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SAMMANFATTNING

Rabiesvirus ar en allvarlig sjukdom globalt da minst 35 000 manniskor mister livet varje ar pa
grund av den fatala sjukdomen. ldag finns inget botemedel mot rabiesvirus nar sjukdomen brutit
ut, det enda skyddet &r vaccinering. Hur immunforsvaret reagerar pa viruset, varfor inte
immunforsvaret klarar av att eliminera viruset och vad post-vaccinering innebdr undersoks i det
hér arbetet.

Rabiesvirus utsondras i saliv och den vanligaste infektionsvagen for rabiesvirus ér via bett fran
infekterad individ och for manniska &r hundbett storsta risken. Nar infektion har skett
transporteras virus till centrala nervsystemet (CNS) via intraaxonal transport. Rabiesvirus ar ett
neurotropt virus och replikerar i CNS. Huruvida replikation sker innan viruset nar CNS éar ej
klarlagt. Inkubationstiden varierar mellan individer, djurslag och infektionsvévnad, dock kan
virusutsondring ske en kort tid innan symptom uppkommer. Det finns tva typer av
symptombilder vid rabiesinfektion, en furids och en paralytisk.

Immunforsvaret vid en rabiesinfektion bestar framforallt av ett interferon (IFN) svar som é&r
direkt antiviralt och ger upphov till apoptos av infekterade celler. Perifert uppnas ett
antikroppssvar men dven ett cellmedierat svar dar cytotoxiska T-celler har en viktig funktion.
Dock undviker rabiesvirus immunforsvaret pa flera sétt. Inget immunforsvar uppnas innan
viruset borjat replikera i CNS och da finns blod-hjarnbarriaren som ett hinder for
immunforsvaret. Att inget immunsvar uppnas innan denna punkt i infektionen kan bero pa den
laga infektionsdos som kravs. Det typiska svaret att lata virusinfekterade celler genomga
apoptos undviker rabiesvirus genom att reglera nivaer av sitt glykoprotein. IFN inhiberas via
rabiesvirus fosfoprotein. Apoptos av infekterade neuron undviks genom skapande av
Negrikroppar som bestar av virusprotein och receptorn TLR3. Antikroppssvaret klarar ej av att
eliminera rabiesvirus da det inte hinner nd CNS pa grund av blod-hjarnbarridren. Det
cellmedierade svaret undviks genom att rabiesvirus ger en uppreglering av FasL och B7-H1,
vilket leder till T-cellsapoptos.

Det finns vaccin att tillga for bade manniskor och djur, men det ar bara for manniskor som post-
vaccinering ar utvecklat. Post-vaccinering, det vill sdga vaccinering efter exponering, ar néra
100 % effektivt om det ges innan rabiesviruset nar CNS. Behandlingen innebéar inte bara
vaccination utan aven en grundlig sarrengoring, behandling med virusneutraliserande
antikroppar (VNA) och en aktiv immunisering.

Rabiesvirus har manga metoder att klara sig undan ett gott fungerande immunforsvar och
vaccinering ar darfor en bra metod for att stoppa virusspridningen. Rabies utrotades i stora delar
av vastra Europa genom distribuering av vaccin i bete till vilda djur. Fortsatta forsok att
kontrollera spridningen i den vilda populationen gérs da detta tros vara viset att stoppa
spridningen helt.



SUMMARY

Rabies virus is the cause of serious disease worldwide, at least 35 000 people die every year
because of this fatal disease. At the moment there is no medication available and after the
symptoms of disease appears no treatment exists. Available vaccines function as prophylaxis
and post-exposure prophylaxis, as long as the virus has not reached the central nervous system
(CNS). How the immune system reacts to rabies virus, why the immune system cannot
eliminate the virus and how post-exposure prophylaxis work are examined in this work.

Rabies virus is shed in saliva and the most common route of infection is by a bite from an
infected animal and when it comes to human infection, it is due to dog bites. After infection the
virus is rapidly transported to CNS through intra axonal transport. Rabies virus is a neurotropic
virus that replicates in the CNS, but it is not known whether the virus replicates before it reaches
the CNS or not. The incubation time varies between individuals, species and type of infected
tissue. Virus shedding can however occur before the onset of symptoms. Two kinds of rabies
forms are known, furious rabies and paralytic rabies.

The immune response to rabies virus should be initiated by interferon (IFN) production, which
has an antiviral effect and results in apoptosis of infected cells. In the periphery an antibody
and a cell-mediated response should be achieved. However, rabies virus escapes the immune
system in several ways. There is no immune response until the virus replicates in the CNS. The
blood-brain barrier makes it difficult for the immune system to reach the virus. Typical immune
response to virus infections is that infected cells undergo apoptosis. Rabies virus is able to avoid
this by regulating the amount of its Glyko-protein that is synthesized. Apoptosis of infected
neurons is also avoided by the formation of Negribodies that consist of viral protein and the
receptor TLR3. The effects of IFN is inhibited by the virus Phospho-protein. The antibody
response that develops is not effective enough to eliminate the virus. This is due to the resistance
of the blood-brain barrier. The cell-mediated response is avoided through upregulation of FasL
and B7-H1 by the virus, which results in death of T-cells.

Vaccines both for humans and animals are available, but post-exposure prophylaxis (PEP) is
available only for humans. Post-vaccination is almost 100 % effective if administrated before
the virus reaches the CNS. PEP include proper wound cleaning, treatment with virus
neutralizing antibodies (VNA) and active immunization.

Rabies virus uses several methods to avoid elimination by a perfectly working immune system.
Vaccination is a good way to prevent virus from spreading. Rabies virus is close to extinction
in parts of western Europe as a result of distribution of vaccine in baits to wild animals. Ongoing
work to control the spread in the free population is believed to be a good way to control or even
eradicate the rabies virus completely.



INTRODUKTION

Rabies ar en gammal och valkénd virusinfektion. De flesta humanfall av rabies férekommer i
Afrika och Asien, men trots detta ar det en ytterst viktig sjukdom globalt da den férekommer i
alla varldsdelar och dessutom har hund som stor smittspridare till méanniskan. Arligen &r det
éver 35 000 manniskor som mister livet, da de ej hinner fa vaccin i tid, ej & medvetna om att
djuret de blev bitna av var infekterat, allman okunskap eller pa grund av att vaccin ej finns att
tillga (Lackay et al., 2008). Dock finns ett stort morkertal da inte alla fall av rabies rapporteras.
En studie gjord i Tanzania uppskattade den riktiga prevalensen av manniskor rabiesinfekterade
genom hundbett, utan att ta hansyn till olika omraden, till tio ganger hdgre &n rapporterat.
Prevalensen skulle kunna vara 100 ganger storre an rapporterat om hansyn tas till olika omraden
(Cleaveland et al., 2002).

Pasteur skapade ett forsta vaccin mot rabies redan ar 1885 och da anvéandes nervvavnad fran
experimentellt infekterade kaniner som vaccin. Utvecklingen har gatt framat och idag anvands
inaktiverat virus (Folkhalsomyndigheten, 2013) eller ett levande attenuerat virus (Thoulouze et
al., 1997) som vaccin. Den vanligaste infektionskallan, ndra 95 % av alla humana fall, ar via
hundbett. Hunden &r ett vanligt husdjur, vilket gor att det ar en stor risk for méanniskan (OIE,
2015). Rabiesvirus kan smitta alla varmblodiga déggdjur och &r nast intill alltid dodlig
(Dietzschold et al., 2008). Vanligast &r att rabies sprids till manniskor fran hundar men det ar
vilda djur, till exempel rédvar och fladdermdss, som &r reservoarer, dock &r det olika beroende
pa vilken del av vérlden som betraktas (Quinn et al., 2011).

Endast 7 personer har Overlevt infektionen (WHO, 2013) och det &r darfor intressant att
undersoka hur immunforsvaret reagerar pa infektionen och varfor det inte klarar av att eliminera
viruset. Vidare ar det av intresse hur det kommer sig att post-vaccinering, det vill séga
vaccinering efter infektion, fungerar. Detta &r vad som undersokts i det har arbetet.

MATERIAL OCH METODER

FOr att hitta litteratur gjordes sokningar i databaser. De databaser som anvants var Web of
Science, PubMed samt Science Direct. Aven s6kningar i SLU-databasen Primo gjordes. Sokord
var: rabies virus, rabies infection, lyssavirus, immune response, vaccination, virology och
immune system. Aven sokningar pa sidor som WHO, OIE, Folkhilsomyndigheten och FASS
anvandes. Avgransningar som gjorts var sokresultat enbart pd svenska och engelska. Aven
avgransning till infektion hos husdjur och manniska har gjorts.



LITTERATUROVERSIKT
Rabiesvirus

Rabiesvirus tillnér familjen Rhabdoviridae och genus Lyssavirus. Inom genus Lyssavirus finns
7 kanda genotyper som alla ger Kklinisk sjukdom liknande som klassiskt rabiesvirus. De 7
genotyperna &r rabiesvirus (genotyp 1), lagos batvirus, mokolavirus, duvenhagevirus,
europeiskt bat lyssavirus 1, europeiskt bat lyssavirus 2 och australiskt bat lyssavirus. Varianter
aktuella i Europa &r rabiesvirus, europeiskt bat lyssavirus 1 och 2. Den rabies som drabbar
hundar kallas urban rabies och den variant som drabbar vilda djur kallas sylvatisk rabies (Quinn
etal., 2011).

Rabiesvirus &r ett negativt enkelstrdngat RNA-virus dar virionet har formen av en kula
(Thoulouze et al., 1997), se bild 1. Det ar uppbyggt av fem proteiner: glykoprotein (G-protein),
matrixprotein (M-protein), nukleoprotein (N-protein), fosfoprotein (P-protein) och RNA-
beroende-RNA polymeras (L-protein) (Xiang et al., 1995; Dietzschold et al., 2008). G-
proteinet, i form av en trimer, sitter pd ytan av det lipidomslutna virionet och medierar
bindningen till celler (Adedeji et al., 2010). G-proteinet &r det protein som anvénds vid olika
typer av vaccin da det ger upphov till ett kraftigt immunforsvar bestaende av neutraliserande
antikroppar, T hjalparceller och cytotoxiska T-celler (Dietzschold et al., 2008). N-, P-, och L-
protein &r interna protein i virionet och tillsammans med virala RNAt bildar de ett komplex
kallat ribonukleoproteinkomplex (RNP komplex). RNP komplexet aktiverar immunforsvaret
genom att antigen kanns igen pa CD4+ T-celler. Komplexet antas spela en stor roll i
utvecklandet av minne i T-celler vilket ger lang immunitet mot ny infektion (Dietzschold et al.,
2008).

Bild 1. Rhabdoviridae i elektronmikroskop. Kélla: Wikimedia Commons (2015).

Fran bett till utséndring i saliv

Virusets vanligaste smittvag ar via bett (Johnson et al., 2006a). Eftersom rabiesvirus sprids via
saliv kan smittade individer som slickar pa smasar, eller liknande pa exempelvis hander, sprida
smittan. Rabies kan daven smitta via aerosol, men det &r inte vanligt. Aerosol smitta &r
dosberoende och det krdvs en hdg dos for att bli infekterad. Det finns ingen risk att bli smittad
via inhalation i ndrvaro av smittat djur. De tillfallen som aerosol smitta kan vara en risk ar i
grottor med en stor population av fladdermoss eller i laboratoriemiljé (Johnson et al., 2006b).
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Smitta direkt mellan méanniskor kan ocksa ske, men det ar framst via organtransplantationer
(Takayama, 2005).

Vid ett bett kommer saliv fran den smittade individen i kontakt med vavnaden hos den friska
individen. Studier har gett olika resultat nar det galler huruvida viruset replikerar innan det nar
CNS eller inte och det ar osakert om viruset replikerar i muskelceller eller i annan vévnad vid
bettytan. Efter eventuell replikation i celler vid bettytan (Dietzschold et al., 2008) infekterar
viruset snabbt lokala neuron (Johnson et al., 2006a) genom icke-myeliniserade axonterminaler,
for fortsatt transport till CNS via axonal vesikeltransport (Dietzschold et al., 2008). Nér viruset
befinner sig i CNS sprids det intraaxonalt (Quinn et al., 2011). Rabiesvirus &r ett neurotropt
virus, vilket innebadr att det replikerar i nervceller (Chopy et al., 2011). Nér viruset transporterats
till och infekterat CNS sprids det tillbaka till perifera nervsystemet (PNS) men aven till det
autonoma nervsystemet (Dietzschold et al., 2008) genom att viruset frisatts vid axonterminaler
(Quinn et al., 2011). Viruset fortséatter till salivkortlarna dar det slutligen replikerar i mukogena
acindra celler och utsondras i saliven (Dietzschold et al., 2008). Virusutsondring kan ske 4-5
dagar innan symptom bryter ut (North Dakota Department of Health, 2013).

Symptom efter infektion kan uttrycka sig pa tva satt, en paralytisk form och en furios form.
Formerna bestar av olika faser och kan innebéra en furios fas som Gvergar i paralytisk fas.
Infektionen &r i nast intill alla individer fatal (Lackay et al., 2008). De olika formerna yttrar sig
olika hos vissa djurslag, till exempel utvecklar katter oftare &n hundar den furifsa varianten,
medan révar oftast utvecklar den paralytiska formen. Manniskor som utvecklar den paralytiska
formen far svarigheter att svélja och denna form kallas darfor daven hydrofobi, vattuskrack, hos
manniskor (Quinn et al., 2011). Dock utvecklar méanniskor i 80 % av fallen den furidsa formen
av rabies (WHO, 2015). Inkubationstiden varierar beroende pa djurslag och infektionsvéavnad
(Quinn et al., 2011) och kan vara allt fran ett par dagar upp till flera manader (WHO, 2013).

1. Bett fran infekterad individ,
upptag till nervcell via
omyeliniserade axonterminaler
2. Transport intraaxonalt

3. Transport till CNS 7
4. Replikation i CNS

5. Transport tillbaka till PNS,
autonoma nervsystemet och till
spottkortlar

6. Virus i spottkortlar

7. Virusutsondring i saliv

Figur 1: Transportvag for rabiesvirus.

Normalt immunfdorsvar mot virus
Nativa immunfodrsvaret

Det nativa immunforsvaret mot virus bestar av interferoner (IFN), NK-celler, lysozym,
kollektiner, defensiner fran leukocyter och epiteliala mukosaceller. Dessa kan till exempel gora
att de infekterade cellerna genomgar apoptos vilket leder till att viruset ej kan sprida sig. Virus
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har speciella strukturer som kanns igen pa Pattern-Recognition Receptors (PRR), exempelvis
RIG-1 och MDAS. Dessa kénner igen dubbelstrangat RNA och skickar signal att aktivera IFN-
B produktion. Det andra systemet for att kdnna igen RNA virus ar via toll-like receptors (TLR).
Olika TLR kanner igen olika RNA, det vill sdga dubbelstrangat eller enkelstrdéngat RNA, men
aven andra strukturer. TLR kan lankas samman av en speciell typ av dentritiska celler och detta
leder till produktion av typ 1 IFN (Tizard, 2013).

IFN &r cytokiner som kan delas in i tre grupper. Typ | &r den storsta gruppen och bestar av IFN-
a och IFN-B. Typ Il har bara ett, IFN-y, som produceras av T-celler stimulerade av virusantigen.
Typ 1 innefattar IFN-A. IFN uttrycks som svar pa virusinfektion nar TRL stimuleras och dess
funktion &r att styra signalering mellan lymfocyter och andra leukocyter. IFN-a och IFN-§3
produceras inom nagra timmar fran infektion och har effekt innan det adaptiva immunforsvaret
hinner reagera (Tizard, 2013).

IFN kan stimulera NK-celler vilket far virusinfekterade celler att genomga apoptos aven om
cytotoxiska T-celler (CTL) ej finns nérvarande (Tizard, 2013). Nar IFN producerats binder de
till IFN-receptorer dér de ger upphov till en kaskadreaktion dar JAK/STATL1 aktiveras och ett
antiviralt tillstand uppnas. Det finns fyra huvudsakliga signalvagar for att uppna antiviral
aktivitet. Genom den forsta signalvagen uppregleras syntesen av oligoadenylate syntetases
(OAS) som aktiveras av dubbelstrangat RNA vilket leder till en nedbrytning av viralt RNA.
Signalvag tva resulterar i att Mx proteiner frisatts fran intracellulara membran och binder virala
nukleokapsider och andra viruskomponenter vilket gor att nya virus ej kan bildas. Signalvég tre
resulterar i att proteinkinas R (PKR) aktiveras av viralt RNA och reglerar signalvdgar som
inhiberar translation av viralt mRNA. Den fjarde signalvagen ar inte helt klarlagd och det &r
osakert hur den paverkar det antivirala stadiet. Syntesen av ubiquitin-like protein okar vilket
ger nedbrytning av andra proteiner (Tizard, 2013).

IFN receptor
—

Figur 2: Induktion och signalvag IFN.

Adaptiva immunfdrsvaret

Antikroppar

Adaptiva immunforsvaret mot virus bestar av antikroppar och cell-medierad immunitet.
Antikroppar utvecklas som svar pa antigen, i fallet vid virusinfektion bestar det av viruskapsid
och holjeproteiner. Antikropparna har flera funktioner, de hindrar invasion av celler genom att
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simulera fagocytos av fria virioner, stimulera komplementmedierad virolys av fria virioner och
binda samman, eller binda till de fria virionerna vilket resulterar i att det finns farre
infektionsdugliga virioner. Antikropparna svarar dven pa virala proteiner uttryckta pa
infekterade celler. De infekterade cellerna genomgar da komplementmedierad cytolys eller
utsatts for antikroppsberoende cellmedierad cytotoxicitet (ADCC). Cytotoxiska celler som
attraheras ar lymfocyter, makrofager och neutrofiler. Virusneutraliserande antikroppar (VNA)
ar 19G och IgM som finns i serum och IgA som aterfinns i sekret. Aven IgE kan forekomma
men har mindre betydelse vid virusinfektion. Antikroppar mot virus kan finnas kvar i flera ar
efter avlakt infektion (Tizard, 2013).

Cellmedierat svar

Cellmedierat svar ar det viktigaste vid virusinfektion da antigen kan presenteras pa infekterade
celler innan virusreplikationen pabdrjats. Antigen som presenteras pa major histocompatibility
complex (MHC) klass-1, kanns igen som fraimmande och dddas av cytotoxiska T-celler. T-
cellsmedierad cytotoxicitet har storst effekt pa virusinfektioner. Makrofager aktiveras och tar
upp de infekterade cellerna, genom endocytos, som da destrueras. Cytotoxiska T-celler dor
snabbt for att undvika cytotoxicitet mot friska celler men vissa T-celler utvecklar minne och
dessa minnesceller kan finnas kvar som skydd mot ny infektion, med samma virus, under flera
ar (Tizard, 2013).

Immunforsvar mot rabiesinfektion

Nér en individ blir infekterad &r det, som namnts tidigare, oklart om viruset replikerar innan det
nar CNS. Darfor tror forskare att inget immunforsvar uppnas innan viruset finns i CNS. Att
immunforsvaret drojer kan bero pa den laga koncentrationen av viruspartiklar som finns innan
viruset borjat replikera (Johnson et al., 2010). Vid rabiesvirusinfektion infekteras framfor allt
nervceller i CNS och det gor att viruset maste passera blod-hjarnbarriaren, vilket ar ett mycket
viktigt steg i infektionen (Johnson et al., 2006a). Passagen dver blod-hjarnbarridren kan vara
ett problem for immunforsvaret da blod-hjarnbarriaren ar till for att stanga ute celler och hindrar
immunforsvarsceller att na CNS (Hooper et al., 1998). Rabiesvirus ger ingen ¢kning av
permeabilitet i blod-hjarnbarridren, vilket forsvarar ytterligare for immunforsvarscellerna
(Phares et al., 2006).

Vid transport mellan nervceller anvénder rabiesvirus acetylkolinreceptorer som receptor nér det
passerar neuronens synapser, vilket méjliggor snabb transport till CNS (Lentz et al., 1983). For
att antigen ska upptackas maste det transporteras till lymfoid vavnad dar det presenteras for B-
celler. Transporten till den lymfoida vavnaden kan ge upphov till att immunférsvaret drojer
(Johnson et al., 2010).

Ett typiskt svar for att hindra en virusinfektion &r att virusinfekterade celler gar i apoptos. Denna
funktion kan rabiesvirus kontrollera via sitt G-protein. Laga nivaer G-protein framjar
overlevnad av celler (Lafon, 2011). Apoptosen induceras av NF-kB som aktiverats av en
oxidativ stress pa grund av att virusprotein ansamlas, antingen i det endoplasmatiska retiklet
eller i golgiapparaten (Thoulouze et al., 1997). Dock kan viss niva av den har typen av apoptos
ses anda, men det borjar for sent och hindrar ej virusspridningen (Thoulouze et al., 1997).



Nativa immunforsvaret

Det nativa immunforsvaret svarar pa rabiesvirusinfektion med IFN-produktion. IFN kan
passera Over blod-hjarnbarridren till CNS dar det har en direkt antiviral effekt och ansamlar
CTL som kan eliminera virus (Hooper et al., 1998). Okade nivaer av STAT1, IFN-y, TNF-q,
IL-6, IL-1B, T-cells tillvaxtfaktor-p och TLR har setts vid infektionen (Johnson et al., 2006a).
TLR &r viktiga for att k&nna igen virus och inducera produktion av typ | IFN (Lafon, 2011).
Nér rabiesviruset infekterar och replikerar i CNS sker en uppreglering av typ | IFN och andra
IFN inducerade gener, framfor allt Mx1 som &r ett antiviralt protein som binder
viruskomponenter vilket gor att nya virioner ej kan bildas (Johnson et al., 2006a).
Transkriptionen av IFN syns ej, vilket kan bero pa att rabiesvirusets P-protein kan inhibera IFN,
dock &r det enbart visat in vitro (Johnson et al., 2006a).

Inhiberingen av det nativa immunforsvaret sker initialt genom att P-proteinet binder till STAT1
vilket hindrar IFN-signaleringen. Translokation av STAT1 i kdrnan kan ej ske vilket omojliggor
transkription av IFN (Vidy et al., 2005). Om detta inte sker in vivo finns ytterligare en
forklaring, namligen att hjarnceller dor snabbt efter infektion innan transkriptionen av IFN
hinner ske (Johnson et al., 2006a). Da IFN transkriptionen ej sker i sa hdg grad som antagits ar
det oklart hur Mx1 kan 6ka da det ar IFN-inducerat. En forklaring ar att det finns andra
signalvagar som ej ar IFN beroende, till exempel via TLR (Johnson et al., 2006a).

Rabiesvirus gor att det nativa immunforsvaret ej svarar som det ska da rabiesvirus kan undvika
IFN-svaret dven om infektionen inducerar PRR som RIG-1 och MDAS5. Denna férmaga gor att
viruset kan replikera i CNS trots ett inducerat nativt immunférsvar (Chopy et al., 2011). | en
studie utford av Chopy et al. (2011) infekterades méss som dveruttryckte genen LGP2 med en
variant av klassiskt rabiesvirus som anvénds pa laboratorier (CVS). LGP2 visades reglera RIG-
1 negativt da det binder till dubbelstrangat RNA och hindrar att det kanns igen av RIG-1, och
forblir saledes inaktivt. Det kan dven binda direkt till RIG-1 och inhibera aktiviteten och dess
interaktion med interferon-f promoter stimulator 1 (IPS-1) (Chopy et al., 2011), som &r en IFN-
inducerande molekyl (Kawai et al., 2005). Att interaktionen med IPS-1 hindras leder till att
IFN-svaret minskar och darmed aven RIG-1 svaret (Chopy et al., 2011).

TLR3 kan inhibera axonal tillvaxt och om IFN finns tillgangligt inducera apoptos. For att
undvika detta bildar rabiesvirus Negrikroppar bestaende av TLR3, N-protein och P-protein.
Detta framjar neuronens 6verlevnad och skyddar infekterade neuron fran apoptos vilket kan
vara en strategi for 6verlevnad hos rabiesvirus. Férutom den hér funktionen kan Negrikropparna
fungera som produktionsplats for virus och lagringsplats for proteiner. Negrikropparna &ar 3-5
pm stora och kan ses i elektronmikroskop dar de ar belagna som en inklusionskropp nara karnan
i cellen och saknar omslutande membran (Lafon, 2011). Eftersom Negrikropparna édven kan ses
i vanligt ljusmikroskop &r det en bra och klassisk metod for att diagnostisera sjukdomen. Da tas
vavnadsprov fran CNS fran infekterat djur och histopatologi genomfars dar Negrikropparna
kan ses (Lackay et al., 2008).

Ytterligare en anledning till att immunfdrsvaret ej reagerar som det ska kan vara pa grund av
att rabiesvirus ger binjurehormontoxicitet vilket ger forlust av lymfoid vavnad (Johnson et al.,
2010). Denna nedreglering av immunforsvaret behover dock inte bero pa hormonbalansen, utan
kan bero pa cytokiner da en produktion av tumor necrosis factor-o. (TNF-a) i CNS under
rabiesinfektion har setts. En studie som stodjer denna teori har utforts pa moss som saknade



genen for TNF-a receptor, vilket resulterade i langre Overlevnad i dessa moss. TNF-a inhiberar
IFN-y produktionen som normalt sett attraherar neutrofiler, T-celler och B-celler (Camelo et
al., 2000). Studien visar pa att langre 6verlevnad uppnas av lagre nivaer av T-celler, B-celler
och neutrofiler. Dock anser Camelo et al. (2000) att detta & motsédgande eftersom T-celler
behdvs for att eliminera viruset och det &r mer troligt att det & monocyter och neutrofiler som
ger den negativa effekten.

Sammanfattningsvis svarar det nativa immunforsvaret nar viruspartiklar kanns igen pa TLR
(Lafon, 2011) med IFN-svar som har antiviral aktivitet och attraherar CTL (Hooper et al.,
1998). Dock kan rabiesvirus inhibera IFN genom sitt P-protein (Vidy et al., 2005) och denna
formaga gor att virus kan na CNS trots att det finns ett fungerande immunforsvar (Chopy et al.,
2011). TLR3 har en viktig funktion da det i narvaro av IFN inducerar apoptos i infekterade
celler men detta undviker rabiesvirus genom att bilda Negrikroppar som omsluter TLR3 (Lafon,
2011). Det nativa immunforsvaret undviks ytterligare genom att rabiesvirus inducerar en forlust
av lymfoid vavnad (Johnson et al., 2010).

Adaptiva immunfdrsvaret
Antikroppar

Som tidigare ndmnts &r transporten av celler till CNS begransad, och detta galler &ven for ett
antikroppar. Antikroppar ar dock avgodrande for att kunna eliminera virus och vid
rabiesvirusinfektion nar de sallan CNS, vilket kan vara en forklaring till varfor individen ej
overlever. Personen som dverlevde rabiesvirusinfektion ar 2004, trots att symptom upptrétt,
hade detekterbara nivaer antikroppar i cerebrospinalvitska (CFS) och i serum. Vilket tyder pa
att antikropparna i detta fall transporterats till CNS och kunde eliminera virus (Roy & Hooper.,
2008). Personen forsattes i koma for att ge det humorala immunsvaret tid att utvecklas, vilket
medforde hoga IgG-titrar i CNS, nagot som inte ar vanligt forekommande vid rabiesinfektion
(Johnson et al., 2010). Antikroppar hittas normalt sett i serum vid rabiesinfektion men dessa
nar inte CNS och kan da ej utéva nagon viruseliminering (Roy & Hooper, 2008). Det ar oklart
om det ar det perifera viruset eller virus i CNS som ger upphov till antikroppar. Fler studier
behdvs for att kunna dra slutsatser om hur immunforsvaret reagerar pa naturlig infektion
(Johnson et al., 2010).

Virusneutraliserande antikroppar (VNA) har tidigare antagits vara viktiga i svaret mot rabies.
Dessa utsondras lokalt i CNS via migrerande B-celler, men B-cellerna har ej kunnat detekteras
i CNS vid rabiesvirusinfektion. Forklaring till detta kan vara den limiterade transporten dver
blod-hjarnbarriaren eller avdédande av migrerande B-celler inducerat av rabiesvirus (Lafon,
2011). VNA har troligen inhiberande verkan pa virusspridning i periferin, men om viruset redan
finns i CNS har de begrénsad verkan (Hooper et al., 2011).

IFN-y har en viktig roll i isotypswitch fran IgM till IgG (VNA). Dock har dessa antikroppar ej
hittats i CNS hos infekterade individer. Studier, med mdss som ej har formagan att producera
IgG, visar att antikroppar ej kan vara delaktiga i eliminering av virus fran CNS (Camelo et al.,
2000). Denna kunskap tyder pa att IFN-y ensam, eller i kombination med IFN-a och -B eller
TNF-a, star for viruselimineringen. Teorin har visats stamma for andra virus som Venezuelan
equine encephalitis virus (VEE) och typ 2 herpes simplex virus (HSV-2) (Camelo et al., 2000).
IFN-y kan spela roll genom uppreglering av MHC-molekyler pa gliaceller vilket medfor att



cytotoxiska T-celler kan avddda viruset (Camelo et al., 2000). IFN-y stimulerar dven syntes av
NO, vilket har en antiviral aktivitet. Denna teori havdar Camelo et al. (2000) ar mer trolig da
det redan ar bevisat att T-celler inte har tillracklig effekt.

Sammanfattningsvis har antikroppar en avgoérande roll i att kunna eliminera virus fran CNS.
Dock ar det sédllan de nar CNS pa grund av den slutna blod-hjarnbarridren (Roy & Hooper,
2008) och det samma galler for migrerande B-celler som kan producera VNA lokalt (Lafon,
2011). VNA tros dock ha en inhiberande verkan pa virus i periferin, men har viruset redan tagit
sig till CNS har de en begrénsad effekt (Hooper et al., 2011). IFN-y har en viktig funktion dar
det isotypswitchar IgM till 1gG, men det har &ven effekten att uppreglera MHC vilket medfor
att cytotoxiska T-celler upptécker viruset (Camelo et al., 2000).

Cellmedierat svar

T-celler fungerar som i det vanliga immunférsvaret mot virus, beskrivet ovan, de aktiveras och
migrerar. Dock inaktiveras T-cellerna av rabiesviruset genom att CD3+ T-celler snart efter
migration genomgar apoptos. Detta bidrar till att T-cellerna ej har tillrécklig effekt for att
eliminera rabiesvirus (Lafon, 2011). Apoptos av T-celler regleras av Fas (CD95) och FasL
(CD95L) som uttrycks pa CD8+ T-celler och NK-celler. Néar dessa binder varandra aktiveras
en signalvég for apoptos dér det forst bildas ett komplex, “’death-inducing signaling complex”
(DISC) som aktiverar kaspas-8 och -10 som i sin tur aktiverar kaspas-3 vilken ger upphov till
en kaskad som leder till apoptos (Tizard, 2013). Vid rabiesinfektion sker en uppreglering av
FasL mRNA vilket leder till T-cellsapoptos. Detta ar bevisat genom en studie dar T-cells nivaer
mattes och en klar minskning av T-celler observerades efter en period och denna minskning
visades bero pa T-cellsapoptos (Baloul et al., 2004). FasL produceras av bade infekterade och
icke-infekterade nervceller. De icke-infekterade nervcellerna &r troligen gliaceller da de ej har
lymfocytstruktur och darfor ej kan vara T-celler, som i vissa fall kan producera bade Fas och
FasL (Baloul et al., 2004).

B7-H1 ar en immunosuppressiv molekyl som uppregleras av rabiesvirus och aktiveras av IFN,
TNF-a. och TLR. B7-H1 nivaerna okar med infektionens duration. Studier har utforts dar
rabiesvirusinfektion inducerades i méss som saknade genen for B7-H1, vilket resulterade i
minskad apoptos av CD8+ T-celler (Lafon, 2011). Det tyder pa att T-celler genomgar apoptos
pa grund av en uppreglering av FasL och B7-H1. Dock maste T-cellerna uttrycka en ligand for
dessa, Fas som &r ligand till FasL och PD-1 som &r ligand till B7-H1, for att genomga apoptos
(Lafon, 2011).

Ytterligare en faktor som minskar T-cellernas aktivitet &r att de infekterade neuronen frislapper
neuropeptider och neurotransmittorer, till exempel transforming growth factor beta (TGF-p),
vasointestinal peptide (VIP), alpha-melanocytestimulating hormone (a-MSH) eller calcitonin
gene-related peptide (CGRP) (Baloul et al., 2004), vilka nedreglerar T-cellers aktivitet. Det &r
dock bara bevisat i en attenuerad form av rabiesvirus (Lafon, 2011) och for att forsta vikten av
detta kravs mer studier (Baloul et al., 2004).

Sammanfattningsvis aktiveras och migrerar T-celler som vid alla andra virusinfektioner, men

kort efter migrationen genomgar T-cellerna apoptos, vilket beror pa att FasL och B7-H1
uppregleras (Lafon, 2011). T-cellernas aktivitet inhiberas ytterligare av att infekterade neuron
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frislapper neuropeptider och neurotransmittorer, dock &r detta inte helt klarlagt (Baloul et al.,
2004).

Immunfdrsvar vid vaccinering

Human vaccinering mot rabies i Sverige sker genom intramuskuldra injektioner med levande
attenuerat virus. Forsta dosen dag 0 och darefter tva doser till dag 7 och dag 28. Boosterdos ges
efter ett ar och darefter var femte ar eller nar antikroppsnivaerna ar for laga (FASS, 2014).

FOr hundar och katter finns forebyggande vaccination med avdddat eller rekombinant virus
(FASSvet, 2011; FASSvet, 2012; FASSvet, 2014) att tillgd och da sker vaccinering
intramuskulart eller subkutant med Nobivac Rabies vet. vid 3 manaders alder och darefter var
tredje ar (FASSvet, 2011). For katter finns dven Purevax Rabies som administreras subkutant.
Grundvaccinering bestar av en injektion och darefter boosterdos efter ett ar och sedan var tredje
ar. Immunitet fas 4 veckor efter grundvaccinationen (FASSvet, 2012). Ett tredje alternativ for
hund och katt &r Rabisin vet. som ges intramuskuldrt eller subkutant. VVaccinationsschema for
hund &r grundvaccinering en injektion, darefter booster efter ett ar och sedan var tredje ar. For
katt galler tva injektioner med tre till fyra veckors mellanrum och sedan re-vaccinering en gang
om aret (FASSvet, 2014). For att kontrollera fullgott skydd tas blodprov dar antikroppstitrar
mats (FASSvet, 2012).

Efter vaccineringen upptréder IgM och IgG antikroppar. Det &r bevisat att antikropparna finns
kvar i 2 ar efter vaccinering med HDCV (human-diploid-cell-vaccine) (Johnson et al., 2010).
Vid vaccinering kan attenuerade varianter av virus anvandas till manniskor som ger langre
skydd och som é&r effektivare &n ett avdddat virus. Detta kan bero pa att det attenuerade viruset
kan replikera i periferin och da ge upphov till ett bra immunsvar (Thoulouze et al., 1997).
Eftersom vaccinet utgors av levande attenuerat virus kommer antigen presenteras pa MHC
precis som vid en riktig infektion och ett T-cellssvar uppnas. Som namnt ovan kommer tva
typer av T-celler utvecklas, cytotoxiska T-celler och T-celler med minne. De cytotoxiska T-
cellerna kommer forsvinna kort efter avslutad eliminering av viruspartiklar for att inte skada de
friska cellerna, medan T-cellerna med minne finns kvar i flera ar (Tizard, 2013). Huruvida
vaccineringen ger skydd mot fler genotyper an genotyp 1 ar oklart och nya vacciner ar under
utveckling, bland annat vacciner baserade pa rabiesvirusets glykoprotein som kan administreras
oralt (Quinn et al., 2011).

Post-vaccinering

Post-vaccinering, ”post exposure prophylaxis” (PEP), innebédr behandling kort efter att
infektion har skett. Detta for att forhindra att rabiesviruset transporteras till CNS (Roy &
Hooper, 2008). Eftersom detta kan variera fran nagra dagar till manader (WHO, 2013), ar det
for sent att vaccinera nar vél infektionen av CNS skett (Roy & Hooper, 2008). Det &r dnnu
viktigare med kort tid till behandling om infektionsvavnaden ar hogt innerverad, till exempel
fingertoppar eller ansikte. Om infektionen skett dar tar transporten till CNS kortare tid och
symtom bryter ut snabbare. Det ar inte heller sakert att PEP fungerar om infektionen skett i
sadana omraden (Hooper et al., 2011).
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PEP bestar av ordentlig sarrengéring genom tvatt med vatten och tval for att sedan rengéra med
70 % alkohol (WHO, 2013). Darefter foljer behandling med rabiesvirus specifika VNA och
aktiv immunisering (Roy et al., 2008; Hooper et al., 1998). Den aktiva immuniseringen antas
ha en viktig verkan for att kunna forhindra att virus nar och replikerar i CNS da det snabbare
nar CNS an rabiesvirusspecifika VNA (Hooper et al., 1998). PEP utfors genom att vid
upprepade tillfallen administrera intramuskulara injektioner med vaccin. Mgjligen kan vaccinet
administreras intradermalt, vilket skulle resultera i lagre doser och lagre kostnader, men denna
metod &r inte utvarderad i praktiska studier (Johnson et al., 2010).

| Sverige bestar human post-vaccinering for ovaccinerade av fem doser, dag 0, 3, 7, 14 och 28,
av Rabies-Imovax. Samtidigt som vaccinet administreras ges dven rabiesimmunoglobulin 20
IU/kg kroppsvikt, om exponeringen for viruset uppskattas som hog risk. Dessa tva injektioner
administreras pa olika stéllen. Skulle personen vara vaccinerad ges enbart tva doser post
infektion, dag 0 och 3. Om individen ar ofullstandigt vaccinerad eller att det gatt mer an fem ar
sedan senaste vaccinationen tas blodprov for att avgdra antikroppsnivaer av vilka behov av
vaccin och antal doser kan bestdammas (FASS, 2014). Dock gors inte dessa antikroppstester
frekvent da det enbart ar standard i vissa situationer som vid exempelvis immunosupprimerade
individer (WHO, 2013).

| USA finns ingen rapportering att PEP misslyckats. Dock finns sadana rapporter fran andra
delar av varlden. En trolig orsak till detta &r att bettet, eller infektionsingangen, ar beldget i ett
hogt innerverat omrade och transporten till CNS gar for snabbt och virus natt CNS innan
behandlingen hinner paborjas (Hooper et al., 2011).

Idag finns inget botemedel mot rabiesinfektion nér sjukdomen vl brutit ut och detta beror
delvis pa satten som rabiesviruset lyckas undvika immunforsvaret. Vaccinering ar saledes det
enda skyddet som samhallet har mot rabies idag och det &r viktigt med fortsatt forskning for att
kunna minska antalet dodsfall i rabies, bade humana dodsfall och antalet djur som dor i rabies.

DISKUSSION

Nar infektion med rabiesvirus sker kanns viruspartiklarna igen pa TLR (Lafon, 2011) vilket ger
IFN svar och uppreglering av STATL, IFN-y, TNF-a IL-6, IL-1pB, T-cells tillvaxtfaktor-B och
TLR (Johnson et al., 2006a). IFN inducerar produktion av antivirala proteiner som Mx1
(Johnson et al., 2006a). Néar IFN finns tillgangligt inducerar TLR3 apoptos av infekterade celler
(Lafon, 2011). Det adaptiva immunférsvaret som utvecklas ger upphov till VNA som har en
inhiberande verkan pa virusets spridning fran periferin till CNS. Dock transporteras VNA med
migrerande B-celler vilka ej har hittats i CNS vid rabiesinfektion (Lafon, 2011).

IFN-y har en viktig funktion i det adaptiva immunforsvaret da det isotypswitchar IgM till IgG,
men vikten av antikroppar vid infektion i CNS &r diskuterad. Istallet anses teorin att IFN och
TNF-a stir for elimineringen av virus frin CNS mer rimlig. IFN-y uppreglerar MHC pa
gliaceller vilket gor att CTL kan avddda viruset (Camelo et al., 2000). Detta kan ténkas vara
negativt i CNS da aven friska celler kan bli dodade av CTL och det ar darfor blod-hjarnbarriaren
vid friskt tillstand halls tatt sluten. En tanke har varit att det &r skadan som immunférsvaret
orsakar pa nervcellerna som ger upphov till neurologiska symptom, men detta &r ej bekréaftat
for rabiesvirus (Phares et al., 2006). T-celler aktiveras av viruset och migrerar men rabiesvirus
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gor att T-cellerna gar i apoptos snart efter migrationen (Lafon, 2011). Sammanfattningsvis ar
det en sjalvklarhet att IFN spelar en viktig roll i immunférsvaret mot rabiesvirus, dock undviker
viruset immunférsvaret pa flera vis, som beskrivs nedan.

Immunforsvarets reaktion pa rabiesvirus ar fordrojt av olika anledningar men det ar ocksa
hammat vilket resulterar i att infektionen &r fatal. Fordrojningar kan bero pa lag infektionsdos
och att viruset maste replikera i CNS for att bli upptackt av immunférsvaret (Johnson et al.,
2010). Immunforsvaret blir hammat pa grund av tatt sluten blod-hjarnbarriar (Chopy et al.,
2011) och inducerande av apoptos av immunforsvarsceller (Baloul et al., 2004; Lafon, 2011).
Dessutom har rabiesvirus en 6verlevnadsstrategi déar det bildar Negrikroppar for att skydda
infekterade neuron fran apoptos (Lafon, 2011). Nyckeln till att 6verleva infektionen verkar vara
att hinna producera ett tillrackligt stort antikroppsvar pa plats vid infektionsstallet innan virus
nar CNS. Nar det val nar CNS ar det svart for B-celler att passera blod-hjarnbarriaren och for
att lyckas med det tror forskare att om blod-hjarnbarriarens permeabilitet kan 6kas, kan intradet
av antikroppar 6ka och darmed skulle infektionen teoretiskt sett kunna elimineras, dock &r detta
annu ej fungerande i praktiken (Roy & Hooper, 2008).

Att viruset alltid ar fatalt ar ett pastaende som kan diskuteras. Vissa forskare (Johnson et al.,
2010) pastar att det kanske inte alltid &r fallet, och studier pa fladdermdss visar pa att de kan
overleva infektionen (Steece et al., 1999). Johnson et al. (2010) foreslar att om individen blir
smittad, men inte blir allvarligt sjuk, kommer denne troligen ej soka vard och kommer darfor
ej bli diagnosticerad med rabies. Vissa personer kanske har en naturlig immunitet och da
kommer inte heller infektionen bryta ut pa dem. En annan tanke kan vara att det kanske finns
symptomldsa barare. Dessa kommer ej heller soka vard och blir da inte heller diagnosticerade.
Dock borde detta upptackas da de troligen skulle sprida smittan vidare och individer i
omgivningen skulle bli sjuka, till exempel om saliv fran smittad individ kommer i kontakt med
sar pa annan individ. Men detta bygger det pa att infekterade individer utsondrar virus dven om
symptom inte finns. Huruvida nagot av dessa alternativ forekommer kraver fler studier for att
klarlagga.

Rekommendationen for manniskor ar att vaccination ska genomforas innan resa till omraden
dar rabies ar frekvent forekommande och om resan innebdr hog kontakt med djur.
Rekommendationen for djur &r att om de ska resa ska de vara rabiesvaccinerade. Viktigast ar
dock att resenarerna blir informerade om riskerna och att de ska undvika kontakt med djur under
utlandsvistelsen (FASS, 2015). Detta borde gélla bade tama som vilda djur da det latt kan ske
en smittspridning mellan dessa. Det finns aven kontrollprogram runt om i varlden for att minska
forekomsten av rabies och dessa bestar av vaccinering i forebyggande syfte. Framfor allt av
hundar, som &ven avlivas, da det ar den storsta smittrisken for manniskor (OIE, 2015). Forskare
har aven funderat pa ett luftburet vaccin for att kunna vaccinera fladdermadss direkt i deras
grottor och da minska spridningen fran dessa. Vaccinering har aven gjorts med vaccin i mat
som lags ut till bland annat révar for att minska spridningen bland dessa (Adedeji et al., 2010).
Denna metod har mojliggjort att sylvatisk rabies har utrotats i stora delar av vastra Europa
(Quinn et al., 2011). Fler studier behdvs for att fa fram ett billigt vaccin som ar latt att
administrera for att minska spridning fran vilda individer. Avlivning gors alltid idag av
infekterade djur.

Rekommendationer finns for laboratoriepersonal, sjukvardspersonal och djurhalsopersonal att
vaccinera sig da det finns risk for smitta och aven sadan smitta som det inte &r sjalvklart nar
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den sker. Detta med tanke pa att det finns en risk att viruset sprids via aerosol och det kan finnas
risk for lackage i laboratorier om nagot skulle gé fel. Aven personer som arbetar i skogslandskap
I U-lander eller personer som vistas dar det & mer an ett dygns resvég till ndrmaste sjukhus
rekommenderas vaccination (FASS, 2015).

| Sverige &r laget just nu gott. Det finns rabiesvaccin att tillga och det ar ingen smitta av klassiskt
rabiesvirus som finns fritt i populationen sedan 1886 (Folkhdlsomyndigheten, 2013).
Smittkallor for fall i Sverige ar darmed importerade djur eller invandrade vilda djur. Mojligtvis
ar detta ett 6kande problem med illegal import av djur fran endemiska omraden.

Postvaccinering ar 100 % effektivt om det administreras i tid och det finns goda riktlinjer och
vaccinationsscheman for hur det ska utforas. Precis som vaccinationsraden (FASS, 2015) sager
ar det viktigt att informera djuragare som tanker importera djur eller resenarer till omraden med
rabies om riskerna att bli smittade och om vikten av snabb vaccinering om bett skulle ske. De
bor vara medvetna om att &ven om djuret ej anses sjukt kan virusutsondring ske 4-5 dagar
(North Dakota Department of Health, 2013) innan symptom uppkommer. Nar symptom
upptrader ar sjukdomen fatal.

Sammanfattningsvis kan det ségas att &ven om det finns mycket kunskap om rabiesvirus krévs
mer forskning. Att kunna bota sjukdomen &dven efter att symptom uppkommit vore ett
genombrott och det skulle leda till att manga fler manniskor och djur far behalla sina liv. Detta
ar dock langt borta och vad fokus bor ligga pa nu ar att ta fram annu effektivare vaccin som gor
att smittan i den fria populationen av djur kan kontrolleras. Information om viruset, dess
smittvagar och reservoarer ar ocksd mycket viktigt. | basta fall kan da viruset utrotas.
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