’t Sveriges lantbruksuniversitet

S ]_ u Fakulteten for veterinarmedicin och husdjursvetenskap

Bovin neonatal pancytopeni, vad ligger
bakom sjukdomen?

Karolina Sjoberg

Sjalvstandigt arbete i veterinarmedicin, 15 hp

Veterindrprogrammet, examensarbete for kandidatexamen Nr. 2012: 16
Institutionen foér biomedicin och veterinar folkhdlsovetenskap

Uppsala 2012







’t Sveriges lantbruksuniversitet
Fakulteten for veterinarmedicin och husdjursvetenskap

SLU

Bovin neonatal pancytopeni, vad ligger bakom sjukdomen?

Bovine neonatal pancytopenia, what is behind the disease?

Karolina Sjoberg

Handledare:
Caroline Fossum, SLU, Institutionen for biomedicin och veterinar folkhalsovetenskap
Magnus Abrink, SLU, Institutionen fér biomedicin och veterinar folkhélsovetenskap

Examinator:
Mona Fredriksson, SLU, Institutionen fér biomedicin och veterinar folkhélsovetenskap

Omfattning: 15 hp

Kurstitel: Sjalvstandigt arbete i veterindrmedicin
Kurskod: EX0700

Program: Veterinarprogrammet

Niva: Grund, G2E

Utgivningsort: SLU Uppsala

Utgivningsar: 2012

Omslagsbild: ©Jenny Svennas-Gillner, SLU

Serienamn, delnr:  Veterinarprogrammet, examensarbete for kandidatexamen Nr. 2012: 16

Institutionen fér biomedicin och veterinar folkhéalsovetenskap, SLU

On-line publicering: http://epsilon.slu.se

Nyckelord: Bovin neonatal pancytopeni, trombocytopeni, benmargsaplasi, vaccin, MHC klass |

Key words: Bovine neonatal pancytopenia, trombocytopenia, bone marrow aplasia, vaccine,
MHC class |






INNEHALLSFORTECKNING

SAMMANTAIINING ..ot e e st e e beetesreesteeneesneenreans 1
A U014 PR PPPUPROPPRTRPPS 2
1] (=T | T T oo ST PSTSSSSRR 3
Material OCH METOTET ........oiiiiiiiieee ettt e e 3
LITEErAtUNOVEISIKL ...ttt bbbt e ne e 4
ST 01200 (o] 4] o1 (o USSR TSSRRS 4
)Y 0] 010 1 RSP PP PPRTPR 4
PAEOIOGI. ..t 4
Histologi 0Ch DIOADII ..o 4

A T0] (o] PSP PP PR PRORPRRPPP 5
MOjlig genetisk DAKGIUNG. .........cvoiiiiiiei s 6
RAMJOIKENS TOI ...ttt 6
Identifiering av MHC klass | som malet for alloantikroppar............cccccceeeeverereeierenennnn, 7

RV oo [T 1S ] | SRR 8
PrEGSUIE® BVD .....oovoceoveseeeeeeeeeiesees st sseen s enens 8
D11 N 1SS o o SRS SSSRSR 10

LItteraturfOrtECKNING ..ottt 13






SAMMANFATTNING

Bovin neonatal pancytopeni (BNP) &r en ny sjukdom som rapporterades forsta gangen 2007.
Sjukdomen yttrar sig som en kraftigt 6kad blodningstendens hos kalvar yngre an en manad
och leder oftast till déden hos de drabbade djuren. Karaktaristiskt for sjukdomen ar perifer
trombocytopeni och leukocytopeni tillsammans med benmaérgsaplasi. Bakgrunden till
sjukdomen tros vara vaccination av modern med ett speciellt inaktiverat vaccin mot bovin
virusdiarré virus. Restantigen fran vaccinproduktionen inducerar antikroppsbildning hos kon
och dessa antikroppar fors senare dver till kalven via ramjolken och orsakar immunmedierad
destruktion av olika celler i blodet och benmérgen. De immunmedierade mekanismerna
bakom denna destruktion &r till stor del okdnda men Fc-receptormedierad fagocytos tycks
vara ett troligt alternativ. Andra mekanismer kan dock inte uteslutas.

Aven om bakgrunden till sjukdomen &r kéand finns det fortfarande mycket oklarheter kring de
specifika mekanismerna och mer forskning behovs for att fa en komplett bild av denna
allvarliga sjukdom.



SUMMARY

Bovine neonatal pancytopenia (BNP) is an emerging disease first reported in 2007. The
illness is marked by severe bleeding in calves younger than one month of age and in most
cases leads to the death of the animal. The major pathological findings is marked
thrombocytopenia and leucocytopenia in the blood and bone marrow aplasia. The etiology of
the disease is believed to be vaccination of the dam with a certain inactivated viral vaccine
against bovine viral diarrhea virus. Residual antigen, originating from the production of the
vaccine, induces antibody formation in the blood of the dams which later passes to the calf by
colostrum ingestion and cause destruction of cells in the blood and bone marrow. The
immunological mechanisms behind this destruction is largely unknown but Fc-receptor
mediated phagocytosis seems to be a likely candidate. Even so, other mechanisms cannot be
excluded at this point.

Even though the background of this illness is known much remains to be discovered about the
exact mechanisms behind this severe and lethal disease.



INLEDNING

Okad blodningstendens ar ett ovanligt fenomen bland notkreatur. Nar det forekommer ar det
oftast sporadiska fall orsakade av infektioner eller intoxikationer och hos vissa raser
forekommer aven arftliga genetiska mutationer som ger stord hemostas (Bell, 2011). Under
2007 borjade dock rapporter komma in, forst i Tyskland, men senare ocksad fran andra
europeiska lander, om kalvar som foddes tillsynes normala men efter nagra dagar bérjade visa
tecken pa allvarlig sjukdom med 6kad blédningstendens (Kappe et al., 2010; Bastian et al.,
2011). Speciellt anmarkningsvart var att sjukdomen uppstod samtidigt hos flera raser och att
det rorde sig om relativt fa fall i varje beséttning. Sjukdomen kallades forst idiopatisk
hemorragisk diates eller blédande kalv syndromet (bleeding calf syndrome) men fick till slut
namnet bovin neonatal pancytopeni (BNP) pa grund av den karakteristiska blodbilden, kraftig
minskning av alla celltyper, och de patologiska fynden med en aplastisk benmarg (Ballingall
etal., 2011; Bridger et al., 2011).

I den har uppsatsen vill jag ge en bild av sjukdomen bovin neonatal pancytopeni, vad man vet
om orsaken och den mdjliga kopplingen till vaccination mot bovin virusdiarré virus (BVDV)
med det inaktiverade vaccinet PregSure® BVD. For att gora detta hade jag foljande
fragestallningar:

e Vad & BNP?
e Vad &r orsaken till BNP?
e Vilken roll spelar vaccination med PregSure® BVD i sjukdomsutvecklingen?

MATERIAL OCH METODER

Nér jag har sokt litteratur har jag anvént mig av databaserna Web of Knowledge och PubMed.
Sokorden jag har anvant mig av ar bovine neonatal pancytopenia, bleeding calf syndrome,
haemorrhagic diathesis och MHC class | i olika former och kombinationer. Flera kallor har
jag hittat genom referenser och jag har dven anvant mig av larobocker for att skaffa
grundlaggande bakgrundsinformation.



LITTERATUROVERSIKT
Sjukdomsbild
Symptom

De forsta sjukdomstecknen ses inom en manad efter fodseln och yttrar sig oftast som en
onormal blédning vid enkla rutiningrepp sasom injektioner och 6ronméarkning. Detta foljs av
blédningar fran huden, petekiella blodningar i slemhinnor, nosblod, blod i avféringen och
hematom (Figur 1). Allt eftersom sjukdomen fortskrider blir blédningarna kraftigare och leder
till slut till doden. Fataliteten &r hdg, 90%, och ddden sker inom 15 dagar efter sjukdomens
utbrott (Pardon et al., 2010). Feber har rapporterats i vissa fall men man &r osaker pa om detta
ar ett symptom pa sjukdomen eller om det beror pa nagot annat eftersom det inte férekommer
i alla fall (Pardon et al., 2010; Friedrich et al., 2011).
-
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Figur 1. Blodningar fran huden. Figur 2. Utbredda blddningar i mag-tarmkanalen.
Fran: http://vla.defra.gov.uk Fran: http://www.sac.ac.uk
Patologi

Vid obduktion ses akuta, utbredda blédningar i stérre delen av kroppen bland annat subkutant,
i slemhinnor och i mag-tarmkanalen (Figur 2) (Kappe et al., 2010; Pardon et al., 2010).
Lymfadenopati (Pardon et al., 2010) och bakteriella infektioner (Kappe et al., 2010; Friedrich
et al., 2011) har ocksa rapporterats.

Histologi och blodbild

Histologiskt har inga forandringar pa karl setts som kan forklara blédningarna daremot ar
benmaérgen hos drabbade djur kraftigt utarmad (Figur 3) (Kappe et al., 2010; Pardon et al.,
2010). Dessa forfattare rapporterar att antalet stamceller och progenitorceller for alla de
hematopoetiska cellinjerna &r kraftigt minskat, eller saknas helt, hos alla sjuka kalvar. Pardon
et al. (2010) observerade dven aktiverade makrofager i anslutning till lymfocyter och
hemofagocytos i benméargen hos svart sjuka kalvar. Direkt efter fodseln ar benméargen normal
(Bridger et al., 2011).

Perifert ses trombocytopeni, leukocytopeni och lymfocytos (Kappe et al., 2010; Pardon et. al.,
2010). 1 det tidiga skedet av sjukdomen ses framst trombocytopeni och granulocytopeni foljt
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av lymfocytopeni i de senare stadierna (Witt et al., 2011). Aven erytrocyterna minskar i antal
mot slutet av sjukdomen och i en del fall férekommer anemi (Kappe et al., 2010; Pardon et
al., 2010; Witt et al., 2011). I de fall anemi kunde ses var den non-regenerativ, normocytisk
och normokrom och inga tecken pa hemolys fanns (Kappe et al., 2010; Pardon et al., 2010).

Witt et al. (2011) gjorde den intressanta observationen att 10 av deras 61 forsoksdjur visade
forandringar i tva cellinjer eller mer men inte hade nagra kliniska symptom. Dessa fall var
samlade till veckor da det foddes en eller flera kalvar som senare utvecklade BNP. Andra
observationer har gjorts av liknande subkliniska fall (Pardon et al., 2010; Friedrich et al.,
2011).
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Figur 3. A: Benmarg fran en frisk kalv. B & C: Benmarg
fran kalvar drabbade av BNP. Enbart ett fatal
progenitorceller finns kvar.

© Friedrich et al. (2011)

Etiologi

Okad blodningstendens kan ha tva orsaker, stérd primar hemostas (trombocyter) eller stord
sekundar hemostas (koagulationsfaktorer) (Bell, 2011). | fallet BNP &r det trombocytopenin,
det vill sdga stord primdr hemostas, som &r orsaken till blddningarna (Kappe et al., 2010).
Rubbad sekunddr hemostas har kunnat uteslutas dels genom normal protrombin tid (PT) och
aktiverad partiell tromboplastin tid (APTT) och normala fibrinogen vérden (Pardon et al.,
2010) dels genom att inga kénda orsaker till stérningar i sekundér hemostas har funnits hos
fallen. Genom att méta PT och APTT kan man se om mangden koagulationsfaktorer &r
minskad och pa sa satt detektera storningar i den sekundéara hemostasen (Bell, 2011). Pardon
et al. (2010) kunde i och for sig detektera en viss férlangning av PT hos alla sina férsoksdjur
och en forlangning av APTT hos 25% men forklarar detta med att blédningarna férbrukar
koagulationsfaktorer och att de tva djur som hade forlangt APTT ocksa var septikemiska.
Aven fibrinogenvardena var héjda i vissa fall men detta berodde pa inflammation.

Vad ar da orsaken till trombocytopenin? Infektion med icke cytopatogena stammar av bovin
virusdiarré virus (BVDV) kan orsaka sjukdom med trombocytopeni hos kalvar (Corapi et al.,

1989) men BVDV har inte kunnat detekteras i nagot fall av BNP. Aven andra kanda orsaker
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till trombocytopeni, som infektion med blatungevirus och forgiftning med ornbraken, har
kunnat uteslutas (Kappe et al., 2010; Pardon et al., 2010; Friedrich et al., 2011). Kappe et al.
(2010) hittade ett circovirus, genomiskt mycket likt porcint circovirus typ 2 hos fem av sina
tjugofem forsoksdjur med BNP och en av sina atta kontroller. Ingen annan har dock kunnat
aterfinna detta virus i andra fall av BNP (Willoughby et al., 2010).

Madjlig genetisk bakgrund

Hos flera raser av notkreatur finns &rftliga genetiska mutationer som ger stord hemostas till
exempel arftlig bovin trombopati hos Simmental och faktor X1 brist hos Holstein (Bell, 2011).
Eftersom BNP uppstod i flera lander och hos flera raser samtidigt ar en genetisk mutation
dock inte en trolig etiologi till sjukdomen. Krappmann et al. (2011) gjorde dessutom ett
forsok dar man kunde visa att blodningarna hos BNP-drabbade kalvar inte berodde pa en
mutation i faktor XI. Aven om en arftlig genetisk mutation inte foreligger tycks det anda
finnas nagon form av genetisk bakgrund till sjukdomen. Bade Kappe et al. (2010) och
Krappmann et al. (2011) observerade i sina forsok att fall av BNP kunde sparas tillbaks till
enstaka fader inom de drabbade besattningarna. Kappe et al. (2010) konstaterade att man i den
undersokningen de gjorde hade ett for litet djurmaterial for att kunna dra nagra sékra
slutsatser men Krappmann et al. (2011) kunde visa pa en statistiskt signifikant samling av fall
bland avkommor till en specifik tjur.

Ramjoclkens roll

Intag av rdmjolk har visats ha en avgorande roll i utvecklingen av BNP. Friedrich et al. (2011)
gjorde ett forsok dar man undersokte om ramijolk fran kor som tidigare hade fott kalvar med
BNP (BNP-kor) kunde inducera BNP hos nyfodda kalvar fran besattningar utan BNP-historik.
Inom tre timmar efter intag av ramjolk fran BNP-kor f6ll trombocyt- och leukocytvardena for
fem av de sex forsokskalvarna.

Eftersom nétkreatur har en epiteliochorial placenta sker ingen passage av antikroppar fran
moder till foster under dréaktigheten. Kalven far istallet sina forsta livsviktiga antikroppar via
ramjolken som innehaller hoga koncentrationer 1gG och dven IgA och IgM i mindre mangder.
Nar det galler ramjolk overfors hela méangden IgG fran blodet till mjolken till skillnad fran
vanlig mjolk dar storre delen produceras lokalt i juvret. Detta gor att dven eventuella
alloantikroppar, antikroppar bildade mot ett antigen fran en annan individ av samma art, som
finns i moderns blod hamnar i ramj6lken och till sist hos kalven.

Foucras et al. (2011) visade att IgG framrenat ur blod fran kor med BNP-historik kunde
inducera sjukdom hos obeslaktade kalvar fran besattningar utan BNP-historik. Kalvarna, som
inte fick ramjolk fran sina egna modrar, injicerades med IgG fran BNP-korna och efter tva
dagar hade tva av de sex dott. Hos de andra fyra minskade trombocyt- och leukocytvardena
signifikant och de uppvisade symptom 6verrensstimmande med BNP. Man gick vidare med
forsoken och kunde pavisa antikroppar bundna till granulocyter, monocyter, lymfocyter och
trombocyter i kalvars blod efter injektion med 1gG eller intag av ramjolk fran BNP-kor. Dessa
antikroppar band inte till celler i blod fran andra BNP-kor
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Aven Bridger et al. (2011) kunde visa att det finns antikroppar i blodet hos kor med BNP-
historik som kan binda lymfocyter, monocyter och granulocyter fran kalvar. Bindningen var
starkast till lymfocyter och monocyter och inte lika stark till granulocyter. Man kunde ocksa
se att leukocyter fran olika kalvar band olika starkt till antikroppar fran olika kor och att olika
kor hade olika mangder IgG i blodet. Bridger et al. (2011) métte dven andelen leukocyter med
IgG bundet till sig fore och efter intag av ramjolk. Det rorde sig da om BNP-kor och deras
egna kalvar och man sag att andelen 1gG-positiva celler 6kade betydligt nagra timmar efter
intag av ramjolk. Man sag dven att andelen IgG-positiva celler var relaterad till sjukdomens
svarighet.

Undersokningar av Bastian et al., (2011) visade ocksa att antikroppar fran BNP-kor binder till
extracelluldra antigen pa bovina leukocyter och aven de noterade att bindningen tycktes vara
starkast hos lymfocyter och monocyter och inte lika stark hos granulocyter. Man kunde ocksa
se att bindandet av antikroppar till malcellerna, in vitro, 6kade den makrofagmedierade
fagocytosen av cellerna med 20-30%.

Identifiering av MHC klass | som malet for alloantikroppar

Efter att ha funnit att antikroppar i serum och ramjolk fran kor med BNP-historik kan binda
till neonatala leukocyter och trombocyter gick man vidare med att identifiera det antigen som
antikropparna band till. Foucras et al. (2011) lyckades isolera ett protein pa 40-45 kDa som
malmolekylen for antikropparna och detta protein visade sig vara bovint leukocytantigen
(BoLA) MHC klass I.

Histokompabilitetsmolekyler &r glykoproteiner, receptorer, som kodas av gener inom ett
genkluster som kallas major histocompatibility complex (MHC). Detta gor att aven receptorn
brukar kallas MHC. Varje genkluster (MHC) har loci som delas in i tre klasser. Klass 1, klass
Il och klass Ill. Det ar de MHC-molekyler som kodas av klass | loci som &ar malet for
antikropparna hos BNP-kor (Fourcas et al., 2011). Proteinerna som bildas av generna i MHC
har det gemensamma namnet bovint leukocytantigen (BoLA) hos notkreatur. Andra arter har
egna namn pa dessa proteiner till exempel humant leukocytantigen (HLA).

MHC klass I kan i sin tur delas in i tva undergrupper, klass la gener och klass Ib gener. MHC
klass la molekylerna kallas klassiska klass | molekyler. De uttrycks pa ytan av de flesta
k&rnférande cellerna hos de flesta ryggradsdjur och deras framsta kanda funktion ar
antigenpresentation for CD8+-T-lymfocyter. De & mycket polymorfa och kan darfér binda ett
stort antal antigen (Shawar et al., 1994; Hofstetter et al., 2011). Klass Ib molekylerna déaremot
kallas icke-klassiska och uttrycks i mycket lagre grad &n klass la. Deras funktion ar inte helt
kand men de verkar ha en rad olika funktioner kopplade till immunsystemet, daribland
antigenpresentation. Dock kan de enbart binda ett fatal olika antigen och har mycket lag
polymorfism (Shawar et al., 1994; Hofstetter et al., 2011). Klass la och Ib molekylerna &r
uppbyggda pa samma sétt med en tung o-kedja (ca 45kDa) med antigenbindande domén och
en latt kedja, B-2-microglobulin (12kDa), som kravs for att MHC-molekylen skall kunna
presenteras pa cellytan (Shawar et al., 1994; Hofstetter et al., 2011). MHC molekylerna &r
individspecifika och kodas av olika alleler hos olika individer. Detta gor att MHC fran en
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individ kan k&nnas igen som fraimmande av immunsystemet hos en annan individ av samma
art om de har olika alleler. Klass la generna har manga alleler medan det finns farre klass Ib
alleler (Shawar et al., 1994).

Vaccinets roll

Epidemiologiska studier pa EU-niva har kopplat samman anvandningen av ett speciellt
inaktiverat vaccin mot BVDV, PregSure® BVD, med uppkomsten av BNP. De flesta
besattningar som drabbats av BNP har anvant PregSure® BVD och sjukdomen férekommer
dessutom inte i lander som inte anvander vaccin mot BVDV (Bastian et al., 2011). Med detta
i atanke har flera studier gjorts for att se om antigenet som antikropparna hos BNP-kor binder
till finns i vaccinet eller pa nagot annat satt kan sattas i samband med det.

Foucras et al. (2011), som identifierade MHC klass | som malet for antikropparna, kunde i
samma forsok visa att dessa antikroppar frin BNP-kor vaccinerade med PregSure® BVD
ocksa band MHC klass 1 pa Madin-Darby bovine kidney cells (MDBK-celler), en cellinje
som anvands vid tillverkningen av vaccinet. Dessutom kunde man detektera samma antigen,
MHC klass 1, i vaccinet genom att isolera dess antigena fraktion.

Att antikroppar i sera frdn PregSure-vaccinerade BNP-kor binder till MDBK-celler och att
samma antigen aven finns i vaccinet kunde Deutskens et al. (2011) ocksa bevisa. Genom att
isolera antigenet i cellkulturen fick de fram tva proteiner pa 44 och 12kDa, motsvarande
MHC klass I och B-2-microglobulin. Deutskens et al. (2011) gjorde dessutom forsok med sera
fran ovaccinerade kor och kor som vaccinerats med PregSure® BVD men som &nnu inte fott
nagon kalv med BNP. Sera fran ovaccinerade kor visade ingen affinitet for MDBK-celler men
av de vaccinerade korna utan BNP-avkomma var det tva av fyra som hade antikroppar i
blodet som band till MDBK-cellerna.

Bastian et al. (2011) rapporterade ocksa att vaccinerade kor som inte fott sjuka kalvar hade
antikroppar med férmaga att binda till MHC klass I. Man sdg dock att vaccinerade kor med
BNP-historik hade mer antikroppar, som band i hégre grad till antigenet, &n de som inte hade
fott BNP-kalvar.

PregSure® BVD

PregSure® BVD &r ett inaktiverat virusvaccin. Det innehdller BVDV typ 1 av den
cytopatogena stammen 5960, odlade pa ett derivat av MDBK-celler, och ett adjuvans som
heter Procision-A (Veterinary medicines directorate, 2009; Deutskens et al., 2011). Pregsure
ar till for att anvandas pa kor och kvigor i fertil alder for att forebygga transplacental infektion
med BVDV och fodsel av persistent infekterade kalvar. Vaccinet &r riktat mot BVDV 1 och
har ingen bevisad verkan mot BVDV 2 (Veterinary medicines directorate, 2009). Det som gor
PregSure speciellt dr adjuvanset som ger ett mycket starkare immunsvar och stérre méngd
neutraliserade antikroppar &n andra vacciner mot BVDV (Bastian et al., 2011)



Adjuvanset, Procision-A, ar en emulsion, olja i vatten, som innehaller Quil A, kolesterol,
amphigen base (parafinolja och soja lektin) och Drakeol 5 (parafinolja) (Veterinary medicines
directorate, 2009; Bastian et al., 2011; Deutskens et al., 2011). Funktionen hos olika adjuvans
ar daligt utforskad, speciellt nar det géller vara sallskaps- och produktionsdjur. Oljebaserade
adjuvans, emulsioner, har man sett fungerar framst som en depa pa injektionsplatsen genom
att ge en lokal inflammation med granulom som skyddar antigenet fran allt for snabb
nedbrytning och stimulerar immunsystemet (Aguilar & Rodriguez, 2007; Heegaard et al.,
2011). Det finns tre olika typer av emulsioner, vatten i olja, vatten i olja i vatten och olja i
vatten. Olja i vatten ger mindre lokal irritation &n vatten i olja och har en mer
immunstimulerande an depa effekt. Olja i vatten ger en stark korttids immunitet och
stimulerar framst antikroppsbildning men kan ocksa inducera en viss cellmedierad immunitet
(Heegaard et al., 2011).

Quil A ar ett extrakt av barken fran tradet Quilaja saponaria som innehaller en blandning av
mer &n 23 olika saponiner. Saponiner ar mycket adjuvanta och kan inducera ett starkt
cellmedierat immunsvar men kan ocksa vara mycket toxiska genom sin lytiska effekt. De kan,
forutom att ge en lokal irritation, ge upphov till bland annat hemolys (Aguilar & Rodriguez,
2007). Quil A forekommer ofta som tillsats i andra adjuvans (Aguilar & Rodriguez, 2007;
Heegaard et al., 2011).

For att forstd hur MHC klass | antigenet har kommit med i vaccinet foljer har en kort,
oversiktlig beskrivning av antigenproduktion pa cellkultur till inaktiverade virusvaccin. Forst
infekteras celler med vald virusstam och viruset odlas under lampliga forhallanden. Viruset
far vaxa till onskad mangd i cellkulturen och separeras sen fran cellerna genom lys. For att
rensa bort celler och cellfragment finns det flera steg och metoder ex. filtrering och
centrifugering. N&r vaccinantigenet dar framrenat blandas ratt mangd antigen med 6nskat
adjuvans och andra eventuella tillsatser som konserveringsmedel. Innehaller vaccinet hela
virus avdddas dessa ofta med olika kemiska behandlingar innan vaccinet blandas (Kamstrup
etal., 1999; Onions et al., 2011)



DISKUSSION

Att sjukdomen &r kopplad till allogena antikroppar hos kor, bildade mot MHC Kklass |
molekyler i vaccin, och att antikropparna overfors via ramjolken till avkomman har blivit
grundligt bevisat. Kappe et al. (2010) kunde ju i och for sig hitta ett circovirus hos flera av
sina fall men séger sjédlva att detta kan bero pa att det nedsatta immunforsvaret, orsakat av
leukocytopeni, har mojliggjort infektion. Nedsatt immunforsvar férklarar dock inte
forekomsten av virus hos kontrollen. Dessutom kunde ett annat laboratorium som de skickade
sina prover till inte detektera nagot virus med en vanlig PCR. Detta forklarar Kappe et al.
(2010) med att labbets metod inte hade lika hdg ké&nslighet som deras egen men jag tycker
anda att circovirus teorin & motbevisad dels genom att ingen annan kunnat pavisa detta virus
(Willoughby et al., 2010) och dels genom att &ven en av deras kontroller bar pa viruset.
Bakteriella infektioner har ocksa patraffats (Kappe et al., 2010; Friedrich et al., 2011) men
aven dessa forklarar forfattarna med det nedsatta immunsvaret och inga bakterier har visats
signifikant kopplade till sjukdomen.

Aven om bakgrunden till sjukdomen har Kartlagts finns det fortfarande flera fragetecken som
behdver rétas ut. Ett av dessa ar varfor inte fler kalvar blir sjuka med tanke pa i vilken stor
utstrackning PregSure® BVD har anvants. En teori som har framlagts ar att det skulle kunna
finnas en genetisk bakgrund kopplad till MHC klass | diversitet (Ballingall et al., 2011,
Deutskens et al., 2011; Krappmann et al., 2011). Deutskens et al. (2011) lagger fram en teori
om att om kalven drabbas eller inte beror pa den paternella allelen. Teorin gar ut pa att om
modern till kalven uttrycker en annan typ av allel an den som finns i cellkulturen och som
kontaminant i vaccinet, kommer hennes immunsystem att kdnna igen detta som frammande
och ett immunsvar kommer att induceras med antikoppsbildning mot fraimmande MHC klass |
som resultat. Dessa antikroppar kommer nu att finnas i moderns blod. Om hon sedan foder en
kalv som av sin far far samma allel som finns i vaccinet kommer antikropparna som kalven
far fran modern via ramjolken att binda till MHC klass | molekylerna hos kalven. Far kalven
daremot en annan allel fran pappan kommer ingenting att handa eftersom antikropparna inte
kan binda till de MHC molekylerna.

Paternella MHC gener &r allts& en trolig forklaring till varfor inte alla kalvar till PregSure®
BVD vaccinerade kor blir sjuka. En annan frdga ar varfor just PregSure® BVD och inte andra
BVDV vacciner inducerar dessa allogena antikroppar. De flesta inaktiverade BVDV vacciner
produceras pa samma satt och anvander sig av homologa produktionssystem det vill séga man
odlar virus till bovina vacciner pa bovina cellkulturer. Nar man anvander sig av homologa
produktionssystem finns alltid risken for kontamination av vaccinet med alloantigen och
darfor borde det inte vara bara PregSure® BVD som kan orsaka BNP men s tycks onekligen
vara fallet (Bastian et al., 2011; Deutskens et al., 2011). Pardon et al. (2010) observerade i och
for sig i sin undersokning att BNP forekom pa en gard som inte vaccinerade mot BVDV alls.
Dock var det ocksa den enda garden i forsoket som inte anvande egen ramjolk utan anvande
ersattning och andra forsok har tydligt visat att mjolk fran BNP-kor kan inducera BNP dven
hos icke beslaktade kalvar (Foucras et al., 2011; Friedrich et al., 2011). | dag ar den enda
teorin man har att det ar det starka adjuvanset som ar skyldigt (Bastian et al., 2011; Deutskens
et al.,, 2011). Inga forsok har, vad jag vet, publicerats som kan bekrafta misstanken, men
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teorin &r att antigenet i fraga har svag immunogenicitet och déarfor inte kan inducera ett starkt
nog immunsvar pa egen hand, alternativt att oljan i vatten hjalper till att stabilisera antigenet
(Bastian et al., 2011). Mer forskning skulle dock behdvas pa det har omradet for att kunna
séga sékert om det ar en trolig teori eller inte.

Hur det allogena antigenet har hamnat i vaccinet ar en annan intressant fraga. Vi kan anta att
PregSure® BVD innehaller hela, inaktiverade virus eftersom inget annat anges i
produktbeskrivningen eller den litteratur jag har last. Jag har inte kunnat hitta nagon
information om hur just detta vaccin har producerats sa jag utgar ifran, med ledning av det
Bastian el al. (2011) skriver i sin artikel, att det sker pa samma satt som annan produktion av
inaktiverade virusvaccin odlade pa cellkultur. Kanske ar det sa att det alltid finns med lite
allogena molekyler nar man odlar virus pa cellkultur men att det inte varit ett problem
tidigare. Innan har man inte haft lika kraftfulla adjuvans som det finns i dag och den lilla
mangd allogen som normalt finns i vaccin, om den nu finns, kanske inte har varit tillrackligt
for att ge likande symptom. BNP uppstdr som sagt inte hos kor vaccinerade med andra
likande vacciner med svagare adjuvans.

En sak som inte tas upp i de artiklar jag har last ar vilken typ av MHC klass 1 som ar mal for
antikropparna. Som jag har ndmnt tidigare &r det enbart vissa celltyper som drabbas, de
hematopoetiska, och &ven inom den gruppen tycks det finnas grader av antikroppsbindning.
Hur skall man forklara detta? MHC finns ju pa i princip alla celler i kroppen? Deutskens et al.
(2011) och Foucras et al. (2011) spekulerar om att det skulle kunna ha med tathet av MHC
molekylerna pa cellerna att géra. Eftersom la och b skiljer sig vasentligt at i sitt uttryck och i
sin téathet skulle jag tycka att det vore mycket intressant att veta vilken typ av MCH Kklass 1
antikropparna riktar sig mot. Det skulle kunna vara en mojlig forklaring till varfor det ar
enbart en typ av celler som drabbas. Det skulle ocksa kunna forklara varfor inte alla
leukocyter tycks binda antikropparna i samma grad. En annan forklaring till att olika celler
paverkas i olika grad skulle kunna vara att de har varierande kanslighet fér de immunologiska
mekanismerna som ligger bakom destruktionen.

Forekomsten av subkliniska fall ar ocksa intressant. En teori som lagts fram ar att méangden
antikroppar i ramjolken spelar roll (Deutskens et al., 2011; Foucras et al., 2011) och att det
skulle vara relaterat till sjukdomens svarighetsgrad nagot som Bridger et al. (2011) kunde visa
i sitt forsok. Vad som sen skulle paverka méangden antikroppar hos kon finns det ocksa teorier
om, bland annat nar under dréktigheten vaccinet ges och hur manga boosterinjektioner hon
har fatt (Deutskens et al., 2011). Andra satt ramjolksintaget skulle kunna paverka ar via hur
mycket kalven far i sig och i vilken grad antikropparna absorberas fran magtarmkanalen
(Deutskens et al., 2011; Foucras et al., 2011). Polning av mjolk skulle ocksa kunna vara en
mojlighet till uppkomsten av subkliniska fall (Bastian et al., 2011; Witt et al., 2011). Om man
ger den forsta givan fran kalvens egen mor och sedan ger en blandning fran flera kor finns
mojligheten att kalvar fran modrar som inte bildar antikroppar &nda kommer att fa i sig
antikroppar som binder till leukocyter och ger en andrad blodbild. 1 och med att den forsta
givan var fri fran antikroppar och de pafdljande var en blandning kommer maéangden
antikroppar kalven far i sig vara betydligt mindre an den hos en kalv som far en forsta
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koncentrerad dos med antikroppar fran sin egen mor och den kommer darfor inte att fa
symptom. Detta skulle kunna forklara observationen av Witt et al. (2011) att subkliniska fall
var samlade till veckor da kalvar som utvecklade BNP foddes (Witt et al., 2011).

Men vilka immunmedierade mekanismer &r det som ger benmargsaplasin och det perifera
fallet i leukocyter, erytrocyter och trombocyter? Att det & ndgon form av antikroppsmedierad
mekanism rader det val ingen tvekan om och i benmargen har observationer av aktiverade
makrofager i narhet till lymfocyter och hemofagocytos gjorts (Pardon et al., 2010) vilket gor
att Fc-receptormedierad fagocytos &r den mest troliga orsaken till aplasin (Bastian et al.,
2011). Den snabba perifera minskningen i vissa celltyper kan dock inte forklaras enbart av
den centrala destruktionen sa nagon form av perifer destruktion av celler maste ocksa
forekomma. Om stam- och progenitorceller i benmérgen forstors kommer det perifera fallet
motsvara de olika cellernas livslangd, till exempel har trombocyter hos kor en livslangd pa 5-
9 dagar vilket motsvarar ett utbyte av celler pa 10-20% per dag (Kappe et al., 2010; Friedrich
et al., 2011). Det snabba fallet i perifera trombocyter som har observerats vid BNP (Friedrich
et al., 2011) gor att man maste misstanka att nagon form av perifer destruktion ocksa
forekommer. Aven leukocyterna uppvisar en pendlande halt som inte kan forklaras enbart
med central destruktion (Friedrich et al., 2011). Friedrich et al. (2011) spekulerar om att de
pendlande varden kan spegla en initial perifer destruktion med paféljande migration,
rekrytering och tillslut uttdmning pa grund av central destruktion. Man har, sa vitt jag vet,
hittills inte lyckats identifiera den immunmedierade mekanismen som star for denna perifera
destruktion. Det skull kunna vara fagocytos av makrofager, precis som i benmérgen, men lika
garna antikroppsmedierad cellulér cytotox eller komplementmedierad destruktion (Bastian et
al., 2011). Forekomsten av cellbundna antikroppar i perifert blod visar i alla fall att perifer
destruktion ar en klar mgjlighet till en snabb sankning i cellantal for vissa cellinjer.

Sammanfattningsvis kan man sdga att BNP mest troligt ar en alloimmun sjukdom orsakad av
ett inaktiverat BVDV vaccin. Aven om sjukdomens etiologi i stora drag ar kartlagd behdvs
fortfarande mer forskning om de bakomliggande immunologiska mekanismerna och den
genetiska variationens roll i sjukdomsutvecklingen. Fast distributionen av PregSure® BVD
har stoppats och andra steg har tagits for att forhindra fler sjukdomsfall, det vill séga kassera
ramjolk fran BNP-kor, ger uppkomsten av en sjukdom som den har grund for att titta djupare
pa riskerna med homologa produktionssystem av vaccin och kontrollen av det antigena
innehallet i vacciner.
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