fitt ett bra antikropssvar.

Hos kalven som dr vaccinerad med ett kommersiellt vaccin ses ingen tydlig
absorbansminskning som tyder pa att de maternella antikropparna har férsvunnit,
men dessa kan ha forsvunnit i samband med att kalven bdrjat producerat egna
antikroppar. Att aviditeten har gatt ner vid tiden for challange talar for att sa dr
fallet. COD gér ner nagot efter challange vilket kan innebéra att det gér &t en del
antikroppar till kroppens forsvar. Aviditeten gar ner dven efter challange for att
ater stiga mot slutat av forsoket da kalven har en egen produktion av antikroppar
med hog aviditet. Att ISCOM vaccinet ger en produktion av antikroppar med
hogre aviditet &n det kommersiella vaccinet kan vara en del av att det ger ett béttre
skydd mot sjukdom.
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En faktor som paverkar resultaten genom hela studien &r att de aviditetsvirden
som berédknas pa positiva prover med lagt COD (<0,25) dr mycket osdkra, det har
tidigare visats i studier av aviditeten hos antikroppar mot Neospora caninum
(Bjorkman et al 1999). En annan osdkerhetsfaktor dr att proverna har korts som
enkelprover i stillet for som dubbelprover dé sékrare resultat kan uppnds. Detta pa
grund av kostnadsskal.

Ett mojligt anvdandningsomréade for denna test &r att vid respiratorisk sjukdom med
bara ett serumprov faststilla om symptomen orsakas av en BRSV-infektion. I
nuldget méste parprover tas for att undersoka en eventuell titerstegring. Pa detta
sdtt kan man faststélla om antikropparna ér producerad i en akut fas av sjukdomen
da kliniska symptom kan uppsta eller om det 4r sent producerade antikroppar och
det i s4 fall 4r ndgot annat agens som orsakar de kliniska symptomen.

Analysen kan dven vara av intresse 1 forskningsprojekt d& det finns behov av att
faststélla durationen av infektionen.

SLUTSATS

Tidigt under en infektion med BRSV har antikropparna en lag aviditet, dérefter
foljer en mérkbar stigning. Denna stigning kommer snabbt och kan vara litt att
missa. Tendensen dr att en ménad efter infektionstillféllet ligger aviditeten dver
70. Antikroppar producerade av tidigt infekterade djur har hog aviditet, likasa
maternella antikroppar. Det finns inte nagot tydligt samband mellan aviditet och
absorbans.
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SAMMANFATTNING

Bovint respiratoriskt syncytialt virus (BRSV) é&r en vanlig orsak till
luftvdgslidanden hos unga nétkreatur. Viruset ger stora forluster och dodligheten 1
en besdttning kan vara sa hog som 20 %. I den hédr studien undersoktes aviditeten
(den totala bindningskraften mellan en polyklonal antikropp och dess antigen) hos
BRSV-specifika antikroppar for att se om det var nigon skillnad mellan
antikroppar som producerats i1 en akut fas av infektion och antikroppar
producerade av ett djur som varit seropositivt en ldngre tid.

Ett kommersiellt ELISA-testkit mot BRSV-specifika antikroppar anvidndes och en
tvitt med 6M urea lades till. Principen dr att urean bryter de svaga bindningarna
mellan antigen och antikropp medan de starka bindningarna forblir opdverkade.

Fyra olika djurgrupper undersoktes; sju kalvar som var naturligt infekterade, tre
akut infekterade kalvar med kénd infektionstid, fem kor som var seropositiva
under en ldngre tid och fyra experimentellt infekterade kalvar som ingatt i en
vaccinstudie.

Resultaten som sdgs i denna studie var att antikropparna som producerades i en
akut fas av infektionen hade en lag aviditet och att aviditeten steg ju ldngre tid
som gitt fran infektionstillfallet. Antikroppar hos djur som varit seropositiva
under en ldng tid samt antikroppar av maternellt ursprung hade hog aviditet. Det
var inget starkt samband mellan méngden antikroppar och aviditeten.
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BILAGA 1, METODBESKRIVNING FOR SVANOVAS BRSV-ELISA
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BILAGA 2, METODBESKRIVNING FOR AVIDITETS-ELISA

1. PBS-Tween bufferten forbereds genom att 25 ml PBS-Tween 16sning
spads med 475 ml destillerat vatten, detta blandas noggrant.

2. Anti-bovin IgG-konjugatet forbereds genom att tillsdtta 11,5 ml PBS-
Tween buffert till lyofiliserat HRPkonjugatet.

6M urea i PBS-tween buffert forbereds.

Reagenserna anpassas till rumstemperatur.

100 ul PBS-Tween buffert tillsétts all brunnar som ska anvandas.
4ul positiv respektive negativ kontroll tillsétts fyra brunna.*

4 ul av proverna som ska analyser tillsitts fyra brunnar.*

© N o g b~ w

Plattan skakas forsiktigt, ticks med plastfilm och inkuberas 1 timme i
37°C.

9. Plattan tvittas en gaing med PBS-Tween buffert. (Brunnarna fylls och toms

varefter plattan slds mot papper for att fa bort kvarvarande vitska.)

10. 100 pl PBS-Tween buffert tillsétts de forsta tv kolumnerna (en med
antigen och en kontroll) med varje prov och 100 pl urea tillsétts de tva
efterfoljande kolumnerna. Plattan inkuberas 10 minuter 1 37°C.

11. Plattan tvittas med PBS-tween buffert tva génger.

12. 100 ul HRP-konjugat tillsétts alla brunnar och plattan inkuberas 1 timme i

37°C.
13. Plattan tvittas med PBS-tween buffert tre gdnger.

14. 100 pl substratlosning tillsdtts alla brunnar. Plattan inkuberas 10 minuter i

rumstemperatur.

15. Reaktionen avbryts genom att tillsitta 50 ul stopplosning till alla brunnar.

Denna ska tillséttas i samma ordning som substratlosningen.

16. Slutligen avldses den optiska densiteten av prover och kontroller vid 450

nm 1 en fotometer. Mitningen ska ske inom 15 minuter frén det att
stopplosningen tillsatts for att forhindra fluktuationer av vérdena.

17. En korrigerad optisk densitet berdknas genom att subtrahera kontrollvirdet

fran provvirdet.

*Varannan kolumn innehdller antigen medan de andra kolumnerna &r kontroller
utan antigen. Genom att tillsdtta kontroller och prover i fyra brunnar fir man ett
korrigerat OD for bade prov utan ureainkubering och prov med ureainkubering.

Oversittning och modifiering av instruktioner till Svanovas BRSV-ELISA.
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