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Sammanfattning

EHV-1 och EHV-4 &r vanligt forekommande bland héstar varlden éver. De orsakar framst respira-
torisk sjukdom men infektion med EHV-1 kan ocksa leda till abort och neurologisk sjukdom. EHV-
4 har endast sporadiskt sett orsaka abort. Ett stort problem med bagge virusen ar deras formaga att
orsaka latent infektion, som kan reaktiveras senare i livet och hdsten kan utséndra och sprida virus
till mottagliga héstar. Immuniteten mot aterinfektion anses vara kort (veckor-manader) men det
finns ett par studier dar antikroppar har kunnat detekteras upp till ar efter utbrott av EHV-1.

Syftet med den har studien var att mata antikroppsnivéer vid ett akut utbrott och darefter underséka
nivaerna sex respektive 30 manader efter att hastar exponerats for EHV-1. Genom att jamfora
analysresultat kan man dels fa en uppfattning om hur smittspridningen skedde under det akuta
utbrottet, dels undersdka om antikroppar kan detekteras vid sex respektive 30 ménader. Proverna
analyserades med tva olika serologiska metoder, komplementbindningstest och en indirekt ELISA.
Komplementbindningstest méater IgM-antikroppar mot EHV-1/EHV-4. ELISA mater 1gG-anti-
kroppar och kan skilja pa 1gG specifika for EHV-1 respektive EHV-4.

En hdg seropositivitet mot EHV-1 observerades bland de 55 hastar som provtogs under det akuta
utbrottet, dar bade symtomfria (n = 19) och sjuka (n = 34) samt tva okategoriserade hastar ingick.
Fler hastar var seropositiva vid analys med komplementbindningstest (72,7 %, n = 55) &n vid analys
med ELISA (69 %, n = 55) vid detta tillfalle. Vid analys hade dven hastar (nio av 19) som inte
uppvisat symtom, serokonverterat i ELISA och dessa individer var sannolikt smittade under
utbrottet och bidrog till att smittspridningen fortsatte i stallet under flera veckor. 1gG-antikroppar
kunde detekteras hos sju av 12 hastar som varit kliniskt sjuka sex manader innan provtagning och
hos 17 av 34 hastar vid provtagning 30 méanader efter utbrottet. Bland de 17 héstarna fanns béde
individer som varit Kkliniskt sjuka under utbrottet och individer som forblev symtomfria. Det
observerades ingen skillnad i hur héga antikroppsnivéaer som de kliniskt sjuka hastarna hade vid det
akuta utbrottet, sex och 30 manader efter exponering.

Resultatet fran studien visar att det kan vara fordelaktigt att utféra serologiska analyser under ett
akut utbrott av EHV-1, som komplement till PCR-test, eftersom antikropparna &r matbara under en
langre tid. Tidsfonstret for PCR &r betydligt kortare &n tiden som antikroppar kan detekteras, vilket
gor att man riskerar att missa smittade héstar, speciellt om de &r tysta smittbéarare.

Nyckelord: EHV-1, EHV-4, ekvin herpes myeloencefalopati, virusabort, seroprevalens, serologi
ELISA, komplementbindningstest.



Abstract

Infection with EHV-1 and EHV-4 are common in horses all over the world. Both viruses usually
cause respiratory disease, but EHV-1 is also known to cause abortion and neurological disease.
EHV-4 can also cause abortion, but more seldom. A major issue with the viruses is their ability to
cause latency in neurons. The latent infection can be reactivated later in life and be the source of
infection to other horses. Infection with EHV-1 leads to a short-lived immunity (weeks-months), but
some studies have shown persisting antibodies after years from the outbreak.

The aim of this study was to analyze the antibody-response after an acute outbreak of EHV-1 and
observe if antibodies could be detected six respectively 30 months after an outbreak. By comparing
the results, conclusions about the spread during the acute outbreak could be made. The samples were
analyzed with two serological methods, complement fixation test and an indirect ELISA. The
complement fixation test measures IgM for EHV-1/EHV-4 and the ELISA measures 1gG which is
specific for EHV-1 respectively EHV-4.

The results showed a high seropositivity for EHV-1 during the acute outbreak, a little bit higher
when analyzed by complement fixation test (72,7%, n = 55) than with the ELISA (69%, n = 55).
After analysis of the samples, it was clear that a few horses (nine of 19) had seroconverted despite
absence of clinical signs, and it is likely that these horses were silent carriers of the virus and
contributed to the spreading of the virus. The study was able to detect antibodies of 19gG-type in
seven out of 12 horses, that all had shown clinical symptoms, six months prior to sampling. 1gG was
detected in 17 out of 34 horses that was tested 30 months after the outbreak, among these 17 horses
there were both horses that remained asymptomatic and horses with clinical signs during the
outbreak. Statistical analysis did not show any difference in the antibody response of the different
groups during the acute outbreak, after six month or 30 months.

The conclusion of this study was that serological testing of horses suffering from an outbreak of
EHV-1, is a useful complement to PCR-testing, since the antibodies are detectable for a longer time.
The diagnostic window of PCR is much shorter than antibody detection, which can lead to silent
carriers remains undetected.

Keywords: EHV-1, EHV-4, equine herpes myeloencephalopathy, virus abortion, seroprevalence,
serology, ELISA, complement fixation test.
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1. Inledning

Ekvint herpesvirus typ 1 (EHV-1) &r ett virus som kan orsaka allvarlig sjukdom hos
hastar. Arligen orsakar viruset stora ekonomiska forluster inom hastnaringen, och
det utgor ett hot mot héstars valfard (Kydd et al. 2006). EHV-1 &r inte det enda
herpesviruset som orsakar sjukdom hos hdastar utan det finns idag totalt nio k&nda
herpesvirus som kan infektera hastdjur (Paillot et al. 2008). EHV-1 kan orsaka
luftvagsinfektion, abort hos dréaktiga ston eller neurologisk sjukdom (SVA, 2021).
Det finns dven beskrivet att EHV-1 kan orsaka neonatal dod hos fol samt paverka
dgonen, bland annat i form av korioretinopati (Slater et al. 2006). EHV-4 &r
narbesléktat med EHV-1 och orsakar i de flesta fall enbart luftvégsinfektion, men
kastning forekommer ocksa. Infektion med EHV-4 ar vanligt och ger framst klinisk
sjukdom hos unga héstar (Patel & Heldens 2005; Reed & Toribio 2005). EHV-1
och EHV-4 &r de herpesvirus som varit mest problematiska inom hastnaringen da
konsekvenserna av infektion kan bli allvarliga (Slater et al. 2006). Baserat pa sym-
tombilden som virusen orsakar benamns sjukdomen som EHV-1 och EHV-4
orsakar, ibland for rhinopneumonit eller virusabort.

EHV-1 har de senaste aren fatt storre uppmarksamhet pa grund av allt oftare
forekommande utbrott dar héstarna utvecklat neurologiska symtom (Reed &
Toribio 2005; Lunn et al. 2009). Trots att mycket forskning genomforts kvarstar
manga fragetecken kring virusets interaktion med immunforsvaret, vilket behover
studeras vidare for att fa en klarare bild och for att kunna hantera framtida utbrott.
Det var lange en utmaning att serologiskt kunna skilja infektion med EHV-1 fran
EHV-4 eftersom antikropparna korsreagerar i stor utstrackning (Crabb et al. 1995),
men under 1990-talet gjordes stora framsteg och en ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) togs fram som kan sérskilja antikropparna mot respektive
virus (Crabb et al. 1995).

Syftet med denna studie var att undersoka hur héstar som exponerats av EHV-1
under ett utbrott utvecklar antikroppar mot viruset. Studien undersoker d&ven om det
var nagon hast som serokonverterade utan att uppvisa kliniska tecken, eller om
nagon sjuk hast inte bildade antikroppar. Syftet var ocksa att undersoka om
serumantikroppar efter exponering av EHV-1 kan detekteras efter sex respektive 30
manader. Den hér studien undersokte serumprover fran hastar som exponerats for
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EHV-1 i olika utbrott dar feber och neurologisk sjukdom observerats och métte
antikroppsnivaer med tva olika metoder som mater tva olika antikroppar, IgM och
IgG. Tva olika grupper ingick i studien. En grupp provtogs forst i samband med
akut utbrott och uppféljande prover samlades in efter 30 manader. Den andra
gruppen provtogs sex manader efter exponering. Genom att undersoka vilka héstar
som serokonverterade och att jamfora analysresultat kan information om hur
spridningen skedde vid det akuta utbrottet skapas.
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2. Litteraturoversikt

2.1. Herpesvirus

Herpesvirus tillhér familjen Herpesviridae (Quinn et al. 2011). Det &r en stor familj
som bestar av fler an 100 olika virus och de kan infektera flera olika arter. Herpes-
virus ar uppbyggda av ett dubbelstrangat DNA och har en ikosahedral kapsid.
Kapsiden omges av tegument bestdende av proteiner och enzymer som har
betydelse for viruset replikation. Herpesvirus ar holjeforsedda och pa héljet finns
ett antal olika glykoproteiner, antalet varierar mellan olika virus men det finns minst
10. Glykoproteinerna &r viktiga for att viruset ska kunna ta sig in i och infektera
celler. Eftersom herpesvirus har ett holje ar de ocksa kansliga, vilket gor att de
overlever daligt i miljon samt ar kansliga mot manga desinfektionsmedel. De
inaktiveras saledes snabbt utanfor kroppen och smittar framfor allt via narkontakt
(Paillot et al. 2008; Quinn et al. 2011).

En betydelsefull del i spridningen av herpesvirus ar dess formaga att orsaka latent
infektion. Viruset lagger sig da vilande i bland annat nervceller och utsondras inte
aktivt, men det kan senare reaktiveras och orsaka klinisk sjukdom och utséndring
av virus. Om det finns mottagliga individer kan dessa smittas. Mekanismen bakom
latens ar inte helt klarlagd men virusen har formaga att orsaka en livslang infektion
med periodisk reaktivering (Quinn et al. 2011).

2.1.1. Ekvina herpesvirus

Inom familjen Herpesviridae finns tre subfamiljer som ar av betydelse for vete-
rindrmedicinen, alfa-, beta- och gamma-herpesviridae (Quinn et al. 2011). De nio
olika herpesvirus som kan infektera hastdjur tillhor subfamiljerna alfaherpesviridae
och gammaherpesviridae och benamns EHV-1 till EHV-9. EHV-1, -3, -4, -6, -8
och -9 ar alfaherpesvirus och EHV-2, -5 och -7 & gammaherpesvirus (Paillot et al.
2008).

EHV-1till EHV-5 har hast som varddjur, EHV-6 till EHV-8 har asnor som varddjur
och EHV-9 har bland annat gaseller som varddjur (Paillot et al. 2008). Virusen kan
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ge olika typer av klinisk sjukdom hos varddjuren. EHV-1 och EHV-4 ger vanligen
respiratorisk sjukdom men kan &ven orsaka abort, och EHV-1 kan orsaka
neurologisk sjukdom. EHV-3 kallas &ven godartad beskallarsjuka och ger blasor pa
yttre kdnsorganen hos bade ston och hingstar. EHV-2 och EHV-5 &r vanligt fore-
kommande hos friska hastar och orsakar oftast inte klinisk sjukdom. De kan dock
paverka immunfdrsvaret och predisponera for andra infektioner. EHV-5 har &ven
identifierats hos hé&star som diagnosticerats med luftvagsinflammationer och
lungfibros (SVA, 2021). Asnans EHV-6 orsakar liknande sjukdom som EHV-3 gér
hos hast och EHV-7 &r asnans motsvarighet till EHV-2. EHV-8 och EHV-9 orsakar
liknande sjukdom hos sina respektive véarddjur som EHV-1 gor hos hast (Paillot et
al. 2008). Av de herpesvirus som har hast som vérddjur ar EHV-1 och EHV-4 de
som &r av mest klinisk relevans samt viktigast ekonomiskt och epidemiologiskt
(Patel & Heldens 2005).

2.2. Ekvint herpesvirus typ 1 och 4

Tidigare klassades EHV-1 och EHV-4 inte som tva olika virus utan den allménna
uppfattningen var att EHV-4 var en typ av EHV-1-infektion. Virusen bendmndes
dd EHV-1 subtyp 1 respektive subtyp 2, dar nuvarande EHV-4 motsvarade subtyp
2 (Ostlund 1993). Under 1980-talet utfordes studier dar DNA fran olika virusisolat
analyserades, och det upptécktes att isolat som férekommit samband med aborter
skiljde sig fran isolat som hittats i samband med respiratorisk sjukdom. Slutsatsen
drogs att det var tva olika virus som lag bakom variationen i den kliniska bilden
(Sabine et al. 1981; Studdert et al. 1981). Forst flera ar senare borjade EHV-1
subtyp 2 bendamnas som EHV-4 och darefter klassades de som tva skilda virus (Patel
& Heldens 2005).

Hela DNA-genomet for EHV-1 och EHV-4 har sekvenserats for ett flertal stammar.
Telford et al. (1998) sekvenserade virusen och sag att bada genomen bestar av
dubbelstrangat DNA pa 145-150 kb som kodar for 76 unika gener. Nar virusen
jamfordes var de till viss del lika trots att de numera klassas som tva egna virus.
DNA:t visade sig dverensstdamma till 55-84 % beroende vilken gen det ror sig om
och aminosyrorna &r i vissa sekvenser mellan 55-96 % lika for de bagge virusen
(Telford et al. 1998).

EHV-1 och EHV-4 anses ha minst 13 olika glykoproteiner. De &r viktiga for
virusens formaga att infektera celler och spridning mellan celler. Eftersom de sitter
pa virusets yta ar glykoproteiner ofta det som immunforsvaret riktar in sig pa och
darfor har glykoproteiner varit i fokus vid utveckling av effektiva vaccin (van
Maanen 2002). Paillot et al. (2006) sammanfattar att det finns 11 kénda glyko-
proteiner hos EHV-1 vars funktion har studerats (Paillot et al. 2008).
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2.2.1. Smittspridning

Bade EHV-1 och EHV-4 ar enzootiska i de flesta hastpopulationer och det
uppskattas att 80-90 % av den totala hastpopulationen har traffat pa bagge virusen
innan tva ars alder (Allen 2002). Studier som utforts i Australien visar att fol smittas
med EHV-1 redan den forsta manaden i livet, &ven om stona varit vaccinerade.
Folen infekteras troligen av stona (Gilkerson et al. 1999a; Foote et al. 2004). Patel
& Heldens (2005) resonerar att baserat pa den héga seroprevalensen for EHV-4 i
flertalet studier smittas sannolikt hastarna i tidigt alder, dven om det saknas lika
tydliga epidemiologiska studier for EHV-4 som for EHV-1 (Patel & Heldens 2005).

Smittspridning kan ske bade direkt och indirekt. Infekterade héstar utsondrar
viruspartiklar via 6vre luftvagarna och de kan spridas till andra hastar genom hosta
eller nysningar (Stokes et al. 1991; SVA, 2021). Hos ston som aborterar innehaller
foster, fostervétskor och efterbdrden stora méngder virus som kan smitta andra
hastar genom direktkontakt eller genom att miljon kontaminerats. Smitta kan &ven
overforas via foremal och manniskor (Oladunni et al. 2019; SVA, 2021).

Latent infektion

Infektion med bade EHV-1 och EHV-4 kan leda till latent infektion, vilket anses
vara en betydande del i spridningen av sjukdomen och nagot som forsvarar
kontrollen. I en studie (Welch et al. 1992) blev 80 % av héstarna latent infekterade
efter experimentell infektion med EHV-1. Latent virus hittades framfor allt i
lymfoida vévnader som dranerar luftvdgarna men &ven i cirkulerande lymfocyter i
blodet. Latent infektion med EHV-4 pavisades hos samtliga hastar i studien dven
fast de inte exponerats for det i studien. EHV-4 antogs komma fran tidigare
infektion med naturligt cirkulerande virus. Aven EHV-4 pavisades latent i lymfoid
vavnad och i cirkulerande lymfocyter (Welch et al. 1992).

Slater et al. (1994) utforde en studie dar fol infekterades intranasalt med olika typer
av EHV-1. Den primara infektionen resulterade i feber, virusutséndring i nosflodet
och viremi. Tva manader efter det priméara infektionstillfallet stimulerades reakti-
vering genom administrering av dexametason, cyklofosfamid och ciklosporin A.
De fyra folen som tidigare infekterats med en vild-typ av EHV-1 bérjade utséndra
virus i nosflodet igen medan de tva kontrollhastarna som infekterats med en
muterad variant av EHV-1 inte gjorde det. Ingen viremi sags hos de fyra félen.
Studien kom fram till att folen hade blivit latent infekterade eftersom det gick att
framkalla virusutsondring genom att stimulera med lakemedel. Dérefter utfordes
obduktion for att undersdka var latent virus kunde pavisas. Virus hittades da i
sensoriska nervkroppar i trigeminusganglierna och slutsatsen drogs att viruset &ven
kan lagga sig latent dar (Slater et al. 1994)
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Allen et al. (2008) undersokte prevalensen av latent infektion med EHV-1 i sub-
mandibularlymfknutorna hos 132 fullblodsston. Latent infektion hittades hos 54 %
av hastarna och av de latent infekterade hastarna bar 17 % pa en neurotrop biovar
(stam som setts orsaka neurologisk sjukdom) av EHV-1 (Allen et al. 2008). Pusterla
et al. (2010) undersokte férekomst av latent infektion med EHV-1 i submandibular-
lymfknutor och trigeminusganglier hos héstar som obducerades. Av de undersokta
hastarna var 15 % latent infekterade och det var fler hastar som hade latent virus i
trigeminusganglierna an i submandibularlymfknutorna. Det hittades bade neuro-
tropa och icke neurotropa stammar i studien. Den har studien visade pa mycket
lagre prevalens av latent infektion av EHV-1 &n i studien av Allen et al. (2008),
vilket forfattarna tror kan bero pa att hastarna tillhorde olika populationer (Pusterla
et al. 2010).

Latent virus kan reaktiveras nér hastar utsatts for stress, till exempel i samband med
transport, avvanjning, operationer, félning m.m. (Allen 2002). Bannai et al. (2021)
visade att immunfdrsvaret mot EHV-1 paverkades av 12 timmars transport. De sag
att virusneutraliserande antikroppar mot viruset minskade i sekret fran évre luft-
vagarna, vilket kan paverka forsta forsvaret mot infektion. I studien paverkades inte
antikroppsnivaerna i serum av transport (Bannai et al. 2021).

Subklinisk infektion

EHV-1 och EHV-4 kan orsaka subklinisk infektion och vid upprepade
aterinfektioner verkar dven de kliniska tecknen bli mindre och mindre allvarliga
(van Maanen 2002). Studier har visat att fol blir subkliniskt infekterade med EHV-
1 tidigt i livet (Gilkerson et al. 1999a; b; Foote et al. 2004). Kydd et al. (2006)
belyser i sin sammanfattande artikel att det inte ar faststéllt om dessa subkliniska
infektioner leder till viremi och till latent infektion. Om det skulle vara sa att folen
sa pass tidigt i livet riskerar att bli latent infekterade har vaccination ett valdigt kort
tidsfonster att verka (Kydd et al. 2006). Félen hade behovt bli vaccinerade innan
de exponeras for viruset for att eventuellt kunna forhindra att viruset lagger sig
latent och darefter riskerar att reaktiveras under livstiden. Trots att subklinisk
infektion antas vara relativt vanligt sammanfattar Lunn et al. (2009) att flera studier
indikerar att subkliniska hastar inte bidrar till en betydande smittspridning utan
smitta drivs av kliniska fall hos vuxna héastar (Lunn et al. 2009).

2.2.2. Patogenes

Studier har visat att primar virusreplikation av EHV-1 sker i 6vre luftvédgarna och
lymfknutor kopplade till ¢vre luftvdgarna (Kydd et al. 1994a; b, 2006). |
experimentella forsok har Kydd et al. (1994a, 1994b) pavisat infektiost virus och
virusantigen i bronkiella lymfknutor och lymfknutor som drénerar 6vre luftvagarna
inom 12 timmar efter infektionstillfallet. Det tyder pa att viruset ger upphov till
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immunforsvar redan under det akuta sjukdomsforloppet. | de 6vre luftvdgarna
infekteras forst epitelcellerna, vilket innebdr att viruset forekommer intracellulért
och enklare kan komma undan immunforsvaret. Darefter kan det snabbt sprida sig
vidare och infektera ett flertal olika celltyper. Kydd et al. (2006) sammanfattar att
EHV-1 har hittats i endotelceller, lymfocyter och dendritiska celler. Infektionen
som sprids via lymfocyter ar orsaken till att en cell-associerad viremi uppstar (Kydd
et al. 2006).

Nar EHV-1 infekterat epitelceller i 6vre luftvdgarna kommer cellerna att lyseras
vilket ar orsaken till nosflodet som kan ses. Nosflodet innehaller stora méangder
virus som kan smitta vidare till andra hastar (Reed & Toribio 2005). Vid infektion
med EHV-1 har ofta en bifasisk feber observerats, vilket verkar sasmmanfalla med
nar utsondring av virus sker. Stokes et al. (1991) sag 6kad virusutsondring i sam-
band med temperaturokning dag ett-tva och dag fem efter infektionstillfallet. En
annan studie visade att i samband med forsta och andra febertoppen utsondrades
virus fran 6vre luftvagarna och i samband med den andra febertoppen observerades
viremi (Goehring et al. 2010). | ytterligare en studie rapporterades viremi som
startade i samband med den andra febertoppen (Gibson et al. 1992).

Den viremi som viruset kan orsaka kan i sin tur leda till sekundér replikation av
virus pa andra stallen i kroppen, vilket man tror ar vad som sker nar abortform eller
neurologisk sjukdom utvecklas (Kydd et al. 2006). Vid abortformen infekteras
endotelceller i livmodern och det uppstar tromber dar som paverkar cirkulationen
och slutligen leder till att stoet kastar (Kydd et al. 2006). Edington et al. (1991) har
identifierat férekomst av virus i endotelceller hos bade stoet och fostret och har
aven sett lesioner i placentan som bidragit till kastning. Infektion av endotelceller i
endometriet spelar en stor roll i patogenesen vid abortformen. (Edington et al.
1991).

Smith et al. (1996) undersokte om det sags skillnader i lesioner som uppkommit
efter infektion hos ston i tidig och sen draktighet genom att de utsattes for experi-
mentell infektion med EHV-1 i olika manader av draktigheten. Hos de ston som
infekterades i tredje draktighetsmanaden sags mindre skador pa blodkéarl men inte
tromber eller ischemiska skador, medan storre skador pa karl och trombbildning
sags hos ston som infekterades i senare dréaktighet (femte till nionde manaden)
(Smith et al. 1996). Det &r samstammigt med att det oftare &r ston i sen draktighet
som kastar, eftersom det ar da skadorna till f6ljd av infektion med EHV-1 blir mer
omfattande.

Vid den neurologiska formen ar forloppet inte lika valkant, men det involverar
sannolikt ocksa infektion av endotelceller, formation av immun-antigenkomplex
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och inflammation i karl i ryggmérgen (Kydd et al. 2006). I en studie infekterades
atta ston med ett isolat av EHV-1 som isolerats fran ett neurologiskt fall (Edington
et al. 1986). Efter fyra dagar avlivades tva ston och vid obduktion noterades
infekterade endotelceller och tromber i nosslemhinnan och i ryggmargen. Blod-
analys fran Ovriga hastar visade en minskning av cirkulerande trombocyter och
forekomst av immun-antigenkomplex. Immun-antigenkomplex tros kunna bidra till
de lesioner som ses vid EHV-1-infektion. Hos tre hastar forekom varierande grad
av koordinationssvarigheter och de avlivades 9-10 dagar efter injektionstillfallet.
Vid obduktion kunde en hdg forekomst av virus i endotelceller, trombbildning och
blodningar pavisas i ryggmarg och hjarna (Edington et al. 1986).

Aven om EHV-1 och EHV-4 har manga likheter orsakar trots allt EHV-1 oftast mer
allvarlig sjukdom. En orsak till det kan vara virusens olika formaga att infektera
celler och sprida sig vidare i kroppen. | en studie sags det att EHV-1 hade formagan
att sprida sig till leukocyter som forekom i bade epitelceller och i bindvaven under
basalmembranet (Vandekerckhove et al. 2011). EHV-4 observerades framst i
leukocyter i epitelcellerna men var mycket sallsynt i leukocyter i bindvéven.
Slutsatsen var att de har skillnaderna mellan EHV-1 och EHV-4 gor att viremi &r
mer ovanligt till foljd av infektion med EHV-4 &n vid infektion med EHV-1.
Viruset formaga att infektera mononukleara celler och orsaka en cell-associerad
viremi med spridning till reproduktionsorganen och CNS anses vara en viktig del i
patogenesen vid virusabort och ekvin herpes myeloencefalopati (EHM). Darfor &r
det saledes ovanligt att EHV-4 orsakar abort eller EHM, pa grund av begréansningar
av att orsaka en cell-associerad viremi (Vandekerckhove et al. 2011). | Stokes et al.
(1991) studie sags ingen viremi till foljd av infektion med EHV-4 (Stokes et al.
1991).

2.2.3. Klinisk bild

Bade EHV-1 och EHV-4 kan orsaka mild eller till och med subklinisk infektion
(van Maanen 2002). Vid aterinfektion &r de kliniska tecknen ofta mildare (van
Maanen 2002) och med aldern minskar allvarlighetsgraden pa symtomen eftersom
aterinfektion sker naturligt under hela livet (Patel & Heldens 2005).

EHV-4 orsakar framst respiratorisk sjukdom och &r vanligast forekommande hos
yngre héstar. Kliniska tecken som kan ses ar feber, anorexi, svullna lymfknutor och
nasflode som kan vara allt fran serost till mukopurulent (Mizukoshi et al. 2002; van
Maanen 2002). Infektionen laker av och de kliniska symtom avtar efter tva-sju
dagar (van Maanen 2002). Abort till f6ljd av infektion med EHV-4 sker sporadiskt
(Quinn et al. 2011).
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EHV-1 forknippas med respiratorisk sjukdom, abort och neonatal dod hos f6l samt
neurologisk sjukdom (Quinn et al. 2011). Det finns &ven rapporterat att EHV-1 kan
paverka 6gonen (Slater et al. 2006) och vid experimentell infektion sags korio-
retinopati (Hussey et al. 2013). Respiratorisk sjukdom ses framst hos unga héstar
(Kydd et al. 2006; Paillot et al. 2007). Vid experimentell infektion med EHV-1 har
man sett kliniska tecken i form av bifasisk feber, forstorade submandibularlymf-
knutor, samt serdst till mukopurulent nosflode (Stokes et al. 1991; Gibson et al.
1992).

Abort- och neonatal form

Draktiga ston kan kasta om de smittas av EHV-1. Abort kan ske fran femte
draktighetsmanaden men ar vanligast mellan attonde manaden och till slutet av
draktigheten (Kydd et al. 2006). 95 % av de EHV-1-inducerade aborterna sker de
fyra sista manaderna av draktigheten (van Maanen 2002). Van Maanen (2002)
beskriver att inkubationsperioden varierar kraftigt vid abortformen, fran 9 dagar till
4 manader. Enligt artikeln kan abort till och med ske aratals efter smittotillfallet om
viruset reaktiveras. Om ett sto kastat till foljd av naturlig infektion med EHV-1 &r
det ovanligt att hon kastar av samma orsak i kommande draktigheter (Kydd et al.
2006). Ston som smittas valdigt nara folning kan fa levande fol, men folen ar valdigt
svaga och Gverlever oftast inte (Murray et al. 1998).

Neurologisk sjukdom

Neurologisk sjukdom orsakad av EHV-1 kallas dven for ekvin herpes myelo-
encefalopati (EHM). Inkubationstiden vid neurologisk sjukdom &r 6-10 dagar fran
infektionstillfallet (van Maanen 2002). Vid utbrott av EHV-1 med neurologisk
sjukdom har kliniska tecken i varierande grad beskrivits. Allt fran mild ataxi,
bakbenspares eller paralys till att hastarna forblir liggande och inte kan resa sig upp.
Feber, blasatoni och 6dem pa ventrala buken och benen har dven forekommit.
Respiratoriska symtom i form av nosfléde har ocksa setts i samband med
neurologisk sjukdom (van Maanen et al. 2001; Goehring et al. 2006; Allen 2008;
Negussie et al. 2017). Ofta borjar utbrott dar en del av héstarna senare utvecklar
neurologisk sjukdom med mildare symtom som feber och nosfléde, innan de
neurologiska symtomen ses (van Maanen et al. 2001; Goehring et al. 2006).
Prognosen for hastar som blivit allvarlig paverkade av neurologisk sjukdom é&r
avvaktande (van Maanen et al. 2001).

Det &ar i dagslaget inte helt klarlagt varfor vissa hastar utvecklar neurologiska
symtom medan andra inte gor det vid infektion med EHV-1. Nugent et al. (2006)
har pavisat en punktmutation i genen for DNA-polymeras (ORF30), som har visat
sig vara mer frekvent forekommande hos stammar forknippade med neurologisk
sjukdom (Nugent et al. 2006). Aven om sambandet mellan mutationen och
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neurologisk sjukdom ar starkt, finns det fall med neurologisk sjukdom dar den
specifika mutationen inte har setts, vilket tyder pa att det ar flera faktorer som avgor
om EHM utvecklas (Perkins et al. 2009). Sannolikt forekommer det skillnad i
patogenicitet mellan stammar, dér vissa kan affektera CNS (centrala nervsystemet)
i storre utstrackning (Nugent et al. 2006). Goodman et al. (2007) beskrev ocksa att
den har mutationen i DNA-polymeras oftare var forknippad med EHM och dven
med hogre nivaer av viremi (Goodman et al. 2007). Allen (2008) beskriver ocksa
att det ar magnituden av viremi som avgér om EHM utvecklas eller inte (Allen
2008).

Det finns teorier om att inte bara virusets genotyp utan aven bade vérd- och
miljofaktorer spelar in i om héstarna utvecklar neurologisk form eller inte. Flera
studier har sett att &ldre hastar i storre utstrackning utvecklar EHM (Goehring et al.
2006; Allen 2008). Hastar med hog feber under flera dagar har storre risk att
drabbas av EHM (Henninger et al. 2007; Burgess et al. 2012). | en studie (van
Maanen et al. 2001) av ett utbrott pa en ridskola drabbades 20 av 41 hastar av
neurologiska formen, ston och valacker drabbades i lika stor utstrackning men det
observerades att ston utvecklade svarare ataxi och forblev liggande i hogre grad an
vad valacker gjorde. | det studerade utbrottet drabbades inte ponnyer och mindre
raser av EHM i samma utstrackning som andra raser (van Maanen et al. 2001).

2.3. Immunsvar vid infektion med EHV-1

Under Iang tid har forskare studerat immunsvaret vid infektion med EHV-1 for att
forsta sig pa sjukdomen battre samt kunna hantera fall och utbrott. Flera olika
studier har gjorts bland annat pa vilket antikroppssvar som infektion ger upphov till
samt andra immunologiska svar som kan ha betydelse for bland annat utveckling
av vaccin. En stor del av forskningen har fokuserat pa vilket antikroppsvar som ses,
hur 1&nge antikroppar finns kvar och vilka som anses vara skyddande mot sjukdom.

2.3.1. Antikroppssvar

Breathnach et al (2001) utférde en experimentell studie dar fol infekterades med
EHV-1. Resultatet visade att infektionen inducerar ett effektivt lokalt immunférsvar
I slemhinnan i form av virus-specifika antikroppar av subtypen IgA (immuno-
globulin A). Det visade sig att forekomst av IgA hade neutraliserande effekt pa
viruspartiklar samt bidrog till minskad utséndring av virus i kombination med andra
immunférsvarsmekanismer. Slutsatsen drogs att IgA spelar en stor roll i ett forsta
forsvar mot infektion med EHV-1 &ven om det inte ger ett fullstandigt skydd mot
infektion. I studien sags det att IgA utséndras under en kortare period (veckor) men
att utsondringsperioden 0kar vid upprepade infektioner (Breathnach et al. 2001).

20



Gibson et al. (1992) undersokte det serologiska svaret efter infektion med EHV-1
hos specifikt patogenfria fol (SPF-fol). De studerade specifika antikroppar mot
EHV-1 som forekommer i serum, virusneutraliserande- (VN) och komplement-
fixerande-antikroppar (CF) som mattes genom virusneutraliseringstest respektive
komplementbindningstest. Nivaer av EHV-1-specifika IgM (immunoglobulin M)
och 1gG (immunoglobulin G) undersoktes ocksa genom radioimmunologisk analys.
IgM har komplementfixerande egenskaper och IgG kan verka neutraliserande pa
virus. Under studien infekterades félen tva ganger och antikroppssvaret jamférdes
efter forsta och andra infektionstillfallet. Andra infektionstillfallet skedde dag 61.
Efter den primara infektionen sags hoga titrar av specifika VN- och CF-antikroppar
mot EHV-1. VN-antikroppar kunde detekteras dag 14 och lag kvar i minst atta
veckor och liknande resultat ségs for CF-antikroppar. Aven IgG detekterades i hdga
titrar under samma tidsperiod som VN och CF. IgM steg efter det forsta infektions-
tillfallet men hade infor andra infektionstillfallet borjat sjunka och efter den andra
infektionen sags enbart en mindre 6kning av IgM jamfort med forsta infektions-
tillfallet. IgM nadde sin hogsta niva tidigare an 1gG, vilket forfattarna resonerar
skulle kunna anvéndas for att detektera om en hé&st nyligen har exponerats for
viruset. | den héar studien lag CF-antikroppar kvar i minst atta veckor, vilket ar
langre tid an i tidigare studier. Trots att antikroppar mot EHV-1 och EHV-4
korsreagerar i stor utstrackning vid den har typen av test sags inget eller ett mycket
litet serologiskt svar mot EHV-4 i den hér studien. Virusen har minst fyra liknande
glykoproteiner vilket kan vara en anledning till korsreagens. Forfattarna diskuterar
att det laga immunférsvaret mot EHV-4 har kan bero pa att SPF-félen &r helt
oimmuniserade medan tidigare studier har gjorts pa icke SPF-fol, som kan ha tréffat
pa virusen eller liknande virus tidigare (Gibson et al. 1992).

Stokes et al. (1991) studerade det humorala immunsvaret vid infektion med EHV-
1. Initialt ingick tre seronegativa hastar som exponerades for EHV-1 vid 18
manaders alder och 18 dagar efter forsta tillfallet. Efter det forsta infektionstillfallet
sags virusspecifika antikroppar av subtypen IgM dag fem, de hogsta nivaerna sags
dag nio och de lag kvar pa samma niva tills dag 20 da de borjade sjunka. Specifika
antikroppar av subtyp IgG sags efter sex dagar och nadde sitt hogsta varde dag 18,
da andra infektionstillfallet skedde, och IgG forblev darefter pa samma niva, matt
fram till dag 33. Forfattarna konkluderar att det sannolikt beror pa B-minnesceller
som skapats under forsta infektionen. Virusneutraliserande antikroppar samt
antikroppar kopplade till antikroppsberoende cellmedierad cytotoxicitet sags dag
10 och var fortsatt h6ga dag 54 nér sista provtagningen skedde (Stokes et al. 1991).

Det finns studier dar hastar provtagits ar efter infektion och dar man har hittat EHV-
1-specifika antikroppar. Grabb et al. (1995) provtog 10 hastar fyra ar efter abort till
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foljd av EHV-1 och da hade sju av de tio stona kvarstaende titrar av IgG-antikroppar
(Crabb et al. 1995). Van Maanen et al. (2001) studerade ett utbrott av EHV-1 pa en
ridskola déar feber och neurologisk sjukdom hade observerats. Ett ar efter utbrottet
togs uppfoljande serumprover fran 29 hastar och av dessa hade 27 kvarstaende 1gG-
antikroppar specifika mot EHV-1. Medelvardet av antikroppstitrar lag strax éver
gransvardet for samtliga 29 hastar. Hos nagra hastar som varit klinisk sjuka obser-
verades en markant minskning i antikroppsnivaer ett ar efter exponering (van
Maanen et al. 2001).

Vilka antikroppar ger ett skyddande svar och vilka gor inte?

Hannant et al. (1993) utférde en vaccinstudie pa ponnyer med ett vaccin som
dessforinnan testats pa hamstrar och som visat sig skydda hamstrarna mot allvarlig
infektion med EHV-1. | studien gav vaccinet upphov till hdga titrar av VN-
antikroppar som aven hade en lang duration, men det gav inget skydd mot ny
infektion med EHV-1. Dock sags det en signifikant minskning av kliniska tecken,
virusutsondring och viremi jamfor med kontrollgruppen. Slutsatsen drogs att titrar
av VN-antikroppar inte korrelerar med skydd mot infektion (Hannant et al. 1993).
Det beror troligen pa att infekterade celler vid viremi uttrycker mycket fa eller inga
virusantigen och darfor inte kan identifieras av immunforsvaret (Slater et al. 2006).

Stokes et al. (1991) drar slutsatsen i sin studie dar experimentell infektion med
EHV-1 utférdes att virus bast kontrolleras i kroppen nér det forekommer anti-
kroppar som kan neutralisera virus eller effektorceller som kan utféra antikropps-
formedlad destruktion av viruscellen (ADCC). Samtidigt i studien sags det att en
hast drabbades av mer allvarliga symtom &n 6vriga héstar, trots att den héasten hade
ett tidigt antikroppssvar i form av IgM och forekomst av virusneutraliserande
antikroppar, men anledningen till den har skillnaden var oklar. Forfattarna
konkluderar &nda att \VN-antikroppar verkar vara en del i skyddet mot sjukdom
(Stokes et al. 1991).

Perkins et al. (2019) undersokte en potentiell vaccinkandidat mot EHV-1 samt vad
som verkar ge hastarna en skyddande immunitet. Skyddande immunitet var starkt
kopplad till en typ av specifika IgG-antikroppar, 1gG4/7. Dessa kan verka neutrali-
serande redan i 6vre luftvdgarna och hogre halter i blodet var &ven forknippade med
ett battre skydd mot sjukdom, minskad virusutsondring och mindre risker for att
viremi uppstar (Perkins et al. 2019).

2.3.2. Ovriga immunmekanismer

Coombs et al. (2006) undersokte cytokinsvar hos icke immuna ponnyer och
ponnyer som hade utsatts for upprepade infektioner med EHV-1. De icke immuna
ponnyerna visade kliniska tecken och utsondrade virus efter intranasal infektion
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medan den immuniserade gruppen varken utsondrade virus eller visade
sjukdomstecken. De immuniserade ponnyerna hade bade innan och efter infektions-
tillfallet ett hogre cellmedierat immunsvar med interferon-gamma-producerande
(IFN-y) lymfocyter jamfort med de icke immuna ponnyerna som hade ett mer
generellt cytokinsvar. N&r immunsvaret hos grupperna analyserades hade de
immuniserade ponnyerna ett hogre immunsvar som karakteriserades av Th-1-svar
med cytokinsvar mest med IFN-y medan de icke immuna ponnyerna hade ett mer
generellt cytokinsvar med bade IFN-y och IL-4. Coombs et al. (2006) menar att det
tyder pa att hastar som har ett tydligt svar med IFN-y & mer immuna och att det ar
nagot som kan anvandas vid utveckling av vaccin (Coombs et al. 2006).

Paillot et al. (2007) visade att &ldre hastar hade ett mer IFN-y-medierat immun-
forsvar vid EHV-1-infektion, vilket kan kopplas till att aldre héstar sannolikt har
utsatts for flera naturliga infektioner under langre tid. Det kan vara en anledning till
att &ldre hastar i studien utvecklade mildare sjukdomstecken (Paillot et al. 2007).

Flera studier indikerar att héstar &r skyddade mot infektion med EHV-1 och
allvarlig sjukdom vid nérvaro av virusspecifika cytotoxiska T-lymfocyter. Hogre
nivaer av prekursorer till EHV-1-specifika cytotoxiska T-celler (pCLT) har visat
sig vara forknippat med kortare duration och lagre nivaer av viremi. Ston som hade
hogre pCTL hade ett battre skydd mot abort &n ston med lagre nivaer (Kydd et al.
2003). Allen (2008) visade att samtliga hastar som hade infekterats med ett ként
neurologiskt isolat av EHV-1 utvecklade neurologiska tecken och samtliga hade en
lag niva av EHV-1 specifika pCTL. Slutsatsen var att hastarna darfor inte kunde
kontrollera den cell-associerade viremin (Allen 2008). Aven O’Neill et al. (1999)
visade i sin studie liknande resultat och att vaccin som stimulerar ett pCTL-svar kan
ge battre skydd &n nuvarande vaccin som finns tillgangliga pa marknaden (O’Neill
et al. 1999).

2.4. Prevalens och seroprevalens av EHV-1 och EHV-4

Eftersom EHV-1 och EHV-4 har stor paverkan pa hastsporten och hastnaringen har
det varit av intresse att undersoka forekomsten av dessa virus. Det har gjorts flera
olika studier dar bland annat prevalens och seroprevalens har undersokts.

Under 2016-2020 inkom prover som testades positiva for EHV-1 till SVA (Statens
veterinarmedicinska anstalt) fran 6-33 svenska hastar per ar i samband med
luftvagssjukdom. Manga fler fall kan forekomma, da alla férkylda hastar inte
provtas. Fran 2021 borjade positiva luftvagsprover att rapporteras till Jordbruks-
verket. Mellan 2016-2020 rapporterades arligen 4-8 indexfall av aborter orsakade
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av EHV-1, men det forekommer sakerligen fler fall &ven hér eftersom alla ston som
kastar och deras kastade foster inte provtas.

For den neurologiska formen av EHV-1 rapporterades det mellan 1-5 indexfall
under aren 2016-2019 (SVA, 2021). | Sverige undersoktes férekomsten av anti-
kroppar mot EHV-1 och EHV-4 i samband med nedsatt prestation hos travhéstar
(Back et al. 2015). Serum undersOktes med komplementbindningstest, vilket
detekterar IgM-antikroppar mot bade EHV-1 och EHV-4 men kan inte skilja mellan
dem. I studien ingick 66 hastar och de provtogs upprepade ganger under studiens
tid. 64 prover hade en antikroppstiter pa 1:8 eller hogre. Av dessa 64 kom 14 prover
fran hastar som vaccinerats mot EHV-1/4 fyra-atta veckor innan provtagning. Det
var 10 hastar som hade en fyrfaldig titerstegring i parprover, varav atta hade
vaccinerats fyra veckor tidigare. Tva hastar var PCR-positiva for EHV-4 (Back et
al. 2015). Utifran resultaten gar det inte att tolka seroprevalensen, bland annat
eftersom det saknas information om antal prover som analyserades med komp-
lementbildningstest och fran vilka individer.

Pa ett storre stuteri i Australien undersoktes forekomsten av antikroppar mot EHV-
1 och EHV-4 hos 229 ston och deras 61-183 dagar gamla, ej avvanda fol. En
specifik ELISA (intern metod, ej kommersiellt kit) anvandes som skiljer mellan
IgG-antikroppar mot de bagge virusen. Seroprevalensen for EHV-4 var 6ver 99 %
hos bade ston och fél. Seroprevalensen for EHV-1 var 26 % hos stona och mot-
svarande siffra for folen var 11 %. | studien drogs slutsatsen att de seropositiva
folen hade infekterats nyligen och att det sannolikt var en specifik grupp av ston
som var orsaken till infektion bland folen (Gilkerson et al. 1999b).

I Mongoliet undersokte Pagamjav et al. (2011) seroprevalensen for en rad olika
virus hos landets hastpopulation, bland annat EHV-1. Metoden som anvandes var
ett virusneutraliseringstest. | studien testades 276 hastar och 68 % av dem var
seropositiva for EHV-1. Positiva resultat sags hos hastar spridda éver hela landet. |
en region var seroprevalensen ldagre an évriga, sannolikt pa grund av att det var en
yngre population som provtogs (Pagamjav et al. 2011).

I Nya Zeeland rapporterades det forsta utbrottet med EHM 2014 och déarefter
undersokte Dunowska et al. (2015) férekomsten av EHV-1 och IgG-antikroppar
mot EHV-1 respektive EHV-4 hos héstar som skickats till ett slakteri. Vid
undersokningen provtogs retrofaryngeala lymfknutor och trigeminusganglier for att
undersoka forekomst av latent infektion. Resultatet visade att 17 av 52 hastar var
PCR-positiva for EHV-1. Hos 16 av de positiva hastarna aterfanns viruset i lymf-
knutorna och en hést testade positivt i trigeminusganglier. Vid den serologiska
analysen anvandes ett kommersiellt ELISA-kit (Svanovir EHV1/EHV4-AD).
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Samtliga hastar hade antikroppar mot EHV-4 och 21 % var positiva for EHV-1-
specifika antikroppar (Dunowska et al. 2015).

| Turkiet undersoktes forekomst av IgG-antikroppar for EHV-1 och EHV-4 hos
héstar, asnor och mulor. Den serologiska analysen av hastserum gjordes med
ELISA (Svanovir EHV1/EHV4-Ab) och for asnor och mulors serum utfordes virus-
neutraliseringstest. Individerna som provtogs var asymtomatiska, ovaccinerade och
hade en medianalder pa 9 ar. Av hastarna som testades hade 14,5 % antikroppar
mot EHV-1 och motsvarande siffror for mulor och asnor var hégre (37,2 %
respektive 24,2 %). Seroprevalensen for EHV-4 hos hastar var 81,7 %. En viktig
slutsats av studien &r dven att mulor och asnor skulle kunna ha betydelse i sprid-
ningen av EHV-1 och EHV-4 (Ataseven et al. 2009).

| sydostra Polen undersoktes seroprevalensen hos utvalda hastar fran 23 stall med
olika typ av hastpopulationer. Totalt samlades 650 prover in fran hastar och fél och
proverna analyserades med ELISA fran Svanova (Svanovir Ehv1/4-Ab). IgG-
antikroppar mot EHV-1 hittades hos héstar pa 17 av 23 gardar och seroprevalensen
pa besattningsniva var mellan 5-50 % med ett medelvarde pa 13,5 %. Antikroppar
mot EHV-1 hittades bara hos hastar 6ver ett ars alder. Antikroppar mot EHV-4
hittades hos hastar i samtliga stall med seroprevalens for de olika stallen pa mellan
75-100 %, medelvarde 91,8 %. Seroprevalensen for EHV-4 var hogre hos yngre
héstar. | studien sags ett positivt samband mellan seroprevalens for bade EHV-1
respektive EHV-4 och antal hastar pa stallen (Gradzki & Boguta 2009).

Azab et al. (2019) undersokte prevalens av och seroprevalens for EHV-1 och EHV-
4 inom olika populationer av arabiska fullblodshéstar i Egypten. Serologisk analys
av 103 prover fran kliniskt friska hastar utférdes med VN-test och en specifik
ELISA (intern metod, ej kommersiellt kit) som skiljer mellan 1gG-antikroppar for
de tva virusen. PCR anvandes for virusdetektion i 192 prover insamlade fran kli-
niska fall dar aborter eller respiratorisk sjukdom observerats. Prevalensen var 44 %
for EHV-1 och 4 % for EHV-4, bland sjuka hastar. Med VN-testet var 52 % och 73
% seropositiva for EHV-1 respektive EHV-4. Med ELISA var 61 % av proverna
seropositiva for EHV-1 och 99 % av proverna for EHV-4 (Azab et al. 2019).

| Spanien undersoktes prover fran 334 hastar med ELISA (Ingezim Rinoneumonitis
14 HVE.K1, Ingenasa) och serumneutraliseringstest. Denna ELISA kan inte
differentiera mellan 1gG-antikroppar mot EHV-1 och EHV-4. Vid undersokning
med ELISA var 53,6 % positiva for antikroppar mot EHV-1 och/eller EHV-4.
Prover som var positiva eller otydliga analyserades darefter med serumneutrali-
seringstest, vilken skiljer pa antikroppar mot EHV-1 och EHV-4. Den observerade
seroprevalensen efter analys med serumneutraliseringstest var 27,7 % for EHV-1
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och 2,7 % for EHV-4. Det var vanligare med antikroppar mot EHV-1 an EHV-4,
vilket skiljer sig fran flera andra studier av seroprevalens. Forfattarna menar att
studier av seroprevalens alltid bor tolkas med forsiktighet eftersom de bade virusen
ar delvis lika och skulle kunna orsaka korsreaktion i tester, &ven om testerna séger
sig kunna skilja pa antikroppar mot respektive virus. Dessutom poangterar Cruz et
al. (2016) att de studier som visar hogre seroprevalens for EHV-4 dan EHV-1
genomforts med samma typ av ELISA (Svanova), och forfattarna menar att den
metoden verkar 6verskatta seroprevalensen for EHV-4 till nackdel for EHV-1. Cruz
et al. (2016) pastar sig aven ha sett att seroprevelensen av EHV-4 dverskattades i
ELISA fran Svanova, nar ponnyer infekterades experimentellt. Data fran den
analysen ar dock hittills opublicerad (Cruz et al. 2016). Det forefaller ske viss
korsreagens trots att metoden uppges vara specifik och kunna differentiera mellan
EHV-1 och EHV-4. Konklusionen ar att serumneutraliseringstest ar ett battre
alternativ for att uppskatta den verkliga seroprevalensen (Cruz et al. 2016).

Tabell 1: Oversikt av studier som studerat seroprevalens for EHV-1 och EHV-4 i olika lander.
1. Gilkerson et al. 1999b, 2. Azab et al. 2019, 3. Pagamjav et al. 2011, 4. Dunowska et al. 2015,
5. Grgdzki & Boguta 2009, 6. Cruz et al. 2016, 7. Back et al. 2015, 8. Ataseven et al. 2009

Land Antal Analysmetod Seroprevalens  Seroprevalens
hastar EHV-1 EHV-4
Australien® | 458 Specifik ELISA (intern 11-26 % >99 %
metod)
Egypten? 103 Virusneutraliseringstest och 52-61 % 73-99 %
ELISA (intern metod)
Mongoliet® | 276 Virusneutraliseringstest 68 % =
Nya 52 Specifik ELISA (Svanovir) 21 % 100 %
Zeeland*
Polen® 650 Specifik ELISA (Svanovir) | 5-50 % (13,5 %) 75-100 %
(91,8 %)
Spanien® 334 ELISA (Ingezim) och 27,7 % 2,7%
serumneutraliseringstest
Sverige’ 66 Komplementbindningstest - -
Turkiet® 290 | Specifik ELISA (Svanovir) 15 % 82 %
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3. Material och metoder

3.1. Studiedesign

Serumprover fran hastar analyserades for antikroppar mot EHV-1 och EHV-4.
Resultaten jamfordes mot demografi, kliniska symptom och tid efter utbrott av
EHV-1.

3.2. Studiepopulation och material

Studiepopulationen bestod av tva grupper av hastar (A och B) som varit exponerade
for varsitt utbrott av EHV-1 dér feber och neurologiska symptom férekommit, samt
en kontrollgrupp av friska héastar fran olika besattningar i Sverige.

Den ena kliniska gruppen (A) bestod av 55 hastar, dar alla utom en kom fran samma
stall. Nya fall med sjuka héstar dok upp under en period av minst tre veckor under
utbrottet 2019. Information om alder, ras och kén saknades for nio hastar. Ovriga
46 hastar var mellan 6 till 22 ar (medel 12,2 ar), det var 13 ston och 33 valacker,
och de var av raserna varmblod, sportponny, shetlandsponny och fjordhast. Ingen
av hastarna var vaccinerad mot EHV-1. Uppgifter om kroppstemperatur och
kliniska symptom i samband med utbrottet hade lamnats till SVA och déar fanns
ocksa historiska resultat for PCR-analyser for EHV-1 fran 143 nassvabbprover fran
54 hastar att tillga.

Studiepopulation A fordelades i olika grupper beroende pa klinisk bild; symtomfria
hastar (n = 19), hastar med feber (n = 17) och héstar med neurologisk sjukdom (n
=17). Tva héstar passade inte in i nagon klinisk grupp och uteslots ur de deskriptiva
och statistiska analyserna nér hastarna delades in efter klinisk bild, men de ingick
vid analys av den totala antikroppsforekomsten. FoOr att kunna jamfora
antikroppstiter i forhallande till nar i sjukdomsforloppet som héstarna provtagits
fick alla hastar en index-dag. De symtomfria héstarna tilldelades en indexdag nar
forsta fallet med EHV-1 konstaterades med PCR i stallet. FOr héstar med feber och
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neurologisk sjukdom sattes indexdag till dess forsta dag med kliniska tecken pa
sjukdom, vilket var feber eller neurologiska symtom.

Fran dessa 55 héastar fanns dels frysta serumprover (n = 69) som samlats in av SVA
under det akuta utbrottet av EHV-1 (2019), dels togs uppfdljande blodprover (n =
34) 30 manader efter utbrottet fran de 34 hastar som &nnu stod kvar i stallet. De
uppfoljande proverna samlades in som en del av detta arbete. Under det akuta
utbrottet provtogs 12 hastar tva ganger och en hast provtogs tre ganger under det
akuta utbrottet. Ovriga 42 hastar provtogs en gang under den perioden. Av de 34
uppfoljande proverna delades 32 prover in efter vilka kliniska tecken som héstarna
hade uppvisat under utbrottet; hastar som uppvisat feber (n = 12), héstar som
uppvisat neurologiska tecken (n = 11) och symtomfria hastar (n = 9). Tva héastar
uteslots pa grund av oklar symtombild eller avsaknad av data for kroppstemperatur.

Den andra kliniska gruppen (B) bestod av 12 hastar som hade varit exponerade for
eller sjuka i ett utbrott av EHV-1 2021 och vars serumprover samlats in av SVA
cirka sex manader efter utbrottet. Hastarna delas in i grupper efter klinisk bild;
symtomfri (n = 1), feber (n = 9) och neurologiska symtom (n = 2). Hastarna var i
alder 6 till 17 ar (medel 9,1 ar) och av varmblodsraser. Fem héstar var ston, fem
valacker och tva hingstar. En av hastarna hade tidigare vaccinerats mot EHV-1,
men for 6ver 10 ar sedan.

Kontrollgruppen bestod av 44 héastar som provtagits for hélsokontroll eller infor
export under mars och april 2021 och vars serumprover fanns sparade i SVA:s
serumbank. Hastarna var fran olika besattningar i olika delar av Sverige, i aldern 3
till 21 ar (medelalder 10,1 ar) och av varierande raser med kallblod, halvblod,
varmblod och ponnyer representerade. Majoriteten var hingstar och i dvrigt ingick
tva ston och en valack. For fyra hastar saknades information om alder eller ras.
Vaccinationsstatus for hastarna var okand.

3.3. Metoder

Komplementbindningstest utfordes pa serumprover som samlats in i samband med
det akuta utbrottet i grupp A (n = 69). Analys med indirekt ELISA genomfordes pa
prover tagna vid det akuta utbrottet (n = 69) och uppféljande prover cirka 30
manader efter utbrottets start (n = 34) i grupp A, prover cirka sex manader efter
exponering fran hastar i grupp B (n = 12) samt pa serumprover fran kontrollgruppen
(n = 44). Totalt analyserades 159 prover med ELISA.
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3.3.1. Komplementbindningstest

Komplementbindningstest utfordes for att analysera forekomsten av IgM-
antikroppar mot EHV-1 och EHV-4 i héstserumprover. Antikroppar av IgM-typ
kan detekteras redan vid tidig infektion men sjunker sedan snabbt (veckor-
manader). Metoden kan inte differentiera mellan EHV-1 och EHV-4 eftersom
antikropparna korsreagerar i stor utstrackning. Kydd et al. (2006) beskriver att CF-
antikroppar &r kortlivade och komplementbindningstest lampar sig bést for att
analysera parprover for att se om infektion skett nyligen, i from av titerstegring i
andra provet (Kydd et al. 2006)

Metoden genomférdes enligt protokoll pa SVA och till analysen anvandes 96-hals
U-plattor. Vid varje omgang sattes alltid en platta med kontrollprover for validering
av resultaten.

Pos S2 +
Pos S2 -
Neg S3 +
Neg S3 -
S1 S4 +
S1 S4 -
Ag+ Ag-
K K| K| K] K|K K K | K| BK | BK BK

Figur 1: Layout for U-plattor med kontroller. Pos = positiv referensserum, Neg = negativ
referensserum, S = serumprover, Ag+ = positiv antigenkontroll, Ag- = negativ antigenkontroll, K
= komplementkontroll, BK = blodkontroll, + = positivt antigen tillsattes till hela raden, - = negativt
antigen tillsattes till hela raden.

S1 S5 +
S1 S5 -
S2 S6 +
S2 S6 -
S3 S7 +
S3 S7 -
S4 S8 +
S4 S8 -

Figur 2. Layout for U-plattor nar fler an en platta sattes per dag. S = serumprov, + = positivt
antigen tillsattes till hela raden, - = negativt antigen tillsattes till hela raden.

Innan analysen pabdrjades inaktiverades komplement i serumproverna genom att
proverna inkuberades i 30 minuter i +56° C vatten. Darefter tillsattes veronalbuffert
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till brunnarna, 75 pL till de tre brunnar med blodkontroll, 50 uL till de nio brunnar
med komplementkontrollen och till antigenkontrollen samt resterande brunnar
tillsattes 25 pL. Sedan tillsattes 25 pL av respektive serumprov till radens forsta
brunn samt 25 uL av positiv och negativ kontroll till avsedda brunnar for kontroll-
prover. Dérefter titrerades brunnarna med 25 upL och de kvarvarande 25 uL
kasserades.

Positivt antigen spaddes med veronalbuffert till koncentrationen 1:4. Negativt
antigen, det vill séga enbart cellkulturen, spdddes med veronalbuffert till
koncentrationen 1:4. Darefter tillsattes 25 uL av spatt positivt antigen till avsedda
brunnar och 25 pL av spéatt negativt antigen tillsattes till avsedda brunnar. Till
serumkontroller tillsattes i stallet 25 pL veronalbuffert for att uppna samma volym
i samtliga brunnar. Till antigen-kontrollen tillsattes 25 uL spatt negativt och spatt
positivt antigen till avsedda brunnar.

Marsvinskomplement (Bio Jet Services, Uppsala) spaddes till en koncentration pa
1:36, vilket baserades pa farblodet som anvandes till hemolytiska systemet och hade
testats ut tidigare for att fA en lamplig koncentration. 25 pL av det spadda
marsvinskomplementet tillsattes till samtliga brunnar forutom blodkontrollen och
komplementkontrollen. Till komplement kontrollen tillsattes ospétt komplement
till de tre forsta brunnarna, darefter i koncentrationen 1:2 i nastkommande tre
brunnar och slutligen i koncentrationen 1:4 i de tre sista brunnarna. Plattorna
tejpades och forvarades i kyl 6ver natten i +4° C.

Ett sa kallat hemolytiskt system bereddes genom att 10 ml farblod (Hatunalab Ab,
Bro) fylldes upp i ett centrifugrdr och centrifugerades i tio minuter i 3000 rpm.
Supernatanten togs bort med pipett och centrifugroret fylldes upp med
veronalbuffert innan det centrifugerades i ytterligare tio minuter. Supernatanten
togs bort och kvarvarande vatska sag klar ut och ingen tvattning ansags nodvandig.
Blodet spaddes med veronalbuffert till en 1 %-16sning i en glasflaska och darefter
tillsattes amboceptor (AbNova Pab11352), vilket ar en antikropp riktad mot
farblodet. Till en 100 ml-flaska med 1 % farblodslésning tillsatts 50 pL ambo-
ceptor. Flaskan inkuberades i 37° C vatten i 30 minuter. Blandningen forvarades
sedan i kyl +4° C infor anvéndning.

Nastkommande dag togs plattan och hemolytiskt system ut ur kylen for att hallas i
rumstemperatur i 30 minuter. Dérefter tillsattes 50 puL av hemolytiskt system till
alla brunnar. Plattorna tejpades och inkuberades i 37° C i en timme innan de
centrifugerades i 600 rpm i sju minuter infor avlasning som skedde med hjalp av en
plattldsare med spegel.

30



Tre prover fick behandlas och analyseras igen eftersom serumkontrollen blev
positiv. De behandlades genom att 0,2 ml serumprov samlades upp i ett eppendorf-
ror och till det tillsattes 0,05 ml veronalbuffert. Blandningen inaktiverades i 37° C
vatten i1 30 minuter. Darefter tillsattes 0,55 ml veronalbuffert och blandningen
inkuberades i 56° C gradigt vatten i 30 minuter. Proverna sattes om pa U-plattan
likt tidigare.

Pa de 13 hastar dar parprover fanns kordes proverna samtidigt for att resultaten
skulle kunna jamforas pa ett sakrare satt.

Resultatet erhdlls i en antikroppstiter i intervallet 1:4 till 1:64. | den hér studien
tolkades provet som positivt om en positiv antikroppstiter erhélls, d.v.s. >1:4.

3.3.2. ELISA

Héstserumproverna analyserades med ett kommersiellt indirekt ELISA-kit
(Svanovir EHV1/EHV4-Ab, Svanova AB, Sverige) for pavisande av lgG-anti-
kroppar specifika for EHV-1 respektive EHV-4. Testet skiljer mellan de tva virusen
genom att EHV-4 har ett glykoprotein som ger upphov till ett specifikt immunsvar
som skiljer sig fran immunsvaret vid infektion med EHV-1. Metoden har i flera
studier (Crabb et al. 1995; Hartley et al. 2005) visat sig kunna differentiera mellan
IgG-antikroppar for EHV-1 och EHV-4, som annars ofta korsreagerar vid tester.
Hartley et al. (2005) jamforde den har typen av metod med komplementbildnings-
test och virusneutraliseringstest och kom fram till att ELISA var battre pa att
identifiera serokonvertering efter exponering for EHV-1 och EHV-4 samt kunde
skilja antikroppar at medan virusneutraliseringstest och komplementbindningstest
gav storre andel falskt positiva for EHV-1 nér hastarna i studien infekterats med
EHV-4. Efter analys av prover som tagits fran hastar som infekterats med EHV-1
gav komplementbindningstest och virusneutraliseringstest positivt for bada virusen
(Hartley et al. 2005).

Testen utfordes till storsta del enligt tillverkarens instruktioner. En del av proverna
som analyserades var dock varmebehandlade for att inaktivera komplement, trots
att varmebehandling inte bor anvéandas enligt instruktionen. For att utrona eventuell
effekt av varmebehandling analyserades sju prover med och utan varmebehandling,
och en genomsnittlig faktor for skillnaden réknades ut. Resultatet for varme-
behandlade prover justerades med denna faktor i statistiska analyser och redovis-
ningen av slutligt resultatet.

En 96-halsplatta som redan var belagd med icke-infektiost EHV-1-antigen, EHV-
4-antigen och kontrollantigen anvéandes. Innan analysen paborjades togs kittet fram
fran kylen for att alla reagenser skulle anta rumstemperatur.
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Serumproverna spaddes 1:100 med avsedd buffert innan de tillsattes till respektive
brunn. Proverna sattes i tre rader enligt figuren nedan, for att mata EHV-1, -4 och
en negativ kontroll for varje prov. Positiv kontroll for EHV-1 respektive EHV-4
tillsattes till avsedda brunnar samt negativ kontroll. Plattorna tejpades sedan och
inkuberades under skakning i rumstemperatur i tva timmar. Darefter tvattades
plattorna med tvattbuffert som spatts med avjoniserat vatten, steget upprepades fyra
ganger. Mellan varje tvattomgang, samt efter sista tvatten knackades brunnarna ur
for att tommas helt pa vatska. Efter tvatt tillsattes spatt konjugat till samtliga
brunnar innan plattan forseglades och inkuberades i ytterligare en timme i rums-
temperatur under skakning. Plattan tvattades och knackades darefter ur fyra ganger
igen. Substratlosning tillsattes till alla brunnar, vilket startar en reaktion som féargar
I6sningen i brunnarna korrelerat till méngden specifika 19G-antikroppar for EHV-
1 respektive EHV-4. Efter att ha inkuberats i 10 minuter tillsattes stoppldsningen i
samma ordning som substratldsningen tillsattes for att stoppa reaktionen. Dérefter
mattes absorbansen med spektrofotometer vid 450 nm.

EHV1 S6 S14 S22
EHV4 S7 S15 S23
NEG S8 S16 S24
S1 S9 S17 S25
S2 S10 S18 S26
S3 S11 S19 S27
S4 S12 S20 S28
S5 S13 S21 S29

1 4 K 1 4 K 1 4 K 1 4 K

Figur 3. Layout for plattor vid ELISA. EHV1 = positiv kontroll EHV-1, EHV4 = positiv kontroll
EHV-4, NEG = negativ kontroll, S = serumprover, 1 = rad belagd med EHV-1-antigen, 4 = rad
belagd med EHV-4-antigen, K = rad belagd med negativt kontroll-antigen.

Det korrigerade absorbansvardet berédknades fér EHV-1 och EHV-4 genom att
subtrahera absorbansvardet for korresponderande brunn innehallande kontroll-
antigen. Prover med ett korrigerat absorbansvérde >0,2 rdknades som positiva och
prover med ett korrigerat absorbansvarde <0,2 raknades som negativa i den har
studien.

3.4. Statistisk analys

Data fran analyserna sammanstalldes i Microsoft Excel (version 16:55). Vid
statistisk analys anvéndes programmet IBM SPSS Statistics (version 28.0.1.0).

32



Studiepopulationen delades in i grupper baserat pa nar proverna togs och klinisk
bild. Samtliga titervarden i komplementbindningstestet och OD-vérden hos alla
grupper utom den symtomfria gruppen var inte normalfdrdelade, och transfor-
merades darfor till logaritmisk skala innan statistisk analys genomférdes. Grupper
jamfordes med hjélp av envags-ANOVA och ansags signifikant om p = <0,05.
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4. Resultat

4.1. Komplementbindningstest for IgM mot EHV-
1/EHV-4

4.1.1. Studiepopulation A

Fran det akuta utbrottet analyserades 69 prover fran 55 hastar i studiegrupp A med
komplementbindningstest for IgM-antikroppar mot EHV-1/EHV-4. Totalt hade 50
prover fran 40 hastar detekterbara antikroppar for EHV-1/EHV-4 med en anti-
kroppstiter pa 1:4 — 1:64.

Hastarna i den symtomfria gruppen provtogs dag 34 i forloppet, raknat fran forsta
positiva PCR-testet i stallet (fran en hast med symtom). Dag 34 var 13 av 19
symtomfria hastar seronegativa for IgM mot EHV-1/EHV-4 och 6vriga sex héastar
hade en IgM-antikroppstiter pa 1:4-1:32. Median for den symtomfria gruppen var
0. Hastar med feber provtogs vid ett tillfalle dag 13 till 36 i forhallande till sin
indexdag for forsta symtom. Tva feberhastar var negativa for IgM-antikroppar och
ovriga 15 hastar hade en antikroppstiter pa 1:4 till 1:64. Median for hela feber-
gruppen var 1:16. Hastar med neurologisk sjukdom provtogs en gang var mellan
dag 17 till 41 i sitt kliniska forlopp. IgM-antikroppar pavisades hos samtliga 17
neurologiska hastar med en antikroppstiter pa 1:8 till 1:64. Median for den neuro-
logiska gruppen var 1:16 (Figur 4). Statistisk analys visade att hastarna med
kliniska tecken, feber respektive neurologisk sjukdom, hade hdgre IgM-anti-
kroppstiter &n den symtomfria gruppen (p = <0,001; p = <0,001 respektive). Det
observerades ingen skillnad i IgM-antikroppstiter mellan hdstar med feber och
neurologisk sjukdom (p = 0,192).
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Komplementbindningstest for antikroppar mot EHV-
1/EHV-4 under akut utbrott
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B Symtomfria B Feber @ Neurologisk

Figur 4: Jamforelse av IgM-antikroppstiter i serum analyserat med komplementbindningstest, hos
héstar med olika klinisk bild under ett akut utbrott av EHV-1. Hastarna provtogs dag 1341 i
forhallande till sin symtomdebut (kliniska fall) eller fran forsta pavisade fallet av EHV-1 i
beséttningen (symtomfria hastar).

Under det akuta utbrottet provtogs 13 hastar minst tva ganger. Tio hastar tillhorde
neurologiska gruppen, en hast tillnorde febergruppen och hos de 6vriga tva
observerades inga kliniska symtom men de testade positivt vid PCR. Hos 11 av 13
héstar sags en minskning av IgM-antikroppsnivaer analyserade med komplement-
bindningstest mellan provtagningstillfallena (Figur 5). For alla hastar utom nummer
11 hade det gatt 13-41 dagar fran symtomdebut till forsta provtagningstillfallet och
51-75 dagar tills andra provtagningen. Foér hast nummer 11 var det 24 dagar mellan
symtomdebut och forsta provtagningstillfallet, andra och tredje provet togs 41
respektive 60 dagar efter symtomdebut.
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Antikroppstiter i upprepade prover tagna pa hastar
under akut utbrott av EHV-1

Antikroppstiter
W
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Hast1 Hast2 Hast3 HEst4 Hist5 Hast6 HEst7 H3st8 Hist9 Hast 10 H3st 11 Hast 12 Hist 13

m Provtagningstillfille 1 m Provtagningstillfélle 2 Provtagningstillfalle 3

Figur 5: IgM-antikroppstiter mot EHV-1/EHV-4 hos 13 hastar vid olika provtagningstillfallen,
analyserat med komplementbindningstest. Provtagningstillfalle 1: dag 13-41 efter symtomdebut;
provtagningstillfalle 2: 34-36 dagar senare (dag 51-75 fran symtomdebut) utom for hast 11, 17
dagar senare (dag 41 fran symtomdebut); provtagningstillfalle 3: 36 dagar efter tillfalle 1 (dag 60
fran symtomdebut). Hast 1-10 uppvisade neurologisk sjukdom, hast 11 hade feber och hast 12 och
13 var symtomfria

4.2. ELISAfor IgG mot EHV-1
4.2.1. Studiepopulation A

En stor andel av serumproverna (n = 69) fran det akuta utbrottet i grupp A hade
varmebehandlats infor tidigare utfort komplementbindningstest nar ELISA-
analysen for IgG-antikroppar mot EHV-1 och EHV-4 genomférdes. Eftersom till-
verkaren anger att ELISA-analysen ska utforas pa icke varmebehandlade prover
testades sju prover fore och efter varmebehandling for att utréna effekten av den-
samma. D& varmebehandling visade sig ge cirka 20 % hogre OD-varde justerades
OD-vérdena for EHV-1 pa varmebehandlade prover (n = 69) ned med 20 %.

Akut utbrott

Den symtomfria gruppen hastar (n = 19), hade ett justerat OD-véarde for IgG-
antikroppar mot EHV-1 i serum mellan 0,002-0,662 (medelvérde 0,221) vid
provtagning dag 34 efter indexdag (dagen med forsta konfirmerade PCR-resultat).
Hastar med feber (n = 17) hade ett justerat OD-varde for antikroppar mot EHV-1
mellan 0,026-1,064 (medelvarde 0,376), vid provtagning dag 13-36 efter indexdag.
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Héstar med neurologisk sjukdom (n = 17) hade ett justerat OD-vérde for anti-
kroppar mot EHV-1 mellan 0,106-1,575 (medelvérde 0,555), vid provtagning dag
17-41 efter indexdag (Figur 6). Statistisk analys visade att hastar med neurologisk
sjukdom hade hogre OD-varden an den symtomfria gruppen (p = 0,015) medan
ingen skillnad sags mellan den symtomfria gruppen och hastar med feber (p =
0,151) eller mellan hastar med feber och neurologisk sjukdom (p = 0,592). Vid
jamforelse av OD-varden hos alla sjuka (feber plus neurologiska héstar) mot den
symtomfria gruppen, hade de sjuka hdgre OD-varden (p = <0,001).

OD-varden hos olika grupper under akut utbrott med EHV-1
vid analys med ELISA

1,6
1,4
1,2
1,0
0,8

OD-varde

0,6
0,4
0,2

0,0

B Symtomfria B Feber = Neurologisk

Figur 6: OD-varden enligt ELISA for 1gG-antikroppar mot EHV-1 i serum fran 53 héastar, dag 13—
41 fran symtomdebut eller forsta pavisade fallet av EHV-1. Symptomfria hastar, n = 19, hastar
som haft feber, n = 17, hastar som haft neurologiska symtom, n = 17. Gransen for positiv analys
var OD =0,2

30 méanader efter utbrott

Vid uppféljning i grupp A 30 manader efter det akuta utbrottet fanns 34 av de
tidigare provtagna hastarna tillgangliga, tva utesléts eftersom de inte kunde
kategoriseras, och de dvriga 32 uppvisade nu OD-varden for antikroppar mot EHV-
1 mellan 0,009-1,155 (medel 0,310). Alla hastar var symtomfria vid uppfdéljningen.
De hastar som hade varit symtomfria genom hela utbrottet hade nu OD-varden
mellan 0,009-0,618 (medel 0,267; n = 9) vid uppfoljning 30 manader senare.
Hastarna fran febergruppen hade nu OD-varden mellan 0,017-0,836 (medel 0,301;
n = 12). De héstar som drabbades av neurologisk sjukdom under utbrottet hade nu
OD-vérden mellan 0,036-1,155 (medel 0,355; n = 11) (Figur 7). Det var nu ingen
statistisk skillnad mellan OD-véardena hos de olika kliniska grupperna.
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OD-varde vid uppféljning 18 manader efter utbrott av EHV-1
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Figur 7: OD-varden enligt ELISA fér antikroppar mot EHV-1i serum hos 32 tillfrisknade héastar,
30 manader efter utbrott med EHV-1. Symtomfria hastar n = 9, hastar med feber n = 12, hastar
med neurologisk sjukdom n = 11. Gransen for positiv analys var satt till OD = 0,2.

4.2.2. Studiepopulation B

Hastarna i studiepopulation B som provtogs sex manader efter exponering for
EHV-1 hade OD-vérden for 1gG-antikroppar mot EHV-1 i serum mellan 0,035-
1,389 (medel 0,383; n = 12). En hast som aldrig hade uppvisat nadgra symtom hade
ett OD-vérde for IgG-antikroppar mot EHV-1 pa 0,174 vid uppféljningen. Hastarna
som hade uppvisat feber hade OD-vérden mellan 0,035-1,389 (medel 0,346; n =
9). Hastarna som hade visat neurologiska tecken hade OD-varden 0,513-0,795
(medel 0,654; n = 2). Det var ingen skillnad mellan OD-vérden hos hastar som hade
uppvisat enbart feber mot de som varit neurologiskt sjuka for 6 manader sedan (p
= 0,314). P& grund av att det bara ingick en symtomfri hast i studiepopulation B
kan inga statistiska berédkningar genomforas for att jamfora de symtomfria mot de
Kliniskt sjuka h&starna.

4.2.3. Kontrollgrupp och jamforelser av grupper

Hos kontrollgruppen med 44 hastar fran olika beséttningar 1dg OD-vérden for
antikroppar mot EHV-1 mellan 0,001-0,602 (medel 0,092; median 0,037).
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Nivaerna av 1IgG mot EHV-1 i serum var hogre hos hastar som varit kliniskt sjuka
(feber/neurologisk sjukdom) &n hos kontrollgruppen vid samtliga tidpunkter; 13—
41 dagar (grupp A; p = <0,001; n=34), sex manader (grupp B; p = 0,002; n =11);
respektive 30 manader efter symtomdebut (grupp A; p = 0,002; n = 23). Hos héstar
som varit kliniskt sjuka fanns ingen signifikant skillnad i nivaerna av IgG mot
EHV-1 i serum mellan tidpunkterna 1341 dagar (grupp A), 6 manader (grupp B)
respektive 18 manader (grupp A) efter symtomdebuit.

Hastar fran grupp A som aldrig visade kliniska symptom trots utbrott av EHV-1 i
deras besattning hade ingen skillnad i nivaer av 1IgG mot EHV-1 i serum mot
kontrollhastgruppen nar de provtogs under dag 34 efter pavisat utbrott (p = 0,135;
n=23), men vid uppfdljningen 30 manader efter utbrottets start hade den symtomfria
gruppen hogre OD-vérden jamfort med kontrollgruppen (p = 0,029; n = 9).

4.3. Fallbeskrivningar fran under det akuta utbrottet i
studiepopulation A

4.3.1. Symtomfria smittbarare

Hést X i studiepopulation A bodde i det stora stallet dar héstar insjuknade
kontinuerligt under flera veckors tid, men uppvisade inga tydliga kliniska tecken.
Vid ett tillfalle, samma dag som det forsta positiva PCR-testet hade konstaterats,
hade han 38,3 graders kroppstemperatur, vilket var exakt pa gransen som sattes i
studien. Morgonen innan och morgonen efter hade héast X normal kropps-
temperatur. Ett ndssvabbprov som togs cirka en vecka senare, var positiv for EHV-
1. Hasten antogs da vara en tyst smittbarare och flyttades till isolering. Tjugofem
respektive 61 dagar efter det positiva testresultatet samlades serumprov in. Analys
med komplementbindningstest pa det forsta och andra serumprovet visade en IgM-
antikroppstiter mot EHV-1/EHV-4 pad samma niva (1:8) vid bada tillfallena. Vid
analys med ELISA for 1IgG mot EHV-1 av det forsta provet var det justerade OD-
vardet 0,146 och till nasta provtagning Trettiosex dagar senare hade vérdet sjunkit
till 0,091, det vill saga under gransvardet 0,2. Vid uppfoljning 30 manader efter
utbrottet pavisades 1gG mot EHV-1 med ELISA, med ett positivt OD-vérde, 0,296.

Ytterligare en hast klassades som symtomlds smittbarare under utbrottet, baserat pa
ett positivt PCR-svar fran nassvabbprov. Av hanteringsorsaker gick det inte att
kontrollera héstens kroppstemperatur utan data for det saknas. Analys med
komplementbindningstest visade en IgM-antikroppstiter mot EHV-1/EHV-4 pa
1:64 dag 25 efter det positiva PCR-provet medan nivan hade sjunkit till 1:8 dag 61.
Vid analys med ELISA var det justerade OD-vardet for IgG-antikroppar mot EHV-
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1 hogt (1,4) dag 25 och dag 61 var det annu hogre (1,51). Vid uppféljning 30
manader efter utbrottet var OD-vardet fortsatt positivt, 0,483.

4.3.2. Serokonvertering bland symtomfria hastar

Nitton av de provtagna héstarna i studiepopulation A forblev symtomfria under hela
utbrottet. Fem dagar efter att den forsta hasten konstaterades positiv pd PCR
flyttades atta av dessa symtomfria hastar ut till ett isolerat stall dar inga kliniska fall
forekom. Resterande 11 stod kvar i det stora stallet dér nya hastar fortsatte att
insjukna under flera veckor.

Av de 19 provtagna, standigt symtomfria hdstarna var sex hastar seropositiva (1:4-
1:32) i komplementbindningstest och nio hade IgG mot EHV-1 enligt ELISA, 34
dagar efter det forsta konfirmerade fallet. Samtliga sex som var positiva i KB-testet
tillhorde den grupp av 11 standigt symtomfria héstar som stod kvar i stora stallet,
och fem av de hastarna plus tva till fran symtomfria gruppen som stod i stora stallet
(n = 7) hade serokonverterat med IgG-antikroppar mot EHV-1 (OD 0,311-0,662,
medel 0,421) vid tillfallet. I den grupp av atta symtomfria hastar som flyttat ut hade
tva av atta hastar serokonverterat med 1gG mot EHV-1, med OD-varden precis dver
grénsvardet (0,223-0,286) dag 34. De standigt symtomfria h&starna som stod kvar
i stora stallet (n = 11) hade dag 34 i forloppet ett korrigerat OD-véarde mellan 0,002—
0,662 (medel 0,304) for 1IgG mot EHV-1 vilket var hogre én for de hastar som
flyttades ut (n = 8), 0,002—-0,286 (medel 0,107) (p = 0,017; Figur 8).
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OD-varde vid akut utbrott av EHV-1 hos hastar som stod kvar i
stora stallet respektive flyttades till annat stall
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Figur 8: OD-varden enligt ELISA for antikroppar mot EHV-1 i serum under ett akut utbrott av
EHV-1 hos en grupp av med 11 hastar som stod kvar i stallet bland hastar dar insjuknanden
forekom samt en grupp med atta hastar som flyttades ut till ett stall utan sjuka hastar (p = 0,017).
Gréansen for positiv analys var satt till OD = 0,2.

4.3.3. Sjukdom utan serokonvertering

Under det akuta utbrottet var det tre av 17 héastar med neurologiska symtom som
inte hade serokonverterat med 1gG mot EHV-1 i det forsta serumprovet (insamlat
dag 19-39 fran indexdag) som analyserades med ELISA. Daremot hade alla tre
detekterbara antikroppstitrar (IgM mot EHV-1/EHV-4; 1:8-1:32) enligt komple-
mentbindningstest. En av de tre IgG-negativa hastarna hade testat positivt for EHV-
1 med PCR pa nassvabbprov 34 dagar innan serumprovet togs, och den hade
serokonverterat med 1gG nér ett andra serumprov togs (73 dagar efter indexdag).
En annan hast testade positivt (PCR, EHV-1) samma dag som serumprovet togs och
for en hést saknas PCR-resultat.

Fem av 17 hastar som insjuknade med feber hade inte serokonverterat med IgG mot
EHV-1i ELISA trots att det gatt 28-36 dagar sedan symtomdebut. Av de fem var
dock fyra positiva i komplementbindningstest (1:4-1:16). Tva hastar som var
negativa i ELISA och PCR dag 28-36 efter symtomdebut, testade dock positivt pa
PCR senare, dag 71-79 i forloppet. Vid uppfoljning 30 manader senare hade en av
de tva hastarna antikroppar éver det positiva gransvardet.
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4.4. Observerad seropositivitet och seroprevalens i
studien

| tabell 2 redovisas den observerade seropositiviteten vid olika tillfallen for studie-
population A och B. | tabell 3 redovisas den observerade seroprevalensen hos
kontrollgruppen.

Tabell 2: Den observerade seropositiviteten for EHV-1 och EHV-4 (ELISA) i respektive
studiegrupp och den observerade seropositiviteten for EHV-1/-4 (komplementbindningstest). ND,
inga data.

Observerad seropositivitet 1gG mot 1gG mot IgM mot
EHV-1 EHV-4 EHV-1/-4

Studiepopulation A - akut utbrott (n = 55) 69% 100% 72,7%

Studiepopulation A - 30 manader efter utbrott 50% 100% ND

(n=34)

Studiepopulation B - 6 manader efter utbrott 58,3% 91,6% ND

(n=12)

Tabell 3: Den observerade seroprevelensen hos kontrollgruppen féor EHV-1 och EHV-4 vid analys
med ELISA. ND, inga data.

Observerad seroprevalens hos 19G mot EHV-1 19G mot IgM mot

kontrollgrupp (95% KI) EHV-4 EHV-1/-4

Kontrollgrupp (n = 44) 13,6% 100% ND
(6,4; 26,7)
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5. Diskussion

Syftet med studien var att fa en uppfattning om hur smittspridningen skedde under
ett akut utbrott av EHV-1, genom att utfora serologiska analyser av serumprover,
samt att undersoka hur lang tid efter exponering som serumantikroppar kan detek-
teras.

5.1. Smittspridning i studiepopulation A vid akut utbrott

Det sanna indexfallet och datum for det ar i studiepopulation A oklart. Nar EHV-1
konfirmerades med PCR for forsta gangen hade det funnits sjuka hastar med
kortvarig feber och i ett par fall lindriga eller allvarliga neurologiska symtom upp
till drygt 20 dagar tidigare, men ingen av dessa hade konstaterats ha EHV-1 genom
analys med PCR. En av héstarna provtogs serologiskt och hade antikroppar mot
EHV-1, och en provtogs negativ for EHV-1 i PCR-analys av ett nassvabbprov.
Aven om det kan antas att dessa sjuka hastar hade EHV-1, sattes indexfallet i den
har studien till det forsta konfirmerade fallet. Smittspridningen i studiepopulation
A var svar att fa kontroll Gver trots att sjuka och/eller PCR-positiva hastar genast
flyttades till en isolerad avdelning fran den tidpunkt EHV-1 forsta gangen hade
konfirmerats. Smittspridningen fortsatte anda i stallet under tre veckor.

Inga serumprover analyserades serologiskt under tiden utbrottet pagick. Nar
serumproverna analyserades i efterhand, sdgs det att det fanns héstar som sero-
konverterat mot EHV-1 och/eller EHV-4 under det akuta utbrottet trots att de
forblev symtomfria. Nagra uppvisade hoga antikroppsnivaer langt over grans-
vardet. Dessa hastar kan ha varit symtomltsa smittbarare som rimligen har bidragit
till att smittan fortsatte cirkulera trots att man forsokte stoppa spridningen baserat
pa overvakning av kliniska tecken och PCR-resultat. Hade proverna analyserats
serologiskt redan under utbrottets gang, hade sannolikt fler smittade och potentiellt
smittspridande hastar kunnat identifieras och isoleras.

Komplementbindningstest som maéter IgM har beskrivits vara ett anvandbart test
under pagaende utbrott. Parprover tas med minst 14 dagars mellanrum och om det

ses en fyrfaldigstegring av antikroppar i serum anses hésten nyligen varit infekterad
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(Kydd et al. 2006). Det ar viktigt att det forsta provet tas i ett tidigt skede av
sjukdomsforloppet for att hamna inom fonstret innan antikropparna stiger for att i
det parade provet kunna se en stegring som bevis pa att hasten ar smittad. Det
beskrivs &ven vara anvéndbart for hastar som &r kliniskt friska men som varit i
kontakt med smittade héastar, for att se om de har serokonverterat och da kan antas
vara infekterade (Lunn et al. 2009). Gibson et al. (1992) ndmner &ven att genom att
mata IgM och IgG kan man fa en uppfattning om néar hasten har exponerats for
EHV-1. IgM nar sin hogsta niva tidigare an IgG och har en hast hdga nivaer av IgM
har den sannolikt infekterats nyligen (Gibson et al. 1992).

En fordel med serologisk analys jamfort med PCR &r att antikroppar ligger kvar en
langre tid (veckor-manader) (Kydd et al. 2006), medan fonstret for att detektera
virus med PCR é&r betydligt kortare. PCR fangar bara upp hastar som aktivt
utsondrar virus, vilket i de flesta fall sker under ett fatal dagar (Stokes et al. 1991;
Goehring et al. 2010) och da galler det att pricka in det for varje hast. | studien ar
det manga hastar som testat positivt i serologiska tester men som inte var positiva
vid de fatal tillfallen néar nassvabbprover undersoktes med PCR. Ett exempel i
studien &r en hast som hade antikroppar bade i komplementbindningstest och
ELISA men vid upprepade nassvabbprovtagningar var negativ vid PCR. Darfor kan
serologiska tester ge ett mer tillforlitligt svar pa vilka hastar som har exponerats och
smittats. Daremot behdver det kompletteras med PCR for att se om de fortfarande
utsondrar virus och &r som mest smittfarliga.

| den har studien hade majoriteten av de parade hastserumproverna som analy-
serades med komplementbindningstest en avtagande antikroppstiter. Det indikerar
att hastarna provtogs sent i forloppet, nar de redan varit infekterade med viruset och
hunnit fa ett antikroppsvar som redan ar i avtagande. IgM-antikropparna anges i
litteraturen (Stokes et al. 1991; Kydd et al. 2006) kunna sjunka snabbt, vilket
stdimmer dverens med studiens resultat dar antikroppstitern minskade eller férsvann
helt mellan provtagningstillfallena pa drygt en manad. Det konfirmerade indexfallet
vid utbrottet skedde 34-36 dagar innan de flesta hastserumproverna samlades in,
men sannolikt tidigare, upp till 50 dagar innan den forsta provtagningen agde rum
for de flesta hastar. Resultatet indikerar att smittan hade cirkulerat i stallet och att
héastarna exponerats och serokonverterat, kanske langt innan forsta serumprov-
tagning.

Komplementbindningstest skiljer inte pa antikroppar mot EHV-1 och EHV-4,
vilket ar viktigt att komma ihag. En del positiva prover kan vara positiva for enbart
EHV-4, vilket ar mycket vanligare an EHV-1. Sannolikt &r dock manga positiva till
foljd av EHV-1, eftersom vi vet att viruset cirkulerade bland hdstarna genom
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positiva PCR-svar fran nassvabbprover samt kliniskt sjuka hastar med neurologiska
symtom som stdmmer Overens for EHV-1.

Inom den symtomfria gruppen var det 11 hastar som stod kvar i stallet dar smitta
cirkulerade och som fick hdgre antikroppsnivaer an de atta hastar som flyttades ut.
Det indikerar att det skedde en storre smittspridning i det ursprungliga stallet an i
det nya. Antingen fanns dir tysta smittbérare eller sa "liackte” det smitta fran den
isolerade avdelningen i samma byggnad, via luft, manniskor, utrustning eller andra
djur. Kanske hade ytterligare hastar klarat sig fran smitta om det hade funnits
mojlighet att skapa fler olika mindre separata grupper fran borjan. Noggrann
isolering av sjuka fran friska hastar ar ett effektivt satt att hindra smittspridning
(Lunn et al. 2009), men t&cker inte for risken for symtomlésa smittbarare, dar blir
storleken pa gruppen en faktor. Ju farre smittspridare en hast har i sin miljo desto
lagre risk att hastarna utsatts for stora virusmangder och gor att de kanske klarar sig
fran klinisk sjukdom

5.1.1. Symtomfria smittbarare

Hést X i det akuta utbrottet klassades som en symtomfri smittbérare med anledning
av ett positivt PCR-svar som analyserats pa nassvabbprov. Serologiska analyser
visar dock att de serumprover som togs en manad och 61 dagar efter det positiva
PCR-resultatet var negativt for antikroppar i komplementbindningstest och ELISA,
om hasten hade varit infekterad borde den rimligtvis ha serokonverterat nar det
andra provet togs 61 dagar efter PCR-resultatet. Den serologiska analysen tyder pa
att hast X inte var en dkta tyst smittbdrare utan snarare att det positiva PCR-provet
var falskt positivt pa grund av kontamination. Men det gar inte helt att utesluta att
hasten var smittad med EHV-1, hésten kanske smittades men utan att immun-
forsvaret reagerade med att bilda antikroppar i serum. Vid uppféljning 30 manader
efter utbrottet hade hast A en antikroppsniva strax 6ver gransvardet. Antingen tog
det langre tid &n 61 dagar efter infektion for immunforsvaret att bilda antikroppar
eller s& har hast X serokonverterat senare till foljd av ny smitta for att den flyttades
till isoleringsstallet tillsammans med de sjuka héastarna. Serokonvertering sags
ocksa hos manga andra symtomfria hastar och det antas bero pa att det fanns
cirkulerande smitta dven i det stall dar enbart friska hastar skulle sta, vilket visades
genom att nya fall uppkom dagligen.

Aven en annan hast klassades som symtomfri smittbdrare, men det kan vara en
felaktig klassificering eftersom det saknas information om denna hasts kropps-
temperatur. Analys av serumproverna visar att hasten har serokonverterat och hade
hoga antikroppsnivaer. Sannolikt bidrog den hasten till att smittan spreds. Vid
uppfoljning 30 manader lag antikroppsnivan hogt 6ver gransvardet. Den har hasten
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genomgick hogst troligt infektion, men om det var en symtomfri smittbérare eller
hade klinisk sjukdom i form av feber vet vi inte.

5.1.2. Samband mellan serokonvertering, sjukdom och PCR-
resultat?

De flesta hastar i studiepopulation A foljde det klassiska monstret, de exponerades
och uppvisade kliniska tecken och serokonvertering kunde observeras i prover.
Men det fanns &ven héstar som serokonverterade utan att visa symtom och héstar
som hade symtom men som inte serokonverterade. Det var dven en hdst som testade
negativt pa upprepade PCR men som var positiv i de tva serologiska testerna.

En hést med neurologisk sjukdom hade inte serokonverterat 39 dagar efter index-
dagen, men i ett andra prov 73 dagar fran indexdagen kunde antikroppar detekteras.
Hasten var positiv i PCR pa nassvabbprov en manad innan det forsta serumprovet
togs. Resultatet tyder pa att den har individens immunférsvar reagerade langsamt
med att bilda antikroppar. Orsaken till det kan diskuteras, utsattes hasten for Iag
smittdos under langre tid sa att tiden det tog att bilda antikroppar forlangdes eller
fanns det faktorer hos den har individen som gjorde att ett tydligt immunsvar
saknades? Det ar svart att ta reda pa i efterhand men av intresse att studera liknande
individer i framtida utbrott for att lara sig mer om EHV-1.

En hast som uppvisade feber (upp till 39,1 grader) under flera dagar har inte
serokonverterat alls och har inte heller testat positivt vid PCR. Berodde avsaknaden
av antikroppsvar pa ett daligt immunforsvar eller hade den har hasten drabbats av
en annan infektion samtidigt som utbrottet pagick?

En annan hést som hade feber var negativ med ELISA i ett prov som togs 36 dagar
efter dess indexdag och negativ vid uppfoljning 30 manader senare. | komplement-
bindningstestet var antikroppstiter dock 1:32. Hasten var negativ vid PCR-under-
sokning. Var det har ytterligare en hast dar immunfdrsvaret bildade antikroppar
langsamt, och att om det funnits upprepade prover fran det akuta utbrottet sa hade
vi sett serokonvertering? Och att antikropparna sedan sjunkit till uppféljning 30
manader senare? Eller berodde den har hastens symtom pa EHV-4? Antikropps-
nivaerna var sa pass laga under det akuta utbrottet och 30 manader senare att det
inte ar sannolikt att hasten hade serokonverterat nagon gang senare under det akuta
utbrottet. Det fanns bara ett prov taget fran hasten under det akuta utbrottet, varfor
det inte gar att se om resultatet av komplementbindningstestet forandrades 6ver tid,
vilket skulle kunna indikera att hasten var smittad nyligen.
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Att det fanns héstar som inte serokonverterade trots positiva PCR-svar eller som
det tog lang tid for att serokonvertera, kan indikera att det ar faktorer hos individen
som avgor hur sjuk den blir samt vilket antikroppssvar som genereras och att det
alltsa inte enbart ar virusets faktorer som styr. Det ar darfor fortsatt intressant att
studera EHV-1 och dess interaktion med immunforsvaret. Dels for att fa en béttre
forstaelse for viruset och vad det orsakar hos individen, dels forsta mer exakt vad
det & som ger en skyddande immunitet eftersom viruset idag orsakar stora problem
(Patel & Heldens 2005). Det &r konstaterat att aldre hastar har 6kad risk for att
utveckla EHM ndr de smittas av EHV-1 (Goehring et al. 2006; Allen 2008) och att
hastar med hog feber under flera dagar oftare utvecklar EHM (Henninger et al.
2007; Burgess et al. 2012). Nagra sadana faktorer har inte studerats i den har
studien, dels pa grund av att de sjuka héstarna behandlades med febernedséttande
preparat som rimligen har paverkat magnituden av feber och vid analys hade gett
ett falskt resultat. Det beskrivs &ven i litteraturen att neurologisk sjukdom till foljd
av EHV-1-infektion upplevs mer vanligt (Reed & Toribio 2005; Lunn et al. 2009).
Eftersom det ar en mycket allvarlig form som kan leda till doden &r det av &nnu
storre vikt for hastvalfarden att forska vidare for att 6ka forstaelsen for sjukdomen
och hur den bor hanteras.

5.2. Hur lange kan antikroppar detekteras och hade
den kliniska presentationen betydelse for
antikroppssvaret?

Nuvarande forskning h&nvisar ofta tillbaka till att antikroppar mot EHV-1 &r
kortlivade (Reed & Toribio 2005; Kydd et al. 2006). Darfor var det intressant att i
den hér studien visade resultatet att det finns hastar (50 %) som har antikroppar
kvar 30 manader efter sjukdom. Det var ingen statistisk skillnad i antikroppsnivaer
hos hastar som hade varit sjuka med feber eller som hade varit neurologiskt
paverkade. Det sags heller ingen skillnad i antikroppsnivaer vid provtagning sex
manader respektive 30 manader efter utbrott av EHV-1, och den kliniska gruppen
hade vid varje tillfalle hogre antikroppsnivaer dn kontrollgruppen som antogs vara
friska. | den har studien verkar det darfor som att den kliniska presentationen inte
ar avgorande for hur hoga nivaer av antikroppar som bildas, men att hastar som
varit kliniskt sjuka far hogre antikroppsnivaer an de hastar som varit symtomfria.

Det finns ett fatal studier publicerade dér antikroppar har matts en tid efter utbrott
av EHV-1. Van Maanen et al. (2001) studerade ett utbrott av EHV-1 pa en ridskola
i Holland dér feber och neurologisk sjukdom hade observerats. Ett ar efter utbrottet
togs uppfoljande serumprover fran 29 hastar och av dessa hade 27 kvarstaende
antikroppar mot EHV-1 (93 %). OD-medelvardet lag strax 6ver gransvardet for
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samtliga 29 hastar, men hos nagra hastar som hade varit sjuka sags en markant
minskning i IgG-antikroppsnivaer ett ar efter utbrottet (van Maanen et al. 2001).
Det kan jamforas med att 11 av 23 hastar (47,8 %) som varit kliniskt sjuka var
seropositiva for IgG mot EHV-1 30 manader efter utbrottet i den har studien, med
ett medelvarde for de 11 seropositiva hastarna pa nastan tre ganger gransvardet. Det
var nio symtomfria hastar som provtogs vid uppféljningen 30 manader efter
utbrottet och av dessa var fyra seropositiva for IgG mot EHV-1. Det finns flera
gemensamma faktorer for det akuta utbrottet i den har studien och utbrottet pa
ridskolan i Holland. Bada utbrotten skedde pa ridskolor och den Kkliniska
presentationen var liknande. Prognosen for tillfrisknande efter att hasten blivit
liggande till foljd av neurologisk paverkan var dalig i van Mannen et al. (2001)
studie. Under det akuta utbrottet avled 10 % till f6ljd av neurologisk sjukdom, vid
uppfoljning fyra ar efter utbrottet hade ytterligare fem hastar avlivats pa grund av
kvarstdende symtom i form av ataxi och/eller urininkontinens. Flera av hastarna
fick intensivvard och fick stod att sta av sa kallad hangmatta (van Maanen et al.
2001). I den hér studiens studiepopulation A fick 19 % av hastarna med neurologisk
sjukdom i stallet avlivas, trots att de fick stod av sa kallad hangmatta (Grondahl.
G., SVA, pers. medd., 2021).

Intressant att notera ar att medelvardet for antikroppsnivaer vid uppféljning 30
manader senare i foreliggande studie ligger mycket hdgre &n i van Mannens et al
(2001), aven om det var en lagre andel av de som varit sjuka som hade kvarstaende
antikroppar i den har studien. Aven en annan studie har rapporterat kvarstdende
antikroppstitrar, Crabb et al. (1995) sag detta hos sju av 10 ston, fyra ar efter ett
utbrott med virusabort (Crabb et al. 1995). Aven om flera publikationer (van
Maanen 2002; Kydd et al. 2006) menar att antikroppar mot EHV-1 ar kortlivade,
talar resultatet i van Mannen et al. (2001) och i Crabb et al. (1995) samt resultatet
i den har studien for att antikroppar kan detekteras flera ar efter infektion.

5.3. Observerad seropositivitet och seroprevalens

5.3.1. EHV-1

Som forvantat var seropositiviteten for IgG mot EHV-1 hos héstar i stall som haft
utbrott av EHV-1 (50-69 %) signifikant hogre &n hos de friska kontrollhéstarna
fran olika stall i Sverige (13,6 %). Daremot skilde sig inte seropositiviteten for
EHV-4 mellan grupperna, den var mycket hog i samtliga studerade grupper, 91,6—
100 %. En avtagande andel av de studerade hastarna fran utbrott var seropositiva
Over tid. Det var dock inte exakt samma hastar som provtogs vid de olika tillfallena.
Antikroppsnivaer forvantas sjunka med tiden om ingen ny exponering sker men det
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kunde inte pavisas nagon sankning av antikroppsnivaerna (IgG mot EHV-1) under
30 manader for de hastar som varit kliniskt sjuka.

For kontrollpopulationen, vilket kan antas ge en bild av antikroppsforekomsten hos
den svenska hastpopulationen, var seroprevalensen for IgG for EHV-1 13,6 %.
Resultatet ar likvardigt vad som observerats i studier fran Turkiet (15 %) (Ataseven
et al. 2009), Polen (13,5 %) (Gradzki & Boguta 2009) och Nya Zeeland, (21 %)
(Dunowska et al. 2015). Seroprevalensen var lagre an i studier som anvant virus-
neutraliseringstest (Pagamjav et al. 2011; Azab et al. 2019), vilket inte ar orimligt
da det forekommer korsreaktioner mellan antikroppar for EHV-1 och EHV-4 i
testet. Hastarna i kontrollgruppen var inte randomiserat utvalda men kan anda pa
flera satt antas ge en adekvat bild av den svenska hastpopulationen da de var i
varierande alder (3-21 ar), flera raser fanns representerade, och de kom fran olika
delar av landet. Dock var en stor del av hastarna hingstar.

5.3.2. EHV-4

| samtliga studiegrupper var den observerade seropositiviteten for IgG mot EHV-4
mycket hog, 91,6-100 %. Seroprevalensen for EHV-4 hos kontrollgruppen var 100
%. Det stammer vél 6verens med rapporter om att EHV-4 &r vanligt férekommande
och att de flesta hastar har traffat pa viruset (Allen 2002), det saknas dock nyare
studier inom omradet. Flera andra studier av hastar i Australien (>99 %), Turkiet
(82 %) och Nya Zeeland (100 %) (Gilkerson et al. 1999b; Ataseven et al. 2009;
Dunowska et al. 2015) har rapporterat liknande resultat. Det finns dock en studie i
Spanien (Cruz et al. 2016) med avsevart lagre seroprevalens for EHV-4 (2,7 %) och
dar antikroppar mot EHV-1 var vanligare an antikroppar mot EHV-4. Det ar
tvartemot tidigare ndmnda andra studier (Gilkerson et al. 1999b; Ataseven et al.
2009; Dunowska et al. 2015). Cruz et al. (2016) har anvant sig av en ELISA som
inte skiljer mellan EHV-1 och EHV-4 och darefter utfor ett SN-test pa positiva eller
oklara prover medan de andra (Gilkerson et al. 1999b; Ataseven et al. 2009;
Dunowska et al. 2015) har anvant sig av en ELISA fradn Svanova (Svanovir EHV-
1/4-Ab), vilket &ven var samma metod som anvéndes i den hér studien. Cruz et al.
(2016) menar att ELISA fran Svanova Overskattar forekomsten av EHV-4 till
nackdel for EHV-1, och att den framfor allt ger ett falskt hogt varde for EHV-4.
Fast att metoden pastas kunna differentiera antikroppar mot EHV-1 fran EHV-4
menar forfattarna att det &nda sker korsreaktioner mellan antikropparna, baserat pa
opublicerad data fran dem dar ponnyer har utsatts for experimentell infektion med
EHV-1 (Cruz et al. 2016). Det gjordes ingen utvérdering av olika testmetoder i
studien, utan deras slutsats baserades enbart pa den opublicerade data (Cruz et al.
2016). For att validera resultaten hade det varit intressant att ga vidare med andra
tester, dar man vet att antikroppar mot de olika virusen EHV-1 och EHV-4 kan
sérskiljas som till exempel serumneutraliserings- eller virusneutraliserings-test,
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innan slutsatser dras om hur specifika metoderna ar for antikroppar mot EHV-1
respektive EHV-4.
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6. Konklusion

En konklusion &r att serologiska tester, i from av komplementbindningstest och
ELISA, ar mycket anvéndbara i arbetet med att identifiera smittade och potentiellt
smittspridande hastar under ett akut utbrott av EHV-1. Fler smittade hastar fangades
upp i de serologiska testerna &n vad PCR-analysen vid ett enstaka tillfalle gjorde,
men det fanns ocksd motsatta resultat. Serologiska metoder kan anvandas som
komplement till PCR, eftersom tiden antikroppar kan detekteras &r betydligt langre
ar tidsfonstret for PCR.

Den andra konklusionen ar att antikroppar kvarstar hos hastar, bade sex och 30
manader efter utbrott med EHV-1 dar feber och neurologisk sjukdom har fore-
kommit. De flesta publicerade artiklar anger att antikroppar sjunker betydligt
snabbare an sa. Det gick inte att dra nagra slutsatser om att en specifik symtombild
gav upphov till ett hogre antikroppssvar an andra, men sjuka hastar fick ett hogre
svar an symtomfria héstar.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

EHV-1 och EHV-4 &r vanligt forekommande bland héstar. Vid infektion ses
vanligen luftvagssjukdom, men bagge virusen kan orsaka abort, &ven om det bara
sker sporadiskt vid infektion med EHV-4. Ston kan smittas och bli latent infek-
terade langt innan draktigheten, och om viruset reaktiveras under draktigheten kan
det leda till att stoet kastar. De flesta ston kastar i sen dréaktighet, fran attonde till
sista draktighetsmanaden, men det kan &ven ske tidigare. EHV-1 kan ge upphov till
neurologisk sjukdom, dar hastarna uppvisar allt fran milda koordinations-
svarigheter till att de forblir liggande och far problem att urinera. Flera rapporter
tyder pa att utbrott med neurologisk sjukdom har blivit mer vanligt &n innan, nar
den formen bara sags sporadiskt. Luftvagssjukdom léker oftast ut snabbt och de
flesta héstar uppvisar milda symtom. Vid abortformen och den neurologiska formen
uppstar en cell-associerad viremi (nar virus forekommer i blodet), vilket leder till
sekundar replikation i reproduktionsorganen och nervsystemet. Det uppstar da
skador pa karl som leder till skador i vavnaden till foljd av syrebristen, vilket
orsakar den kliniska presentationen. Riskfaktorer for att utveckla den neurologiska
formen ar bland annat hog alder, flera dagar med hog feber och storre raser drabbas
oftare ar ponnyer.

Det har genomforts manga studier med fokus pa att utréna vilket immunsvar som
ger en skyddande immunitet mot EHV-1. Nuvarande kunskap indikerar pa att IgA-
antikroppar i slemhinnan &r ett bra forsta skydd mot infektion, vid nérvaro av IgA
kan de verka neutraliserande pa viruspartiklar. Flera studier har sett att infektion
med EHV-1 gor att immunforsvaret bildar virusneutraliserande (VN) antikroppar,
men om dessa ger skydd mot aterinfektion ar oklart. Det har i studier sett att VVN-
antikroppar ger ett skydd medan andra har sett att det inte gav skydd mot
aterinfektion. Férekomst av en viss typ av 1gG, 1gG4/7, har dock visat sig vara
starkt korrelerad med skydd mot EHV-1-infektion. Vid narvaro av 1gG4/7 i blodet
ger det bade mindre risk for viremi och minskad virusutsondring fran Gvre
luftvdgarna. Andra studier har visat att hastar som hade ett immunsvar med
cytokinsvar av IFN-y hade ett battre skydd mot infektion samt att hastar som hade
cytotoxiska T-celler (CTL) vid infektionstillfallet far en kortare och lagre niva av
viremi &n de som inte hade CTL.
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| studien analyserades serumprover fran ett akut utbrott av EHV-1 med syftet att
jamfora analysresultaten for att fa information om hur smittspridningen skedde.
Hastar fran det akuta utbrottet provtogs 30 manader efter utbrottet och hastar som
varit med om ett annat utbrott av EHV-1 provtogs sex manader efter exponering.
Dessa prover analyserades med syftet att underséka om antikroppar kan detekteras
efter sex respektive 30 manader efter exponering av EHV-1.

Proverna analyserades med tva olika metoder som detekterar antikroppar. Samtliga
prover analyserades med en indirekt ELISA (enzymkopplad immunadsorberande
analys) och prover fran det akuta utbrottet analyserades dven med komplement-
bindningstest. Vid ELISA mattes IgG-antikroppar och vid komplementbindnings-
test mattes IgM. Specifika IgM-antikroppar stiger snabbt efter exponering men de
avtar ocksa fort (veckor-manader). Testet ar framfor allt anvandbart om hésten
provtas tidigt i forloppet och foljs upp med ett andra prov efter minst tva veckor.
Om resultatet visar en fyrfaldig titerstegring ar det ett tecken pa nyligen genom-
gangen infektion. Specifika IgG-antikroppar bildas senare i forloppet men finns
kvar under langre tid, upp till ar. Vid komplementbindningstest sker kors-reaktioner
mellan antikroppar mot EHV-1 och EHV-4 medan den indirekta ELISA som
anvandes i studien skiljer mellan antikroppar mot EHV-1 och EHV-4.

Resultatet visade att det var manga hastar som serokonverterade (bildade anti-
kroppar) under det akuta utbrottet och att det inte bara var héastar med kliniska
tecken utan dven hastar som forblev symtomfria. | prover fran det akuta utbrottet
visade analys med komplementbindningstest att hastar med feber fick ett hogre
antikroppsvar an symtomfria hastar, samma resultat sags aven vid jamforelse
mellan héastar med neurologisk sjukdom och symtomfria héstar. Det var ingen
skillnad i antikroppsnivaer mellan febergrupper och neurologiskt sjuka hastar. Vid
analys med ELISA pa prover fran det akuta utbrottet hade neurologiska héastarna ett
hdgre 1gG-antikroppsvar an den symtomfria gruppen, men det observerades ingen
skillnad mellan febergruppen och den symtomfria gruppen. Vid analys med ELISA
observerades det att en del av hastarna som tidigare varit sjuka under utbrotten hade
kvarstdende antikroppar efter bade sex och 30 manader. Det var ingen skillnad i
antikroppsnivaer beroende pa om hastarna varit sjuka i feber eller drabbats av
neurologisk sjukdom men sjuka hastar hade hogre 1gG-nivaer an héstarna i den
symtomfria gruppen.

Studiens slutsats var att serologiska analyser under akut utbrott av EHV-1 &r
anvandbart n&r det kommer till att identifiera smittade hastar, framfor allt de som
ar tysta smittbarare, eftersom antikroppar kan métas under en langre tid &n vad
motsvarande fonster ar for detektion via PCR-analys. Det var aven intressant att sa
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pass manga héastar hade hoga 1gG-antikroppar, bade efter sex och 30 manader efter
utbrott.
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