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ABSTRACT

A method for intra vitam detection of bornaviral infection and diagnosis of bornaviral dis-
ease in the cat is currently lacking. The aim of this work was to explore the possibility of
using the proximity ligation assay (PLA), with its capacity of recognizing femtomolar con-
centrations of a protein, as a method for detection of the minute quantities of antigen and
antibodies that are present in the tissues and body fluids of a bornaviraly infected cat. For
this purpose reliable comparative assays, in the form of an ELISA and an IFA, had to be
established. When this proved impossible within the time frame of the project, the aim of
the study had to be abandoned, further underscoring the need for improved means of detec-
tion of bornaviral antibodies and antigen.



SAMMANFATTNING

Bornaviral sjukdom har varit vetenskapligt identifierad i snart hundra ar och bornaviral
sjukdom hos katt sedan mitten av nittiotalet. En rad metoder har anvints for att konstatera
bornaviral infektion hos katt 1 vitt skiljda linder. En fungerade metod for in vivo diagnos-
tik saknas dock till dags dato. De existerande metoderna for virusdetektion har inte heller
den sensitivitet som krdvs for att utgora fullgoda verktyg, da nivaerna av savil antigen som
antikroppar hos infekterade katter ar mycket laga. For att bittre vetenskapligt kunna under-
soka bornavirusinfektion hos katt, samt dven eventuellt erhalla ett fungerande diagnostiskt
verktyg vid bornaviral sjukdom - vingelsjuka — hos katt, skulle det sannolikt vara nddvén-
digt att anvinda en metod som hade exceptionellt hog sensitivitet. En sddan metod finns
numera tillgidnglig i form av proximity ligation assay:en (PLA). Metoden bygger pa att
unika DNA-sekvenser skapas genom sammanlinkande av nukleotider féista vid par av pro-
ber, till exempel antikroppar, som sammanférs genom sin gemensamma aviditet for ett
sokt malprotein. De unika sekvenserna kan sedan forokas med hjilp av PCR-tekniken och
en eventuell signal pa sa sitt forstirkas, sa att en femtomolar koncentration av ett malpro-
tein kan upptickas. Syftet med foreliggande arbete var att prova PLA-tekniken som metod
for att pavisa bornavirusinfektion hos katt. For detta syfte var det nodvindigt att etablera
tillforlitliga jamforelsemetoder. Dessa bestod av en ELISA och en IFA. Problem uppstod
dock vid upprittandet av jimforelsemetoderna. ELISA:en gav en alltfér hog bakgrundsig-
nal, nagot som kvarstod trots ett flertal forsok att modifiera den. Ej heller IFA:en kunde, av
oklar anledning, bringas att fungera. Problemen med att uppritta tillforlitliga jamforelse-
metoder medforde att huvudsyftet med arbetet, en forsta utvirdering av PLA som diagnos-
tisk metod vid bornavirusinfektion hos katt fick uppges. Sammanfattningsvis torde arbete
ytterligare understryka behovet av en forbéttrad metod for upptéickt av bornaviralt antigen
och antikroppar.



INLEDNING

Foreliggande examensarbete har utgjort ett led i forsoket att hitta en béttre metod for att
diagnostisera bornavirusinfektion/vingelsjuka hos katt.

Historik

Den sjukdom som motsvarar kattens vingelsjuka hos hist — bornasjuka - beskrevs for for-
sta gangen 1660 och har sedan dess varit endemisk hos den centraleuropeiska héstpopula-
tionen. Ett svart utbrott av sjukdomen i Borna, Sachsen, i slutet av artonhundratalet, ledde
till forstiarkta anstrangningar for att forsta sjukdomen och 1924 kunde Wilhelm Zwick visa
att sjukdomen fororsakades av ett dittills oként infektiost agens (Ludwig et al. 2000).

Farvarianten, enzootisk encefalit, betraktades som en ekonomiskt viktig sjukdom hos far i
borjan av forra seklet, och sa ir fallet dnnu idag. Aven not kan insjukna men detta ir ovan-
ligt jamfort med hést och far. I Israel kunde man man1993 vissa att bornavirus var ansva-
rigt for en epidemi av neurologisk sjukdom hos strutsar. 1994 kunde bornavirusinfektion
konstateras hos en hund 1 Sverige som betett sig aggressivt. I sddra Tyskland dér bornavi-
ruset dr endemiskt har sedermera 40 % av provtagna hundar visat sig positiva fér BDV-
infektion (Ludwig et al. 2000).

Viruset har ocksa kunnat pavisas hos vilda djur. Bornavirusinfektion har kunnat konstate-
ras hos ett lodjur (Degiorgis et al. 2000). Ndbbméss i Schweiz som visades vara infektera-
de med bornavirus tros kunna tjina som reservoar for viruset (Hilbe et al. 2006). I Finland
har man sett att sorkar varit birare av viruset (Kinnunen et al. 2007). Det dr for nidrvarande
kontroversiellt huruvida minniskan &r birare av bornaviruset och vilka de eventuella pato-
logiska implikationerna av detta i sa fall skulle kunna vara.

Ihlenburg och medarbetare konstaterade redan pa 50-talet att katt kunde infekteras experi-
mentiellt med bornavirus (Ihlenburg et al, 1966). Kronevi och kollegor beskrev i mitten av
sjuttiotalet en rad fall av icke-suppurativ meningoencefalomyelit hos katter i Mélardalen,
som gavs namnet vingelsjuka (Kronevi et al. 1974). Pa 90-talet visade Anna-Lena Lund-
gren (1995) att vingelsjuka hos katt kunde hirledas till naturlig infektion med bornavirus.

Ett antal ”in-house”’-metoder har anvints for att pavisa bornavirusinfektion hos katt pa sa
skilda platser som Storbritannien, Turkiet, Japan och Osterrike (Kamieh et al. 2006) Annu
saknas dock en sidker och anvidndbar metod att tillga for klinikern for att stdlla diagnos
med, da hon star med en katt framfor sig som uppvisar for vingelsjuka typiska symptom.
Sa liange detta saknas kommer det ocksa att vara svart att fa en uppfattning om sjukdomens
prevalens i dagens kattpopulation. Fran kliniskt hall har framhallits att det sannolikt fore-
ligger en underdiagnostisering av fall av vingelsjuka hos katt (muntlig kommunikation
med Sara Fors).

Etiologi

Vingelsjuka dr namnet pa den icke-suppurativa meningoencefalomyelit hos katt som orsa-
kas av Bornaviruset (BDV). Bornaviruset dr ett enkelstringat, icke segmenterat negativ-
RNA-virus med ett genom pa 8900 baser, som fatt sin egen familj inom slidktet Mononega-
virales. De 8900baserna ger atminstone 6 stycken Oppna ldsramar som kodar for ett nukle-



oprotein p40, ett fosfoprotein p24, ett matrixprotein gp18, ett fodral- (membranglykoprote-
in)protein — gp 94 och en formodad RNA-polymeras - p190. ytterligare en ldsram kodar for
proteinet p10, av @nnu oséker funktion, men senare studier visar pa dess roll i virusinduce-
rad apoptos (Poenisch et al., 2009). Viruset replikerar, till skillnad fran andra medlemmar
av slidktet Mononegavirales, 1 virdcellens kdrna. De proteiner som uttrycks rikligast dr p40
och p24-proteinerna (Kamieh et al 2002; Nishino et al 2002). Bornaviruset karaktériseras
av extremt hog genetisk stabilitet (Tomonaga et al. 2002) vilket antyder att viruset har haft
en lang tid for anpassning till sina virdorganismer (Ludwig et al. 2000).

Patologi och immunsvar

Moss som inokulerats svarar vildigt olika beroende pa alder vid inokulation. Nyfodda rat-
tor blir persistenta, symptomlosa bérare av viruset medan moss i mogen alder blir kroniskt
infekterad och dor sjuka. Hos bade moss och rattor kan dven ett obesitassyndrom utveck-
las. Symptomens svarighetsgrad var ocksa relaterad till det faktum att virulensen hos viru-
set Okade med antalet passager (Ludwig et al. 2000). Hos ratta har man kunnat konstatera
att immunsvaret 1 den akuta fasen av sjukdomen fram for allt &r cellulidrt. Det humorala
svaret hor mer till den kroniska fasen (Johansson et al. 2002).

Ett obsesitassymptom har dven kunnat konstateras hos katt (Lundgren 1995). Den kliniska
bilden vid konstaterad BDV-infektion hos katt har annars varit varierande, fran inga eller
ytterst lindriga symptom, till sjukdom som varit dodlig inom loppet av nagon till nagra
veckor, och patologin dr dnnu inte fullkomligt utredd vad betréiffar orsakerna till varfor
individuella katter tycks svara olika pa infektion med BDV.

Vid den typiska kliniska bilden vid vingelsjuka hos katt inleds forloppet av en period med
ospecifika symtom — feber, anorexi och trotthet varefter intrdder neurologiska symptom i
form av ataxi, i synnerhet hos bakbenen, med stel och bredbent gang och svarigheter att
hoppa upp och ned. Ibland kan katten inte dra in sina klor. Beteendeforindringar i form av
Okad tillgivenhet eller 6kad aggressivitet forekommer ofta. Andra féorekommande symptom
utgors av klada, overkanslighet for berdring, 6kad salivering, nedsatt syn, stirrande blick,
forstoppning, tremor, cirkelgang och krampanfall. Inom tre till fyra veckor brukar symp-
tomen aggraveras eller stabiliseras. I sédllsynta fall sker ett fullkomligt tillfrisknande (Lund-
gren et al. 1997).

Histopatologiskt kédnnetecknas vingelsjuka av en icke-suppurativ meningoencefalomyelit
bestaende i perivaskuldra manschetter av mononukledra celler i Virchov-Robin-rummet
framforallt lokaliserade till den gra substansen i hjarnstammen, basalganglierna och hippo-
campus. Neurondegeneration och neuronofagi forekommer ocksa. Meningit forekommer
over hela hjdarnan men é&r sérskilt uttalad dver cerebrala cortex och cerebellum. Ryggmiir-
gen och dess meninger &dr endast i ringa grad inflammatoriskt fordndrade (Lundgren 1992).

Katter som infekterats experimentellt har reagerat mycket olika pa detta. Av 8 specifikt
patogenfria katter som infekterats med V stammen, en variant hamtad fran hist (4st), och
felint BDV fran en katt med vingelsjuka (4st), visade en katt i den forsta gruppen efter 15
dagar framfall av tredje 6gonlocket och den jamade ocksa mer. Den utvecklade under de
foljande tva veckorna ytterliggare neurologiska symptom i form av 6kad skygghet, cirkel-
gang och ataxi. Kattens tillstand normaliserades direfter, bortsett fran en viss tendens till
hyperestesier och en rostfordndring vilken kvarstod 158 dagar efter inokulationen. En an-
nan katt i denna grupp visade stel gang och ataxi tva och en halv méanad efter inokulatio-
nen, symptom som blev bestdende tills katten avlivades (Lundgren et al. 1997).



Fig.1. Manschetter av mononukledra celler runt blodkirl 1 hjdrnan 4r en typisk bild vid ett
flertal virala encefaliter. En lokalisation av dessa till hjirnstammen och limbiska systemet
ar dock typisk for bornaviral encefalit hos katt.

I den grupp som infekterats med den felina varianten visade en katt pa forsta dagen efter
inokulationen tachypneé och nedsatt proprioception hos frambenen. Symptomen férsvann
helt efter tva dagar och ansags vara foljden av trauma vid inokulationen. En annan katt i
denna grupp visade efter ett par veckor bilateralt framfall av tredje dgonlocket. En tredje
katt i denna grupp utvecklade efter tva och en halvmanad rorelsestorningar som bestod i att
den holl nacken 1 ett stelt lige och i att den visade ryckighet vid huvudvridning. Den ut-
vecklade dven viss bakbensataxi. Symptomen kvarstod tills katten avlivades efter 158 da-
gar (Lundgren et al. 1997).

Samtliga infekterade katter serokonverterade till skillnad fran katter i en kontrollgrupp.
Antikroppar kunde dock forst uppmitas 25 dagar efter inokuleringen, alltsa 11 dagar efter
det att kliniska symptom pa sjukdom forst upptickts hos nagon av katterna (Johansson et
al. 2002). De 6kade sedan och kulminerade efter 3 - 4 manader. Katterna som infekterats
med kattvarianten hade i genomsnitt hogre titrar @n variant V infekterade. I ett av fallen
sammantriffade produktionen av neutraliserande antikroppar med ett tillfrisknande fran
akut sjukdom. Hos de tva andra paverkade katterna var detta mindre tydligt (Lundgren et
al. 1997).

Det inflammatoriska monstret i hjarna i denna studie skilde sig fran det som ses vid natur-
lig vingelsjuka dir framfor allt limbiska systemet och hjarnstammen #r paverkade, nagot
som skulle kunna bero pa skillnaden i infektionsvédg. Vid naturlig infektion tros virus na
hjdrnan via luktnerverna. En annan mojlig forklaring var att den histopatologiska under-



sokningen genomfordes efter 5-6 manaders sjukdom, medan naturligt infekterade katter
undersoks histopatologiskt i det akuta skedet (Lundgren et al.1997).

Naturligt infekterade katter utvecklar ej neutraliserande antikroppar och studier antyder att
reaktionerna vid naturlig infektion och experimentell skiljer sig (Ludwig et al. 2000). Av
de 24 katter som kliniskt diagnostiserats som vingelsjuka och som Lundgren (1993) under-
sokte visade 19 icke suppurativ meningoencefalit, dock kunde det indirekta antikropps-IFA
test som anvindes endast pavisa BDV- antikroppar hos 44 % av dessa. Hos sex kontroll-
katter kunde antikroppar pavisas hos en, d.v.s.17 %. Det humorala immunsvaret hos katt &r
tydligare i cerebrospinalvétskan dn 1 blodet (Johansson et al. 2002).

Prevalensen av infektion hos savil asymptomatiska som symptomatiska katter har varierat
vid olika undersokningar. En undersokning av asymptomatisk katter 1 Tyskland gav 18 %
positiva med antikropps-IFA medan en annan undersokning med antikropps-Elisa gav 8,5
% positiva (Kamieh et al., 2006). En undersokning i Japan av slumpmaéssigt utvalda katter
intagna pa klinik med hjédlp av immunoblottning gav 18 % positiva katter (Nishino et al.
1999) medan en annan japansk studie gav en seroprevalens av 8,4 % (Nakamura et al.
1996). En japansk studie som anvénde sig av elektrochemiluminescens uppmiitte antikrop-
par hos ca tre procent av katterna (Horii et al. 2001). Ytterligare en japansk studie visade
att man med hjilp av immunoblotting kunde pavisa antikroppar mot de virala p10 och p24
proteinerna hos 23,7 % av katter utan neurologisk sjukdom och hos 46,2% av katter med
neurologiska symptom (Ouchi et al. 2001). En turkisk studie genomférd med hjilp av en
ELISA baserad pa rekombinanta proteiner visade att 41,6 procent av katter utan neurolo-
giska symptom bar pa antikroppar, medan tva tredjedelar av katter med neurologiska sym-
tom bar pa antikroppar mot viruset (Helps et al. 2001). Man har i undersokningar ocksa
kunnat pavisa att katter som har antikroppar mot FIV &r ndrmare tre ganger mer sannolika
att dven vara infekterade med BDV in katter som saknar antikroppar mot FIV (Helps et al
2001; Huebner et al. 2001).

Antikroppsdetektion

Naturligt infekterade katter bildar antikroppar framst mot det virala fosfoproteinet p23
(Lundgren et al. 1995) och 1 mindre utstrackning mot nukleoproteinet p40. Detta giller
bade serum och CSF. Dock dr immunsvaret betydligt svagare @n hos hist och titrarna laga i
forhallande till bornasjukan hos detta djurslag (Ludwig et al. 2000). De metoder som an-
vénts har bl. a. varit antikropps-IF, immunoblottning, elektrochemiluminescens, rekombi-
nant ELISA. De rekombinanta proteiner som anvinds i detta sammanhang utgér dock ett
svagt verktyg bade vad betriffar sensitivitet och specificitet (Kahmieh et al. 2002).

Antigendetektion

Att upptidcka antigenet moter samma svarigheter som antikroppsdetektion da nivaerna dr
laga i blodet. Detta giller dven for mer sensitiva metoder som RT-PCR (Kamieh et al
2002) Laga nivaer i hjarnvavnad (Ludwig et al. 2000) skapar ocksa problem for post mor-
tem diagnos med hjélp av immunohistokemi och in situ hybridisering.

PLA

Da savil antikropps- som antigennivaer dr laga vid en naturlig infektion med BDV behovs
en diagnostisk metod som ger mojlighet att detektera dven de ytterst sma forekomster av
antikroppar/antigen som férekommer hos en naturligt infekterad katt.
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Fig. 2. Principen for PLA: 1. Oligonukleotidkonjugerade antikroppar binder till malmole-
kylen. 2. Kompletterande oligonukleotider kan nu forenas med hjidlp av en DNA-"splinta”.
3. Forsta cykeln i en PCR som uppdkar signal-DNA-sekvensen till mét- och kvantifierbar
mingd.

En sadan metod skulle PLA (proximity ligation assay) kunna utgora. Metoden som presen-
terats av Simon Fredriksson och medarbetar (Fredriksson et al. 2002), bygger pa att an-
tikroppar fésts vid en unik syntetisk oligonukleotid, varje antikropp binder sedan till varsin
epitop pa proteinet. Nér proberna har bundit till antigenet, fogas de samman med hjélp av
en tredje oligonukleotid (splint) som hybridiserar till &ndarna pa oligonukleotiderna féstade
pa antikropparna. Hybridisering sker endast om proberna har bundit till samma antigen,
och foljaktligen dr i varandras nidrhet. Ligas tillsdtts sedan och oligonukleotiderna som
halls samman av splintan binds kovalent till varandra. S& bildas en kontinuerlig DNA-
molekyl som stricker sig fran en antikropp till den andra. Denna nyformerade DNA-
sekvens kan sedan forstédrkas, upptidckas och kvantifieras med hjilp av realtids-PCR. Man
kan pa sa sitt upp tdcka ned till femtomolara koncentrationer av ett protein (Gustafsdottir
et al. 2005).

Det var ambitionen att inom ramen for detta arbeta forsoka detektera bornavirusinfektion
hos katt med anvindande av PLA-tekniken. For detta syfte skulle en sandwich-assay ha
upprittats dér oligonukleotider ldnkats till antikroppar med hjélp av biotin och streptavidin.
Virala antikroppar skulle sedan ha fangats upp av rekombinant bornavirus protein bundet
till en solid fas. Efter blockering och tvittning skulle par av oligonukleotid konjugerade
sekundirantikroppar tillsatts och inkuberats med provet. Efter fornyad tvittning skulle se-



dan ha tillsatts en forbindelseoligonukleotid (splint) tillsammans med dvriga komponenter
nodvidndiga for ligering. Efter forstdrkning genom PCR skulle sedan produkten kunnat
upptickas och forekomst och mingd av BDV-antikroppar analyserats. Det var dven plane-
rat att forsoka sitta upp en assay som utnyttjade oligonukleotidkonjugerade rekombinanta
P40 och p24 proteiner som skulle bringas i varandras nédrhet av BDV-antikroppar som pa
sa sitt skulle kunna upptickas.

Plan fanns ocksa for forsok till in situ detektion av BDV med hjilp av polyklonala BVD-
antikroppar till vilka oligonukleotider skulle ha ldnkats kovalent for detektion med den
ovan redovisade tekniken.

SYFTE

Syftet med arbetet har varit att prova PLA-tekniken som metod vid diagnostisering av bor-
naviral infektion hos katt. For detta syfte har det varit nodvindigt att sétta upp tillforlitliga
jamforelse metoder i form av en ELISA och en IFA enligt tidigare (Johansson et al., 2002).

MATERIAL OCH METODER

Som jamforelse metoder mot vilka PLA — metodiken skulle testas utprovades en ELISA
och indirekt IFA

IFA

Metoden utnyttjade rattastrocytomceller (C6) som odlats i flaska med hjilp av niringslos-
ning och infekterats med BDV. Som kontroll anvéindes oinfekterade C6 celler. Cellerna
och néringslosning verfordes ddrefter till glas-slides med atta brunnar, i vilka de fick fista
och tillvixa under tva dygn. Darefter fixerades cellerna under 15 min med hjélp av aceton
och lagrades vid — 70 grader tills anvdndning. Brunnarna blockerades med normalt getse-
rum spitt 1:50 1 PBS 0,05 % Tween20 under 30 minuter i 37 grader. Plattorna inkuberades
med BDV-positivt kaninserum spétt 1:10, 1:100, 1:1 000 och 1:10 000 1 TBS-T. 1 mikroli-
ter av varje spddning blandades med 1 mikroliter getserum och 38 mikroliter TBS-T och
35 mikroliter av suspensionen tillsattes sedan 1 varje brunn. Sliden inkuberades direfter 1
en timme vid 37 grader, varefter de tvittades 3x2 minuter 1 TBS-T och sedan inkuberades
med FITC-konjugerad get-anti-kanin-antikropp, 1h vid 37 grader. Efter PBS-tvitt 2x3 min
sattes tidckglas och de undersoktes sedan genom flourescensmikroskopering.

ELISA

ELISA:n anvinde en coatning med rekombinant BDV-protein som hade framstillts genom
att cDNA tillverkades genom reverstranskription av det totala RN A:et fran virus fran hjar-
nan pa en hist med konstaterad bornasjuka. Direfter utfordes PCR med primers gjorda for
att mojliggora uttryck av fullingds p23 och p40 proteiner i olika system. De renade PCR
produkterna ligerades till en GST-gen- fusionsvektor. Dessa insattes 1 E-colibakterier som
fick uttrycka de ifragavarande proteinerna. Samma framstillningsmetod hade anvints vid
framstéllningen av det protein som fungerade som negativ kontroll 1 ELISA:n, ett protein
fran ett porcint rubulavirus, La-Piedad-Michoan-Mexico viruset (LPMV) (Berg et al.,
1998).



Vid utprovningen av ELISA:n anvindes serum med polyklonala antikroppar framstillt
genom att de rekombinanta GST-proteinerna BDV p24 och BDV p40 inokulerades pa ka-
niner.

ELISA:n utnyttjade Nunc polysorbplattor som cotades med ovanndmnda proteiner spiadda i
50mM Tris-HCI pH 9,5. Olika spddningar av coatningsproteinerna: 25, 50,100, 250 och
500 ggr provades.100ml av p40, p23 och det negativa kontroll proteinet tillfordes varje
brunn i parallella rader och plattan inkuberades sedan 1h 1 37 grader. Dérefter tvéttades
plattan tre ganger med 0,05 % tween i avjonat vatten och brunnarna blockerades med 0,5
% BSA i1 PBS, 200mikroliter per brunn. Sedan testproverna av kaninserum spétts 10000,
100000, respektive 1000000 ganger i 5 % getserum i PBS tillsattes 100ml per brunn. Plat-
tan inkuberades en timme vid 37 grader. Efter tvitt tre gdnger med samma tvittlosning
som ovan, tillsattes peroxidaskonjugerad sekundarantikropp spadd 2000 ganger i 5 % get-
serum 1 PBS varefter inkubering skedde en timme vid 37 grader. Efter ytterligare en tvitt
fem ganger med tvittlosningen fick peroxidasen reagera 10 min vid rumstemperatur med
en 10sning bestaende av 20 delar kalciumcitrat och en del TMB, 200 mikroliter per brunn,
varefter reaktionen avbrots genom tillsatts av svavelsyra, 100 mikroliter per brunn. Plattor-
na lastes av med hjélp av en ELISA-ldsare vid 450nm.

En rad olika modifikationer av protokollet vidtogs senare; genom att blockringen med
BSA/PBS ersattes med blockering med 2 % mjolkpulverlosning. En blockering med 5 %
mjolkpulverlosning provades ocksa. Bade orent protein och protein renat genom tvitt med
glutathionsefaros med GST bortkluvet med hjélp av thrombin testades vid coatningen. Oli-
ka reduktioner av tiden for reaktion mellan substrat och peroxidas provades ocksa.

Provspéddningarna av proteiner och primirantikroppar gav vid handa att de optimala spid-
ningsforhallandena for att erhalla maximal skillnad i optisk densitet mellan positiva och
kontroller var att spida orenat p23 protein 250 ganger. For att ytterligare minska bak-
grundseffekten tillsattes get-anti-GST-antikroppar vid coatningen. Primérantikropp anti-
p23 spadd 10000 ganger och som blockering 2 % mjolkpulver var i 6vrigt de koncentratio-
ner som anvindes vid en preliminédr mdtning pa sera fran infekterade katter. Som sekundar
antikropp anvindes get-antikatt-IgG.

For att skapa kriterier for positivitet respektive negativitet anvindes en metod dér provre-
sultatet uttrycks som procent positivitet. Denna erhalls genom att det for provet erhallna
optiska densitetsviardet (OD) som detta far i den brunn som coatats med det negativa kon-
trollantigenet subtraheras fran OD-virdet provet erhaller i den brunn som coatats med anti-
gen fran det sokta smittimnet. Denna differens jaimfors sedan med motsvarande vérde er-
hallet for ett kdnt positivt kontrollserum, genom att divideras med detta. Den kvot som man
far pa sa sitt multipliceras med hundra. Om produkten - procenten positivitet - r storre
eller lika med 14 anses provet vara positivt, om mindre, negativt. For att metoden skall
anses anvindbar finns dven kriterier for minimumdifferensen mellan OD-vérdet for det
ként positiva och det ként negativa provet.

RESULTAT

IFA

Da det protokoll som inledningsvis anvéindes gav ett negativt resultat provades ett modifie-
rat protokoll (det ovan redovisade). Det ursprungliga protokollet anvinde sig av PBS med
0,1 % triton-x for blockering under endast tio minuter i forhallande till 30 min i det senare.



Enligt det forsta protokollet tvittades ocksa brunnarna mellan blockeringen och tillsatsen
av primdrantikropparna. Dessa spidddes 1 det forra fallet med fetalt kalvserum och inkuba-
tionstiden var 30 min istillet for en timma. Aven sekundirantikropparna fick i det modifie-
rade protokollet reagera en halvtimma ytterligare i forhallande till det ursprungliga proto-
kollet. I det ursprungliga protokollet skedde heller ingen tvitt av slidesen innan dessa sattes
att torka. Fordndringarna i protokollet paverkade dock inte utgangen av forsoket da fortfa-
rande ingen av spadningarna gav upphov till ndgon fluorescens i nagon av brunnarna som
innehdll positiva celler.

ELISA

Resultaten av den inledande ELISA:en gav en skillnad i den optiska densiteten pa omkring
1000 % mellan a ena sida renade p40 proteiner och kontroll proteinet och a andra sidan
renade P23-proteiner alla spadda 250 ggr, vid tillsats av anti-p23-antikroppar spddda
10 000 ggr, medan motsvarande anti P40-suspension gav hogre OD-virden for p23-
coatade brunnar dn for kontrollproteinet och p40. Signalen for p40 och kontrollproteinet
var ungefir densamma. Motsvarande differenser for orenade proteiner var i det ndrmaste
desamma vid tillsats av anti-p23-suspensionen. Tillsats av anti-p40-suspension gav hér en
100 % starkare signal for P40-coatade brunnar i férhallande till brunnar coatade med p23
eller kontrollproteinet.

En modifierad ELISA som utnyttjade en blockning med 5 % mjolkpulversuspension gav
positiva differenser pa som mest 75 % for anti — p23-suspension och negativa differenser
for anti- p40 suspension. En ELISA som jamforde 1 % med 2 % mjolkpulversuspension
som blockering gav en hundra procentig differens for anti-p23-suspensionen bade for ore-
nade och renade proteiner och inga differenser for anti-p40.

Ytterligare forsok gav resultat priglade av inkongruens och anomali varfor bestimdes att
aterga till det ursprungliga protokollet med anvidndande av orenat protein.

En ELISA som jamforde anti-p23 mot ett negativt kontrollserum visade klarast differens
for anti-p23 spatt 10 000 ggr mot en coatning av orenat p23, vilket gav en nagot under 100
% starkare signal @n for de negativa kombinationerna, vilka dock alla gav upphov till en
absorbans av betydande storlek.

Olika tider for reaktion mellan enzym (peroxidas) och substrat (kalciumcitrat/TMB) pro-
vades dven for att pa sa sdtt maximera skillnaden i absorbansdifferensen mellan positiva
och negativa prover, dir sex minuter gav den storsta skillnaden med en ca 2000 % starkare
signal for den positiva kombinationen.

Gemensamt for de olika ELISA:orna var att absorbansvirdena for de olika negativa kom-
binationerna sillan understeg 0,3 enheter.

Nir ELISA:en testades pa sera fran vingelsjuka katter kunde dock denna inte pavisa nagon
skillnad 1 optisk densitet for dessa och for negativa kontrollprover.

DISKUSSION

Da de diagnostiska jimforelsemetoderna, trots ldngvariga anstringningar, inte kunde
bringas att fungera, blev det pa grund av tidsbrist nodvandigt att uppge arbetets priméra
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malsdttning — en forsta utvirdering av PLA som m6jlig metod vid diagnostisk av vingel-
sjuka hos katt.

Huvudproblemet med en allt for hog bakgrundssignal kunde inte 16sas med hjdlp av de
olika blockningssuspensionerna som anvindes - BSA, 1 %, 2 % eller 5 % mjolkpulversus-
pension gav alla en bakgrundssignal som bedomdes som alltfor hog for att ELISA:en skul-
le fungera som en bra jaimforelsemetod for en PLA. Inte heller forsoken att minska bak-
grundssignalen genom tillsatts av antikroppssuspension reducerade bakgrundssignalen till
en acceptabel niva. Som tidigare nimnts provades dven ett protokoll dér forcoatning gjor-
des med get-anti-GST-suspension, for att 1 mdojlig utstrdckning minska den ospecifika
bindningen. Dock paverkades bakgrundssignalen inte i signifikant utstrickning av detta.

Sannolikt 4r orsakerna till den hoga bakgrundssignalen att soka i en ospecifik bindning
hos primidrantikropparna. Det forhallande att bindningen inte i storre utstrickning kunde
paverkas genom de fordndringar i blockeringsforfarandet som vidtogs, antyder kanske att
denna ospecificitet hos antikropparna dven omfattar viss aviditet for de negativa proteiner
som anvindes 1 ELISA:en. Det negativa serumet som anvéindes for att prova ELISA:en
visade storre aviditet for p23 dn for p40 och LPMV-proteinet. Dock var aviditeten for
samtliga proteiner hog med OD-virden/absorbans pa 1-0,3 absorbansenheter.

Den omstindigheten att en 2000 % starkare signal i vissa fall kunde erhéllas for kombina-
tionen anti-p23/p23, visar att aviditeten for det egna proteinet dr sa mycket storre att ELI-
SA:en skulle ha kunnat fungera for att skilja positiva fran negativa sera under vissa om-
standigheter. Dess virre sannolikt inte under de omsténdigheter som skulle foreligga om
man ville méta sera fran naturligt infekterade katter eftersom titrarna antagligen skulle vara
laga, vilket skulle medfora att bakgrundseffekten skulle vara relativt mer betydande, nagot
som sannolikt ocksa mérktes vid testen av ELISA:en mot sera fran naturligt infekterade
katter. Detta forhallande pekar ytterligare pa behovet av en diagnostisk metod som &r kéns-
lig dven for de laga titrar som man har att gora med hos naturligt infekterade katter.

Som redovisats ovan forsoktes en rad metoder for att begrinsa den ospecifika bindningen,
allt utan storre framgang. For IFA:en var problemet det motsatta, i det att alla forsok och
modifikationer av protokollet utfoll med att ingen fluorescens alls kunde pavisas. Anled-
ningen till detta &r oklar. Bada metoderna har dock fungerat i manga andra sammanhang,
vilket ger anledning att tro att de kommer att kunna anvéndas vid ett framtida forsok till
utvérdering av PLA som diagnostisk metod vid misstanke om vingelsjuka hos katt.

De nivaer av antikroppar i blodet som forekommer hos naturligt BDV infekterade katter &r
mycket 1iga. Aven nivéerna av antigen i blod ir mycket liga vilket gor det svart att pavisa
dessa dven med mer sensitiva metoder som RT-PCR. I CSF forekommer nagot hogre titrar.
Hir tillkommer dock dven andra negativa faktorer, sadana som att provtagning av CSF ar
mindre praktiskt och innebir storre risker for patienten dn att ta ett blodprov. Det forhal-
lande som giller for rattor med ett primirt celluldrt immunsvar i sjukdomens akuta fas, och
ett 6kat humoralt svar forst i ett kroniskt skede skulle, att ddoma av métningar av det humo-
rala svaret hos experimentellt infekterade katter, @ven kunna gilla for dessa. Detta under-
stryker vikten av en kénslig diagnostik metod for att kunna detektera ett tidigt humoralt
svar vid kliniskt konstaterbara symptom pa neurologisk sjukdom och ddrigenom sikerstél-
landet av en diagnos, vilken mdjliggér adekvat behandlig 1 sjukdomens akuta skede. De
ovan beskrivna faktorerna medfor att en infektion hos en katt dr svar att konstatera och att
in vivo diagnostik i praktiken dr omojligt. Malet for detta arbete har varit att utnyttja PLA-
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teknikens formaga att uppticka femtomolara koncentrationer av en antikropp i blodet, vil-
ken skulle medfora en drastisk 6kning av sensitiviteten om den kunde appliceras pa en dia-
gnostisk metod.

Av vad som inledningsvis sades framgar att infektion med BDV och sjukdom av eller sym-
tom fran sadan infektion dr ett i mycket svargripbart och komplext fenomen dir en del av
problemen kring virusets forekomst och spridning dnnu ej dr helt 16sta. Arbetet med att
finna svar pa dessa fragor skulle underlittas av en metod som utgjorde ett enkelt och sikert
verktyg for att pavisa antigen eller antikroppar. En sjukdom dér ett bra diagnostiskt verktyg
saknas riskerar dessutom att forsvinna fran klinikernas medvetenhet. Ett sikert diagnostiskt
verktyg ar ocksa nodvindigt vid prognostik och terapi. Det finns diarfor anledning att hop-
pas att forsoken att finna en tillfredstillande klinisk diagnostik for vingelsjuka hos katt
snart nar framgang.

TACK,

till Mikael Berg, Jonas J. Wensman och Anne-Lie Blomstrom for talmodig handledning,
samt 6vrig personal vid SLU/SV A som bistatt med rad och dad.

Tack ocksa till Karin Hultin-Jéderlund for att jag fick vara med vid klinisk undersokning
av neurologipatienter.
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