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Sammanfattning

Bovint respiratoriskt syncytialt virus (BRSV) kan orsaka allvarlig luftvagssjukdom hos nétkreatur
och ar vanligt forekommande i svenska notkreaturshesattningar. Sjukdomsforloppet kan vara sub-
kliniskt, ge milda symptom eller orsaka svér sjukdom med dodlig utgang. En genomgéangen naturlig
infektion verkar skydda mot allvarlig sjukdom, men exakt hur lange en individ &r skyddad och vilken
typ av immunitet som ger skydd har forskare annu inte kartlagt fullstandigt. Det &r dessutom oklart
i vilken utstrackning notkreatur aterinfekteras och om dessa utgér symptomlosa smittbarare med en
viktig roll i virusets epidemiologi.

Syftet med detta examensarbete var att kartlagga antikroppssvar efter naturlig infektion med BRSV,
samt att faststalla exempel pa efter hur lang tid och vid vilken antikroppstiter notkreatur kan bli
aterinfekterade med BRSV. Examensarbetet fokuserade pa att beskriva kinetiken av BRSV-
specifika 1gG1-antikroppstitrar i serum hos nétkreatur under 2—4 ar efter naturlig infektion. Dértill
jamfdrdes titrar av BRSV-specifika 1gG1-antikroppar med virusneutraliserande (VN) antikroppar i
serum samt BRSV-specifika IgG1-antikroppstitrar i mjélk och serum pé individniva. Aterinfek-
tioner beskrevs i en beséttning och individuella BRSV-specifika serum IgG1-antikroppstitrar vid
aterinfektion av enstaka djur faststalldes.

Resultaten indikerade att nétkreatur har serumantikroppar, bade BRSV-specifika IgG1 och VN-
antikroppar, i minst fyra ar efter naturlig infektion av BRSV. En relativt god korrelation mellan
19G1 och VN-antikroppar faststélldes. Antikropparna verkar bidra till skydd mot allvarlig sjukdom,
men inte mot infektion och virusutsondring. Ett visst immunologiskt minne verkar kvarsta i minst
fyra ar, da antikroppstitrarna, saval 1gG1 som VN-antikroppar, blev hogre vid aterinfektion av
BRSV an vid priméarinfektion. Vid primarinfektion var den individuella variationen av antikropps-
titrar stor, men mangden antikroppar verkade inte ha betydelse for antikroppssvarets duration, da
samtliga analyserade prover inneholl antikroppar (IgG1) fyra ar efter infektion.

Mijélkproverna som analyserades visade exempel pa att det aven gick att pavisa IgG1 i outspédd
mjclk i minst fyra ar efter en primarinfektion, men mangden IgG1 kunde inte kvantifieras och sa-
ledes gick det inte visa pa ndgon korrelation mellan 1gG1 i serum och mjolk.

Kunskapen kan bidra till forstdelse om infektionsdynamiken i stora populationer, t.ex. nar besétt-
ningsimmuniteteten avtar efter ett utbrott, vilket kan paverka framtida vaccinationsstrategier.
Sammantaget kan dessa data indikera immunitetens duration och anvéndbarheten for ELISA samt
analys av serum och mjolk for att forutspa skydd pa individniva.

Nyckelord: Bovint respiratoriskt syncytialt virus, immunitet, ELISA, IgG1, virusneutraliserande
antikroppar



Abstract

Bovine Respiratory Syncytial Virus (BRSV) can cause severe airway disease in cattle and is very
common in Swedish cattle farms. The disease can be subclinical, mild or severe with lethal outcome.
Natural disease seems to protect from severe clinical signs upon reinfection. Exactly for how long
an individual is protected and what type of immunity is protective is not completely understood. It
is also unclear to which extent animals become re-infected and if these are asymptomatic carriers,
with an important role in virus epidemiology.

The purpose of this thesis was to quantify and map 1gG antibody responses after a natural infection
with BRSV and give examples of after how long time and at which antibody titre cattle can be re-
infected with BRSV. This thesis focused on describing the kinetics of BRSV-specific serum IgG1-
antibody titres in cattle during 2-4 years after a natural infection. In addition, titres of BRSV-specific
1gG1 antibodies and virus neutralising antibodies (VN-antibodies) in serum were compared. Finally,
BRSV-specific 1gG1 antibodies in milk and serum were compared at the individual level. Re-
infections in a herd and individual BRSV-specific serum IgG1 antibodies before and after re-
infection of a few animals was also described.

The results showed that cattle have serum antibodies, both 1gG1 and VN-antibodies, at least four
years after natural infection with BRSV and that the titres of these antibodies covary fairly well.
These antibodies seem to have contributed to protection against severe disease but did not protect
from being infected and neither from shedding virus. A certain level of specific immunological
memory seems to have persisted, as the antibody titres of both 1gG1 and VVN-antibodies increased
more after re-infection with BRSV compared to after primary infection. After a primary infection
the magnitude of antibody responses varied greatly between different animals, but the level of
antibodies seems to be of less significance for the duration of responses, as all samples analyzed
were positive for antibodies (1IgG1) four years after primary infection.

In this work, some examples have been given, that it is possible to use ELISA to detect IgG1 in
undiluted milk at least four years after a primary infection, but it was not possible to quantify the
1gG1 by sample dilution. Hence, no covariation of IgG1 in serum and milk could be demonstrated.

The knowledge will contribute to the understanding about infection dynamics in large cattle
populations, for example when herd immunity declines after an outbreak, which may influence
future vaccination strategies. Altogether these data indicate the duration of humoral immunity and
the utility of ELISA and milk analysis to predict protection against BRSV on an individual level.

Keywords: Bovine Respiratory Syncytial Virus, Immunity, ELISA, 1gG1, virus neutralizing anti-
bodies
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1. Inledning

Bovint respiratoriskt syncytialt virus (BRSV) kan orsaka allvarlig luftvagssjukdom
hos notkreatur och &r vanligt forekommande i svenska notkreatursbeséttningar.
Infektionen kan vara subklinisk, ge milda symptom eller orsaka svar sjukdom med
dodlig utgang. Utbrott med BRSV verkar ga i vagor i olika geografiska regioner,
troligen delvis pa grund av variation i djurens immunitet pa besattningsniva. Exakt
hur lange en individ ar skyddad och vilken typ av immunitet som ger skydd &r annu
inte fullstandigt klarlagt. Det &r dessutom oklart i vilken utstrackning djur ater-
infekteras och om dessa kan utgdra symptomldsa smittbarare.

Detta examensarbete utgor en del av ett storre forskningsprojekt vid Sveriges
lantbruksuniversitet inom BRSV (Horizon 2020 SAPHIR, SEP-210177400, etiskt
godké&nnande 5.8.18-16188/2017, harefter kallad projekt/et, for att inte blandas ihop
med arbete som hérror detta examensarbete). | projektet har forskare foljt ett antal
notkreatur som infekterades naturligt av BRSV i januari 2016 fram tills att samma
individer blev naturligt aterinfekterade, fyra ar senare. Blodprover och mjolkprover
fran ett trettiotal individer har tagits med tva manaders intervall mellan 2016 och
2018, samt fran ett fatal djur fore, under och efter aterinfektion 2020. Dartill har
seronegativa sentineldjur (fédda efter 2016) provtagits, antingen regelbundet (n=5)
eller sporadiskt (n=24), for att undersoka om BRSV cirkulerade i besattningen.
Syftet med detta examensarbete var att kartlagga antikroppssvar i serum efter
naturlig infektion med BRSV, samt att faststélla efter hur lang tid och vid vilken
antikroppstiter notkreatur kan bli aterinfekterade med BRSV. Kunskapen kan bidra
till forstaelse om infektionsdynamiken i stora populationer, t.ex. nar besattnings-
immuniteteten avtar efter ett utbrott (vilket d&ven beror pa rekryteringsfrekvensen,
d.v.s. hur manga immuna djur som slaktats ut och som ersatts med naiva djur).
Arbetet kan aven bidra med kunskap om vilka djurkategorier (t.ex. aldersgrupp eller
immunstatus) som kan behdéva vaccineras och nar (i forhallande till utbrott) for att
kunna kontrollera smittspridning i framtiden.

Examensarbetet fokuserar pa att beskriva kinetiken av BRSV-specifika 1gG1-
antikroppstitrar i serum hos notkreatur under 2—4 ar efter naturlig infektion. Dartill
jamfors titrar av BRSV-specifika IgG1-antikroppar med virusneutraliserande anti-
kroppar (VN) i serum (befintliga data av samma serumprover framtagna av forskare
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i projektet), samt BRSV-specifika IgG-antikroppstitrar i mjolk och serum pa
individniva. Aterinfektioner beskrivs i en beséttning och individuella BRSV-speci-
fika serum IgG-antikroppstitrar vid aterinfektion av enstaka djur faststélls. Sam-
mantaget kan dessa data indikera immunitetens duration och anvéndbarheten for
ELISA samt analys av mjolk for att forutspa skydd pa individniva.
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2. Litteraturoversikt

2.1. Bovint respiratoriskt syncytialt virus

2.1.1. Betydelse

BRSV orsakar respiratorisk sjukdom hos nétkreatur. Infektionen kan vara sub-
klinisk, presenteras med milda eller allvarliga symtom med dédlig utgang (van der
Poel et al. 1994). Det skapar givetvis ett stort lidande for djur som drabbas men
aven en stor kostnad for lantbrukaren. | ett svenskt examensarbete fran 2018
estimerades kostnaden for ett milt utbrott till 130 kr/djur vilket skulle motsvara
65.000 kr for en gard med 500 individer (Lefverman 2018). | det examensarbetet
kom man fram till att de storsta kostnaderna var forlust av mjolk (32,5 %) och
dodsfall (29 %). Vid det utbrottet var mortaliteten Iag, bara 0,37 %. Rapporter finns
som tyder pa att dédligheten kan bli sa hdg som 20 % i enstaka fall (Uttenthal et al.
2000; Valarcher & Taylor 2007).

2.1.2. Egenskaper och slakte

Bovint respiratoriskt syncytialt virus isolerades forsta gdngen 1970 och redan da
ansag forskarna att viruset hade likheter med det humana RS-viruset (Paccaud &
Jacquer 1970). BRSV ingar tillsammans med humant respiratoriskt syncytialt
(HRSV) virus i genus Orthopneumovirus, i familjen Pneumoviridae (Amarasinghe
et al. 2017). Viruset ar omgivet av ett lipidholje som innehaller ett negativt enkel-
strangat RNA-genom, som kodar for 11 proteiner (Valarcher & Taylor 2007).
Negativa enkelstrangade RNA-virus kallas dven mononegavirales och ar alltid
uppbyggda enligt en liknande genomprincip (Quinn et al 2011). | en reviewartikel
(Valarcher & Taylor 2007) géllande virusets patogenicitet och immunologi beskri-
ver forfattarna att viruset forvisso ar cytopatogent, men att in vitro-studier visar att
den cytopatogena effekten ar lag i cilierat epitel, varfor forskare tror att véarddjurets
immunsvar bidrar till patogenesen. Virusets genom &r stabilt. | studier som gjorts
har forskare inte hittat mer &n ca 15 % variation i genomet mellan stammar och det
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har foreslagits att anvdndande av vacciner har drivit denna forandring (Valentova
et al. 2005; Valarcher & Taylor 2007).

En annan reviewartikel (Bueno et al. 2008) beskriver att humant respiratoriskt
syncytialt virus (HRSV) ocksa orsakar luftvagssjukdom, framfor allt hos barn. Det
ar den vanligaste orsaken till viral bronkioloit och lunginflammation bland barn i
varlden. Cirka 70 % av varldens barn har infekterats innan ett ars alder och 100 %
innan tva ars alder. Forskning har dven visat att barn som drabbas i ung alder har
Okad sannolikhet att utveckla astma och allergier.

BRSV och HRSV dr lika i sin struktur, den sjukdom de orsakar, patogenicitet och
immunitet (van der Poel et al. 1993). Darfor har forskare inom humanmedicin och
veterinarmedicin kunnat dra nytta av studier fran varandras forskning pa respektive
virus.

2.1.3. Epidemiologi

Bovint respiratoriskt syncytialt virus finns i storre delen av varlden. Seropreva-
lensen &r 30-70 % (Valarcher & Taylor 2007). | Sverige skiljer sig prevalensen
mellan olika regioner. | studier pa 1980-talet varierade prevalensen mellan 41 % i
norr och 89 %, i soder (Elander 1996). | 6stra Mellansverige detekterades BRSV-
antikroppar i tankmjélk hos 78,5 % av gardarna ar 2006 (Ohlsons et al. 2010) och
i en studie i Danmark pavisade man antikroppar i tankmjolk hos 54 % av undersokta
gardar ar 2000 (Uttenthal et al. 2000). Hur ofta djuren drabbas &r svart att saga for
att seroprevalensen ar sa hég och det har hittills varit oklart hur lange antikropparna
kvarstar. Dock finns det en korrelation till populationstatheten och besattnings-
storlek i omradet (van der Poel et al. 1994; Valarcher & Taylor 2007).

Smittan sprids via bade direkt och indirekt vag via aerosoler fran sekret (Valarcher
& Taylor 2007). Studier visar att RS-viruset kan éverleva upp till 6 timmar utanfor
sin vard (Hall et al. 1980) och kan saledes smitta aven indirekt. Utbrott sker framst
under vinterhalvaret (van der Poel et al. 1993), men hur viruset kommer till en gard
ar inte helt kartlagt. Data fran en longitudinell studie (van der Poel et al. 1993) i
Nederlanderna dar forskare foljde sex gardar éver ett ars tid indikerade att viruset
kan finnas endemiskt pa garden och blossa upp med jamna mellanrum. Gardarna
befann sig langt ifran varandra och kopte inte in nagra andra notkreatur, men anda
drabbades alla gardarna under vinterhalvaret. Forskare misstankte att det kunde
finnas persistent infekterade djur som kunde sprida smitta, &ven om virusutséndring
inte kunde provoceras fram genom immunosuppression av tidigare smittade djur
(Kimman et al. 1987a; van der Poel et al. 1993). | en studie fran 2001 kunde man
in vitro visa att viruset kan overleva och vara smittsamt upp till 6 manader efter
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infektion (Valarcher et al. 2001). | studien av van der Poel et al. (1993) placerade
forskare dven ut BRSV-negativa satelitkor under sommaren, for att ta dem tillbaka
till sina ordinarie gardar infor vintern, och ingen av satelitkorna hade smittats under
sommaren. Studien antydde att inte heller sattet korna halls pa har betydelse for
smittan. En av gardarna hade sina kor inomhus dven under sommarhalvaret och inte
heller dar smittades satelitkorna, utan det maste vara andra faktorer som far smittan
att blossa upp. Alternativt introduceras ny smitta i sadana besattningar varje vinter,
t.ex. med manniskor eller andra passiva vektorer som fardas mellan gardar.

| omraden dar viruset ar endemiskt ar det framst kalvar som utvecklar allvarlig sjuk-
dom (van der Poel et al. 1994). Maternella antikroppar ger ett visst skydd men inte
fullgott sddant (Kimman et al. 1987a). Aldre djur har dels ett mer utvecklat forvar-
vat immunforsvar och har med stor sannolikhet drabbats av viruset tidigare i livet
(van der Poel et al. 1994). De vuxna djuren i endemiska omraden far sallan symtom
eller milda sadana. Dock kan de drabbas hart om de stoter pa det forsta gangen i
vuxen alder.

Liknande problematik kan ses nu, hosten 2021, vad galler RS-viruset pa human-
sidan. En kraftig topp av antal registrerade fall har uppmarksammats stort i vanlig
medial och av myndigheterna. P& Folkhilsomyndighetens hemsida kan man lasa
att den senaste toppen av antalet rapporterade respiratoriskt syncytialt virus (RSV)-
fall var 2018-2019 och att antalet RSV-fall var lagt under perioden med Covid-
pandemin 2020 da manniskor reducerat sina kontakter. Toppen av antal registrerade
fall som nu (hosten 2021) ses beror pa att populationsimmuniteten nu ar lagre an
vanligt och att samhéllet har éppnat upp igen efter covidpandemins restriktioner
menar Folkhdlsomyndigheten. Under pandemin var manniskor isolerade i hégre
grad och RSV kunde inte spridas i samma utstrackning som tidigare. Nu traffas vi
igen i grupper med frammande manniskor, t.ex. pa dagis och forskola och dar har
de yngsta barnen inte drabbats av RSV. Den stora mangden yngre barn (0-5ar) som
saknar immunitet gor att viruset kan cirkulera snabbt och manga barn drabbas
samtidigt, vilket leder till att utbrottet blir bade extra stor och kommer tidigare &n
foregaende ar. Det i sin tur leder till en enorm belastning pé sjukvarden och manga
unga som drabbas. Barn under 6 manader &ar extra kansliga for infektionen
(Folkhéalsomyndigheten 2021). | normala fall har uppemot 100% av barnen stott pa
viruset redan vid 2 ars alder (Bueno et al. 2008), men i ar utgor barn under 5 ar en
ny stor riskgrupp (Folkhalsomyndigheten 2021).

L Under hosten 2021 har RSV fatt mycket mediautrymme, om &n inte varje dag, sa flertalet ganger i veckan
uppmarksammas RSV i tidningar, pa Radio och pd TV. Den som &r intresserad kan enkelt géra en sokning pa
internet. Ett ex. fran aftonbladet, fér att namna nagon (TT 2021).
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2.1.4. Kliniska symptom

| 6versiktsartiklar om det bovina viruset beskrivs sjukdomsférloppet hos notkreatur
(Valarcher, 2007, Gerswin, 2012). Viruset orsakar ovre eller bade évre och nedre
luftvagsinfektion och symptomen startar efter en inkubationstid pa tva till fem
dagar. En 6vre luftvagsinfektion ger forst seromukdst nas- och tarflode och senare
mukopurulent n&sflode och hosta. Vid infektion av nedre luftvdgarna ses feber,
nedsatt allmantillstand, anorexi, nedsatt mjélkproduktion och 6kad andningsfrek-
vens till foljd av bronkopneumoni eller bronkiolit. Djur kan andas med 6ppen mun,
ha strackt nacke med tungan hangande och saliv som rinner och sténa vid utand-
ning. Djuren kan fa varierande grad av lungédem och luftrérspluggar. Vid auskul-
tation gar ibland att hora sprakande och vésande (eng. crackles and wheezles) och
nagra djur far subkutana emfysem som kan palperas. Viruset kan pa egen hand
orsaka sjukdom eller tillsammans med andra virus och bakterier, och da talas det
om ett bovint respiratoriskt sjukdomskomplex (eng. bovine repiratory diease
complex) (Gershwin 2012).

2.2. Immunitet — en introduktion

Kapitlet om immunitet inleds med en introduktion i grundldggande principer och
processer om hur immunforsvaret ar uppdelat och borde fungera (kap 2.2)%
Undersokningen i det har examensarbetet ar kopplat till det forvarvade immun-
forsvaret, varfor dven storsta fokus i litteraturgversikten nedan &ven kommer beréra
det forvarvade immunforsvaret till storsta del. Dock, for att forsta BRSV:s pato-
genes och immunitet &r det motiverat att forklara grundldggande koncept for hur
immunforsvaret fungerar generellt, och da aven belysa nagra viktiga punkter vad
géller det medfédda immunfdrsvaret. Forskning visar hur BRSV har utvecklat
strategier for att undga de vanligaste vagarna virus brukar elimineras av immun-
forsvaret och for dessa strategier redogors i kapitlen 2.3 och 2.4. Det finns sjalvklart
fler celler och processer som ingar i immunforsvaret &n de som tas upp i denna
examensuppsats. De koncept och processer som jag valt att redogora for ar de delar
som har relevans for dels forstaelse av BRSV:s patogenes och immunologi, dels dar
det dessutom finns relevanta studier knutna till detta examensarbete. Jag har &ven
valt att forlagga introduktionen i grundldggande principer for immunforsvaret innan
kapitlet om patogenesen for BRSV, da forskare menar att det &r vérdens egna
immunsvar som till stora delar star for dess patogenes. Litteraturen till introduk-
tionen baseras framst pa den kurslitteratur som &r rekommenderad inom immuno-
logikurser for veterindrstudenter vid SLU. Bakgrundsinformation for ¢kad for-

2 Den lasare som r val bevandrad i immunologins grunder kan hoppa dver kapitel 2.2.
16



staelse av vissa processer ar hamtade fran olika reviewartiklar, medan litteratur
gallande patogenes och immunitet for BRSV baseras framst pa aktuell forskning,
forskningsartiklar.

2.2.1. Medfodd och forvarvad immunitet

Om en patogen tar sig igenom de fysiska barriarerna (hud, slemhinna, etc.), akti-
veras det medfodda immunforsvaret® som bl.a. bestdr av komplementsystemet,
neutrofiler, eosinofiler, basofiler, NK (natural killer) celler och moncyter som kan
differentiera till makrofager (Valentova et al. 2005; Tizard 2013). Det aktiveras pa
bara nagra minuter. Neutrofiler och makrofager kan fagocytera patogener och
infekterade celler. Det medfédda immunforsvaret kan forstarkas av minnesceller
fran det forvarvade immunforsvaret, men har i sig sjalvt inget minne och &r inte
specifikt. Det angriper inkréaktare pa ett liknande satt varje gang. Processen ger
upphov till smérta och inflammation t.ex. genom utsondring av prostaglandiner,
leukotriener och pro-inflammatoriska och inflammatoriska cytokiner som ger
upphov till sjukdom, sjukdomskénsla, som t.ex. feber, trotthet och anorexi.

En viktig proinflammatorisk cytokin ar Tumor Necrosis Factor (TNF) - a som
driver inflammation och framkallar sjukdomssymptom (Tizard, 2013). Andra
exempel pa centrala cytokiner ar Interleukin (IL) -1, IL-6 och IL-8. Interleukin-1
inducerar bl.a. feber, paverkar blodflode, och hjalper T-celler att bilda cytokiner.
Interleukin-6 driver bl.a. inflammation och paverkar B-celler och T-celler. Inter-
leukin-8 ar ett kemokin som, jamte t.ex. leukotrien, rekryterar celler som monocyter
och neutrofiler.

Sentinellceller, sdsom makrofager och dendritiska celler, m.fl., cirkulerar i blodet
och finns i vavnader och aktiveras nar de moter inkraktare (Tizard, 2013). Pa
cellerna finns Pattern-Recognition Receptorer, PRR, déar den viktigaste ar Toll-like
receptor (TLR). Det finns 10-12 olika sorters TLR:s i ddggdjur. Dessa &r specia-
liserade att kdnna igen olika typer av patogener: bakterier, svamp, virus. Molekyler
och nukleinsyror av dessa patogener kallas for pathogene-associated molecular
patterns, PAMP:s. Om dessa binder till TLR pa sentinellcellen borjar dessa
producera olika cytokiner. Dendritiska celler, makrofager och B-celler ar dven sa
kallade antigenpresenterande celler (APC). De tar med sig det processade antigenet
till lymfknutorna och presenterar detta for naiva T-celler sa att det forvarvande
immunforsvaret aktiveras.

NF-kB och IRF &r tva transkriptionsfaktorer, som nar de aktiveras ska trigga igang

3 Aven kallat ospecifika immunforsvaret i en del litteratur
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det medfodda immunforsvaret genom att inducera cytokiner och annan antiviral
aktivitet, inklusive interferoner, TNF-o och IL-1 (Fatoumatta, 2020).

Manga patogener har hittat strategier att kringga det medfédda immunférsvaret
(Tizard, 2013). Hur BRSV gor detta beskrivs i kapitel 2.3 och 2.4 (patogenes och
immunitet).

Kroppen aktiverar dock aven det adaptiva, forvarvade immunforsvaret* som delas
in i B-lymfocyter (B-celler) och T-lymfocyter (T-celler). B-lymfocyterna star for
det humorala, eller antikroppsmedierade immunfdrsvaret (AMI). T-lymfocyterna
tillhor det cellmedierade immunfdérsvaret (CMI). | det forvéarvade systemet skapas
minnesceller som vid ett ndsta méte med smittdmnet aktiveras och expanderar
mycket snabbt. Medan det vid en s.k. primarinfektion (en forsta infektion) kan ta
flera dagar och upp till veckor innan forsvaret ar utvecklat, kan smittdmnet bekam-
pas betydligt snabbare och mer effektfullt vid aterinfektion.

2.2.2. B-lymfocyter och antikroppsmedierad immunitet

Det antikroppsmedierade, eller humorala, immunférsvaret utgérs av B-celler
(Tizard, 2013). Dessa cirkulerar i kroppen och kan aktiveras och utvecklas till
plasmaceller som bildar antikroppar. Antikropparna i sig kan fésta till mikrober och
hindra dessa fran att fa faste och forokas (t.ex. virusneutraliserande antikroppar).
Antikropparna kan dven verka opsonierande, det vill séga marka inkréktare sa att
neutrofiler och makrofager kanner igen dem och kan fagocytera dem. Antikroppar
kan &ven aktivera komplementssystemet.

B-celler kan, nar de kdnner igen antigen (ett smittdmne) med sina receptorer, alltid
bilda IgM-antikroppar (Tizard, 2013). For att bilda andra antikroppar, 1gA, 1gG och
IgE, behover de aktiveras genom att fa en signal av en T-cell genom produktion av
specifika cytokiner. Nar en B-cell blivit aktiverad av ett antigen delar den sig med
samma eller béttre specificitet mot detta antigen och deltar i ett effektivt skydd. Nar
B-cellen bundit till ett antigen kan den aktiveras till en sa kallad effektorcell som
kan differentiera till en plasmacell som bar pa massa antikroppar som den kan
sldppa ut vid aktivering. Andra B-celler bildar i stéllet minnesceller, vilka sedan
finns kvar i kroppen som specifika antigen-B-celler mot just det antigenet. Om
kroppen stoter pa samma antigen, svarar immunsvaret snabbt och effektivt. Dess-
utom muterar B-cellerna och blir mer effektiva mot sitt antigen, de genomgar en
affinitetsmognad.

4 Aven kallat specifika immunférsvaret, eller forvarvade i en del litteratur.
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Exakt hur det immunologiska minnet fungerar i kroppen kan forskarna annu inte
fullt forsta eller forklara (Hammarlund et al., 2017). Antikroppar har olika lang
halveringstid (se kap 2.2.3). Aven IgG som har relativt 1ang halveringstid forsvinner
relativt snabbt ur systemet (Tizard 2013), men kroppen verkar &nda har formaga att
mobilisera ett antigen-specifikt antikroppssvar som kan vara bestaende i manga ar
(Hammarlund et al., 2017). | sin forskning visar dessa forskare att det finns
langlivade plasmaceller som uppratthaller antikroppsnivaerna och som kan 6ver-
leva manga ar, upp till tio, nar det inte langre finns nagra B-minnesceller kvar.
Aven Benson et al. (2009) har studerat hur B cellsminnet uppratthalls och kom i sin
forskning fram till att minnet kan uppratthllas vid narvaro narbeslaktade (eng.
cognate) antigen, och de forkastar dven teorin som man trott tidigare att det var
”stodjande” (eng. bystander) inflammatoriska signaler som drev B-minnesceller.

Beroende pd om B-cellen blir aktiverad av en T-cell eller inte, och vilka cytokiner
som produceras, kan IgM-antikroppen bytas ut (Class Switch Recombination) mot
andra isotyper och subklasser (Estes & Brown 2002:1; Tizard 2013). For att bilda
antikroppar behéver B-cellen bli aktiverad av en T-cell. En B-cell kan alltsa switcha
klass fran IgM till andra klasser (Estes 2010). Exakt vilka cytokiner och faktorer
som paverkar antikroppsbytet varierar fran art till art och det &r inte helt kartlagt for
varje art. Man vet t.ex. att TGF[} generellt dr en viktig faktor for ett byte till isotyp
IgA, men hos notkreatur har forskare t.ex. hittat att en annan faktor, IgA-inducing
protein (IGIP), spelar en viktig roll for att B-celler ska bilda IgA (Austin et al.
2003).

2.2.3. Isotyper, subklasser och virusneutraliserande antikroppar

Antikroppar delas in i fem klasser, dven kallade isotyper. Sedan finns det dven
subklasser av dessa isotyper (Tizard 2013). I det hér kapitlet redovisas en kort
beskrivning av de fem olika klasserna, deras funktion och halveringstid, samt vilken
betydelse subklasser och virusneutralisernade antikroppar har.

IgM — bildas snabbt men har ocksa kort halveringstid och férsvinner snabbt fran
blodet (Tizard 2013). IgM kan kroppen alltid bildas, men for att byta klass och bilda
andra antikroppar behtdver B-cellen aktiveras av T-celler samt att vissa andra
cytokiner och faktorer inverkar i klassbytet och funktionalitet (Estes 2010; Tizard
2013). Dessutom aktiverar IgM komplementsystemet. En del notkreatur har valdigt
stora IgM, men det dr &nnu inte kartlagt exakt vilken betydelse det har (Tizard
2013).

IgG —har relativt lang halveringstid och finns i hoga halter i plasma. Det gar att
mata IgG en lang tid efter en infektion. 1gG ar dven bra pa att aktivera komplement-
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systemet. IgG ar en liten molekyl och kan latt ta sig ut fran blodet genom karlvaggen
och blir en viktig antikropp vid en inflammation (Tizard 2013).

IgA —har kort halveringstid, men lite langre &n IgM och finns i l1aga halter i plasma.
De finns mestadels pa slemhinnor och &r viktigt forsvar i mag-tarmkanalen och
luftvagarna och aktiverar inte komplementsystemet (Tizard 2013). IgA utgor en del
av kroppens forsta forsvar i mag-tarmslemhinnan och star for 70-90 % av alla
immunoglobuliner i Gut-Associated-Lymph-Tissue (GALT). IgA fungerar mest
agglutinerande och neutraliserande av bakterier, virus och gifter (Austin et al.
2003).

IgE — har kort halveringstid och forsvinner snabbt fran kroppen. De aktiverar framst
mastceller och drar tills sig eosinofiler och ingar i allergiska reaktioner. De orsakar
en lokal akut inflammation och ar viktiga mot bekdmpning av parasitangrepp
(Tizard 2013).

IgD finns &ven men forskarna ar &nnu osakra om dess betydelse (Tizard 2013).

Isotyperna delas dven in i olika subklasser som har uppstatt langs evolutionens gang
(Tizard 2013). De har kommit till genom genduplicering och mutationer. Dessa
subklasser kan sedan ha olika egenskaper som gor att de ar olika effektiva i
bekampandet mot en infektion. Det antal subklasser ett daggdjur har skiljer sig fran
art till art, men aven fordelningen av isotyper och subklasser kan skilja sig fran
individ till individ. Till exempel har notkreatur tre subtyper av 1gG: IgG1, 19G2 och
1gG3. 1gG1 kan t.ex. agglutinera antigenpartiklar, medan 1gG2 inte kan gora det
(Tizard 2013). Tizard (2013) skriver att ndtkreatur har ca 50 % IgG1 och fordel-
ningen mellan de 6vriga tva varierar fran individ till individ och &r genetiskt
betingat. Andra forfattare menar dock att regleringen & mer komplex och multi-
faktoriell, och att de flesta stegen annu inte kartlagda (Estes & Brown 2002). Det
finns dessutom skillnader mellan hur nétkreatur bildar sina isotyper och subklasser
jamfort med t.ex. musmodeller. Till exempel har in vitro-studier visat att beroende
pa vilka cytokiner som produceras och vilket svar, Th-1 eller Th-2 (se kap 2.2.4 for
Th-1 resp. Th-2 svar), som uppnas, bildas det mer av t.ex. IgG1 respektive 1gG2.
Vid mer produktion av bovint IL-4 far nétkreaturet mer IgG1 och IgE, medan det
vid produktion av bovint INF- y bildas mer IgG2. Vilka cytokiner som bildas beror
pa vilket typ av patogen som ger upphov till immunsvaret samt om vi far ett Th-1
eller Th-2 svar.

Vissa antikroppar fungerar virusneutraliserande medan andra inte kan neutralisera
virus (Payne 2017), utan bara fasta vid viruset, men dessa fungerar bra i serologiska

tester, sa att man kan pavisa om en individ stott pa ett visst virus (Tizard 2013). De
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virusneutralisernade antikropparna binder till viruset pa ett sadant satt att de
blockerar infektion. Viktiga bindningsstallen finns pa virusprotein som faster till
celler (eng. attachment protein), sa att virus vid neutralisering inte kan fasta vid
cellen. Antikropparna kan &ven blockera vissa receptorer eller hindra viruset fran
att frigéra (eng. uncoat) sitt genom och darmed inte kunna replikera. Manga virus
har dven utvecklat strategier for att undvika de virusneutraliserande antikropparna
(Payne 2017).

Vid analys med hjélp av t.ex. ELISA (se 3.2 metod), kan man méata mangden
antikroppar (i titrar), men man kan inte skilja mellan virusneutraliserande och icke
virusneutraliserande antikroppar. | detta examensarbete &r testkittet framtaget for
att méta IlgG1. Metoden &r standardiserad och relativt enkel att utfora i lab. For att
maéta de virusneutraliserande antikropparna krdvs mer avancerade metoder (se kap
2.2 metod om virusneutraliserande antikroppar).

2.2.4. T-lymfocyter och cellmedierad immunitet

Det cellmedierade immunforsvaret (CMI) utgors av T-celler (Tizard 2013). Det
finns olika T-celler med olika funktion: T-hjalparceller (Th) och cytotoxiska T-
celler (CTL) och yo T-celler, en form av regulatorisk T-cell (&r de som tas upp i
denna examensuppsats) (Guzman 2014). Cytotoxiska T-celler & programmerade
att doda alla celler som uttrycker frammande antigen pa sitt eget Major Histo-
compability complex I, (MHC I) (Tizard 2013). T-hjalparceller celler behtver forst
aktivera CTL genom att producera vissa cytokiner. Beroende pa vilka cytokiner Th-
cellerna producerar aktiveras CTL eller inte.

T-celler har olika receptorer, bland annat T-cell receptors (TCR) som cellerna
behover for att kédnna igen olika antigen (Tizard 2013). De har dven transport- och
regulatoriska receptorer som binder histaminer, antikroppar, komplement och
cytokiner. Dessutom har de sa kallade hjalpreceptorer, dar CTL alltid har CD8-
receptorer och Th alltid CD4-receptorer. Th &r alltid CD4+ och kan bli Th-1, Th-2,
Th-17 eller T-regulatoriska samt minnesceller, vilket avgors av vilka typer av
cytokiner som produceras nar de far antigen presenterat. Samma sak galler for CTL.
En T-cell kan sedan bli en CTL eller T-minnescell. Precis som for B-minnesceller
ska T-minnesceller fungera snabbare och effektivare om dessa stoter pa samma
antigen senare. Nyligen har forskare upptdckt att yo T-celler &r viktiga hos
notkreatur som regulatoriska celler (Guzman et al. 2014). De uttrycker en y3-TCR
och utgor 15-60 % av lymfocyterna hos not, jamfort med <5 % hos ménniska och
mus. De utsondrar hela tiden 1L-10 och prolifererar som svar till IL-10, TGFp och
I kontakt med APC. Dessa celler kan sedan inhibera antigenspecifik och icke
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specifik prolieferation av CD4+ och CD8+ T-celler, har man sett in vitro. In vivo
har man kunnat konstatera att de djur som utarmats pa CD8+ hade svart att bli av
med viruset pa 10 dagar (Thomas et al. 1996).

En naiv Th cell, ThO, kan bli en Th-1 cell eller Th-2 cell (Tizard 2013). Om APC:n
producerar mer pro-inflammatoriska cytokiner som IL-1, IL-6, TNFa utvecklas
ThO till en Th-2, vilket i sin tur driver immunsvaret till att bli antikroppsmedierat,
det vill sdga det framjar ett immunologiskt svar med mer antikroppar och inflam-
mation och det & mer vanligt vid bakteriella infektioner. Om cytokinerna i stallet
ar av slaget interferoner, IFN o/p och IL-12, blir ThO en Th-1, som i stéllet framjar
ett cellmedierat immunsvar av CTL, vilket & mer vanligt vid virusinfektioner.
Vilka cytokiner APC producerar beror pa vilken PAMP:ar som bundit till PRR.

Th-1 bildar sedan INF- y som i sin tur aktiverar CTL, men dven makrofager, vilket
saldes framjar cellmedierad immunitet (Tizard 2013). Det finns &ven andra viktiga
cytokiner som bildas som antingen driver ett Thl-svar eller Th-2 svar. T-hjélpar-
celler utgor alltsa viktigt i funktionen om det adaptiva immunsvaret ska vara av
slaget antikroppsmedierat eller cellmedierat.

Notkreatur verkar dock skilja sig lite fran den generella bilden om hur ett lymfo-
cytsvar kan bli antingen Th-1 eller Th-2 (Estes & Brown 2002). Néar forskare har
studerat andra infektioner har man sett att Th-svaret, vid t.ex. F. hepatica-infektion,
inte blev som man forvantat sig. De sag att Th-2 svaret blir mindre. | stallet har man
sett att ThO producerar IL-4 och IL-13, som i sin tur driver ett IgG1-svar. Samtidigt
var INF- y och IgG2 nivaerna laga. Poangen forfattarna vill gora &r att de klassiska
beskrivningarna vad som driver ett Th-1-svar respektive Th-2 svar och dven vilka
isotyper och subklasser som bildas vid AMI skiljer sig mellan arter och att det
fortfarande finns stora luckor i kunskapen.

2.2.5. Komplementsystemet

Komplementsystemet kan utgéra en del av bade det medfodda och forvarvade
immunfdrsvaret (Tizard, 2013). Dess funktion &r bland annat att verka opsonise-
rande, signalera inflammation, stada upp bland skadade och paverkade celler.
Komplementsystemet aktiveras antingen via PAMP:s eller genom antigen-bundna
antikroppar. Aktiveringen kan ske pa tre satt, lektinvagen (lektin binder mannos pa
smittdmnen), alternativa véagen (direkt aktivering via smittdmne eller skadad vév-
nad) och den klassiska, vilken involverar antikroppar och utgér da en del i det for-
véarvade immunforsvaret. De tva forstnamnda vagarna ingar daremot i det med-
fodda immunforsvaret. Det finns flera olika komplementkomponenter, men den
viktigaste av dem ar C3, som nar den aktiveras binder till mikrobens yta och méarker
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den for destruktion av immunceller. Férdelen med komplementsystemet &r att det
aktiveras snabbt och &r potent. En konsekvens vid aktivering av komplement-
systemet dr att vissa proinflammatoriska cytokiner bildas, TNFa, IL-1B och IL-6.
Nagra komponenter i komplementsystemet utgor dven kemokiner som attraherar
neutrofiler. Med andra ord bidrar komplementsystemet till mer inflammation och
kan leda till att inflammationen, sjukdomen, forvarras.

2.3. Patogenes BRSV

Forskare argumenterar for att RSV:s patogenicitet framst ar sammankopplat till
individens egna immunsvar pa infektionen och inte virusets cytopatogenicitet per
se (van der Poel et al. 1994; Valarcher & Taylor 2007 m.fl.). Darfér blir patogene-
sen och immunologi vid en RSV-infektion nira sammankopplade, de gar in i
varandra. Gerswin (2012) anvander sig av begreppet immunopatogenes.

Valarcher och Taylor (2007) sammanfattar stora delar av patogenesen for BRSV i
sin reviewartikel. Replikation av viruset sker i cilierat epitel i respirationsorganen.
Virusets olika proteiner star for olika delar i patogenesen. Det ar framst, F-proteinet,
G-proteinet, SH-proteinet och NS1 och NS2-proteinerna som bidrar till virusets
formaga att skydda sig fran vardens immunforsvar och bidrar till patogenesen. I in
vitro-studier som gjorts konstateras att viruset &r cytopatogent, samtidigt har
forskare sett lite effekt av det cytopatogena. Det &r delvis darfor forskare tror att
patogenesen beror pa vardens egna immunsvar pa viruset i stallet for virusets cyto-
patogena egenskaper. Viruset replikerar i cilierat respirationsepitel och typ I och 11
pneumocyter, dar typ | gar i nekros medan typ Il blir hyperplastiska, hypertrofiska
och star for bildandet av syncytier (Bryson et al 1991). Neutrofiler finns narvarande
men viruset replikerar varken i neutrofiler eller makrofager.

Virusets F-protein verkar stimulera TRL4, i likhet med lipopolysackarider (LPS),
som i sin tur stimulerar det medfédda immunfdrsvaret (Valarcher & Taylor 2007;
Gershwin 2012). BRSV leder saledes till att pro-inflammatoriska kemokiner och
cytokiner, sasom IL-1, IL6, IL-8 och TNFa, som &r associerade med det medfodda
immunférsvaret. Dessa rekryterar neutrofiler, makrofager och lymfocyter som
delvis bidrar till sjukdom. Darmed startar infektionen med kliniska tecken
associerade med det medfédda immunforsvaret.

F-proteinet framsta uppgift ar att binda viruset till cellen sa att dessa fusionerar
(Gershwin 2012). Samma protein far aven friska och infekterade celler att smalta
samman och bilda jatteceller, syncytier (dédrav namnet) i vilka viruset latt kan
forflytta sig.
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Nar F-proteinet klyvs, vilket det maste for att binda till cellerna och bilda syncytier,
frislapps virokinin, som forskare tror bidrar till bronkokonstriktion in vivo
(Valarcher & Taylor 2007). In vitro har man sett hur det orsakar kontraktioner av
glatt muskulatur. Forskarna vet inte exakt virokininets funktion, men studier visar
att halten virokinin &r positivt korrelerad till férekomsten av eosinofiler. Eosinofiler
och neutrofiler, och &ven andra celler, producerar extracelluldra nét (eng. “extra-
cellular traps™), som tillsammans med slem och dbdda celler formar luftrorspluggar.
I naten finns ocksa toxiska proteiner som kan forstora lungvavnad. Det har visat sig
att F-proteinet i sig kan aktivera frisattningen av dessa nét (Cortjens et al. 2016).

In vitro har man &ven sett att lymfocyter som varit i kontakt med F-proteinet ger
mindre lymfocytproliferation, exakt hur &r inte kartlagt (Schlender et al 2002). Men
det i sin tur skulle leda till minskad effekt av de CD8+ CTL och farre minnesceller.

G-proteinet har flera roller i patogenesen (Valarcher & Taylor 2007). Det far
virionet att fastna pa sjalva cellytan och forskare tror att utséndrat G-protein inter-
agerar med de neutraliserande antikropparna sa de inte finns i tillracklig mangd for
att neutralisera viruset. G-proteinet verkar &ven vara viktigt nar det kommer till att
skapa nedre luftvdgssymptom genom att binda till surfaktantproteiner som gor att
viruset undkommer surfaktantets skyddande inverkan. G-proteinet verkar &ven vara
involverat i att trycka tillbaka det anti-virala T-cellssvaret, men exakt hur meka-
nismen fungerar &r &nnu inte helt kartlagd.

G-proteinet ar delaktigt i att inhibera NF-kB, men exakt hur vet inte forskarna
(Valarcher & Taylor 2007). Néar forskare har studerat HRSV har de sett att NF-kB
leder en induktion av olika inflammatoriska kemokiner och cytokiner, vilka
resulterar i aktivering av det medfédda immunfoérsvaret. Det leder till inflammation
och rekrytering av neutrofiler, makrofager och lymfocyter (Valarcher & Taylor
2007) | en ny studie (Fatoumatta et al. 2020) har forskarna visat hur viruset skapar
sa vad de kallar “’virala inklusionskroppar” (forfattarna medger att nomenklaturen
inte ar korrekt i dess ratta bemaérkelse) i vilka dels replikationen sker, och dels
proteinet p65 lases in. Detta protein (en bestandsdel av NF-kB) signalerar i normala
fall till k&rnan att cellen ar infekterad. Genom att skapa inklusionskroppar kan
viruset undga det medfédda immunforsvaret och fortsétta leva inne i cellen.

NS-1 och NS-2 &r delaktiga i resistens mot typ | interferoner men kan ocksa
blockera typ | interferonproduktion (Valarcher et al. 2003; Kotelkin et al. 2006).
Nér interferoner inte frigors som de ska, fordréjs aktiveringen av CTL. | en studie
om HRSV har man kommit fram till att NS-1 hindrar produktion av interferoner
som behdvs for att driva ett CTL-svar. Aven om BRSV och HRSV ér lika i mycket,
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sa skiljer de sig pa denna punkt. Hos BRSV é&r det NS2- som star for inhiberingen
av interferonerna.

Vidare pekar tidigare forskning pa att en RSV-infektion inte heller ger nagot bra
immunologiskt minne, vilket forskare tror beror just pa att BRSV driver ett Th-2
svar i stallet for ett Th-1 svar (Bueno et al. 2008; Gershwin 2012). Forskare tror att
det maste finnas en balans mellan Th-1 och Th-2 svar som kan driva produktionen
av virusneutraliserande antikroppar, som IgA och induktion av INF-y och sekretion
av CTL (Bueno et al. 2008).

I sin sammanfattning beskriver Gershwin (2012) att nar RSV triggar ett Th-2 svar
resulterar det ibland i produktion av IgE och en allergisk reaktion i lungorna som
dessutom ger ytterligare minskade nivaer av INF-y, vilket behovs for att driva CTL.
N&r Th-2 drivs i stéllet fér Th-1 i blir infektionen av vérre karaktér. Dessutom
blockerar Th-2:s cytokinsvar i sig CTL-produktion. En korrelation mellan IgE och
okade symtom &r bevisat, men tyvarr har fa forskargrupper tillgang till BRSV-
specifika IgE analyser och kan darfor inte konfirmera resultaten. Ett dveraktivt
immunsvar hos vissa individer verkar leda till dverdrivet inflammatoriskt svar och
infiltration av immunceller (Bueno et al. 2008). Det &r framst neutrofilerna som star
for vavnadsskadan i luftvagarna (Cortjens et al. 2016).

2.4. Immunitet vid BRSV

2.4.1. Maternella antikroppar

Maternella antikroppar ger ett visst skydd mot sjukdom, men det ger inte ett fullgott
skydd (Kimman et al. 1987a). Bade manniskor och kalvar blir sjuka och kan
utsondra virus vid aterinfektion (van der Poel et al. 1994). | studier har forskning
visat att maternella antikroppar framforallt utgérs av IgG1 (Kimman et al. 1987a).
| en studie jamfordes kalvar som fatt respektive inte fatt colostrum och de som fatt
colostrum bildade inte det lokala antikroppssvaret (IgM och IgA) i luftvdgarna som
ocksa behdvs i bekdmpningen av BRSV, de bildade inte IgM eller IgA. Man sag
man att kalvar som var naturligt infekterade och hade maternella antikroppar
utvecklade en svarare sjukdom. | praktiken &ar dock unga kalvar oftast skonade fran
svar sjukdom och det &r istallet aldre kalvar och BRSV-naiva vuxna djur som far
svarast symtom. De maternella antikropparna har en halveringstid pa 23, respektive
26,6 dagar har forskarna visat i tva olika studier (Kimman et al. 1987a; Uttenthal et
al. 2000). De maternella antikropparna finns kvar i kroppen i 2,5-5,5 manader.
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2.4.2. Antikroppsmedierad och cellmedierad immunitet

Immunsvaret som sker ar bade antikroppsmedierat och cellmedierat. | en studie
matte forskare antikroppar, interferoner och lymfocytproliferation som matt pa
antikroppsmedierad respektive cellmedierad immunitet (Knott et al. 1998). Dar
kunde de se att alla kalvar aktiverade bade det antikroppsmedierade och det cell-
medierade immunforsvaret nér de infekterades med BRSV. Alla kavlar i den
studien bildade virusneutraliserande antikroppar och INF-y, dock sag forskarna inte
lymfocytproliferation hos alla kalvar. Den kalven med lagst nivaer av INF-y
saknade aven lymfocytproliferation. Det var aven den kalven som ocksa utvecklade
svarast infektion. Studien indikerar att ett CMI-svar verkar vara viktigast nar det
kommer till tillfrisknande.

Taylor et al. (1995) har visat att CD8+ T-celler, CTL, &r centrala for tillfrisknande
av en BRSV-infektion. | studien anvandes monoclonala antikroppar for att utarma
(eng. deplete) olika typer av T-celler och sedan infektera kalvarna med BRSV for
att kunna studera vilken funktion respektive T-cell har for ett gott tillfriskande och
hur svar sjukdomen blir utan respektive T-cell. Vid tidpunkten for eliminering av
viruset, ca 8-9 dagar in i infektionen forelag hdga halter av CD8+ CTL i blodet och
laga halter av antikroppar. | motsats till 6vriga kalvar utséndrade kalvar utan CD8+
T-celler fortfarande virus efter tio dagar. Slutsatsen forskarna gor ar att CD8+ T-
celler &r viktiga for ett tillfriskande.

Vikten av CTL for tillfrisknande fran RSV har dven visats pd humansidan. | sin
sammanfattande artikel (Gaddum et al. 1996) hanvisar forfattarna till studier som
gjorts pa humansidan att individer med ett simre CMI utvecklar en persistent eller
svar RSV-infektion. Andra studier visar att de med milda symptom har narvaro
CTL medan individer med svar sjukdom saknar narvaro av CTL. Det gor att
forskarna i studien tror att cellmedierad immunitet spelar mer roll for tillfrisknandet
an sjukdomens patogenes. | diskussionen tror dock forfattarna att antikroppar har
en funktion i utvecklingen av ett CTL-svar, d&ven om de inte kunnat faststélla ndgon
korrelation mellan virusneutraliserande antikroppar och CTL-svar. | ett forsok pa
madss med ett nytt vaccin lyckades de i studien skapa ett CTL-svar men utan narvaro
av virusneutraliserande antikroppar. Dessvarre gav vaccinet inte upphov till nagot
langt minne. Forskarna tror att ett humoralt svar ar viktigt for att immunforsvaret
ska kunna skapa bra minnesceller och dédrmed ett bra férsvar vid infektion och de
tror att det ocksa ar nyckeln till ett effektivt vaccin.

Viruset har utvecklat strategier for att undvika ett cellmedierat immunsvar, det vill
séga ett Th-1 svar som driver CMI (Gershwin 2012). Istéllet har viruset hittat olika
strategier for att driva ett Th-2-svar. De dendritiska cellerna &r viktiga for bildandet
av cytokiner, vilket styrs av vilken PAMP som cellerna stoter pa. Cytokiner stimu-
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lerar det forvarvade immunsvaret. Vid virusinfektioner vill/bor cytokinerna driva
ett Th-1 svar for att driva CTL (Tizard, 2013). Det verkar som om bland annat F-
proteinet i stallet stimulerar TLR4 pa samma satt som LPS (gramnegativ bakterie)
och stimulerar det medfédda immunférsvaret sasom neutrofiler, vilket da leder till
de natformade pluggarna som neutrofilerna skapar (Cortjens et al. 2016). Vi far ett
Th-2 svar i stéllet for ett Th-1 svar. Studier visar &ven att interaktionen mellan
dendritiska celler i lungorna och BRSV inte ger tillrackligt uttryck for IL-12 som
ar den cytokin som behdver for att driva ett anti-viralt svar (Bueno et al. 2008;
Gershwin 2012).

2.4.3. Lokalt och systemiskt forsvar

Aven om forsning visat pa att ett CTL-svar &r viktigt for att tillfriskna fran infek-
tionen (Taylor et al. 1995), talar anda flera studier for att antikroppar aven har en
roll i sa val patogenes som det immunologiska svaret. | en studie fran 1989, obdu-
cerades kalvar som dott i BRSV och samtliga hade virusneutraliserande antikroppar
(Kimman et al. 1989a). Kimman (Kimman et al. 1987a; b, 1989c) har studerat
kinetiken av antikroppar vid en BRSV-infektion i flera studier. De har métt (med
hjalp av ELISA) olika isotyper antikroppar saval systemiskt (serum) som lokalt
(nasflode, tarflode, lungskoljprov och i track) och har funnit att det bildas olika
typer av antikroppar bade lokalt och systemiskt och drog slutsatsen att dessa utgor
en del av forsvaret mot BRSV. Aven Uttenthal et al. (2000) har studerat kinetiken
av antikroppar pa danska nétkreatur och kommit fram till liknande resultat som
Kimman har gjort i sina studier.

I sin studie konstaterade Kimman et al. (1987a) att IgM och IgA ndastan simultant
med smittotillfallet kunde matas i serum, 6dgon- och nossekret och track, medan
IgG1 kunde métas forst 1317 dagar efter smittotillfallet och 1gG2 i 1-3 manader
efterat. Studien visar alltsa att det bildas antikroppar saval systemiskt som lokalt.
Det fanns en korrelation mellan hur snabbt IgA och IgM uppstod och hur snabbt
eliminationen av virus skedde, vilket gor att forskarna antar att det har en betydelse
for tillfrisknande efter infektion. Aven efter en (experimentell) aterinfektion kunde
de visa att det fanns ett visst minne och att det lokala svaret ocksa var viktigt, IgA-
nivaerna steg snabbt och starkt vid aterinfektion, vilket talar for att det finns ett
lokalt minne i mukosan. Minnet daremot skyddade inte mot aterinfektion som
inducerats i experimentellt forskningssyfte, men verkar skydda fran att bli allvarligt
sjuk vid en aterinfektion. IgM gick att detektera i snitt i 22,7 dagar, IgA i 20,4 dagar,
IgG1 i 2-4 manader och 1gG2 2-4 manader. Langre &n fyra manader maétte inte
forskarna i den studien (Kimman et al. 1987a).
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Virusneutraliserande antikroppar uppkommer snabbt i tidig sjukdom. Daremot har
man inte kunnat faststélla korrelation mellan IgA och virusneutraliserande anti-
kroppar (Kimman et al. 1987b, 1989c). | studien drar forfattarna aven slutsatsen att
aven IgM, om sa i laga nivaer tillsammans med andra mekanismer, som CTL, inter-
feroner och maternella IgG1, kan bidra till tillfrisknande. Uttenthal (2000) konsta-
terade att IgG1 och virusneutralisernade antikroppar forsvann ur kroppen efter cirka
fyra manader (Uttenthal et al. 2000).

2.4.4. Komplement

I en studie av Kimman (1989b) kom forskarna fram till att komplementsystemet
spelade roll vid tillfrisknandet av en BRSV-infektion. Forfattarna tror att aktive-
ringen av komplementsystemet var en orsak till dyspné, da aktivering av komple-
ment kan leda till 6kad karlpermeabilitet och kontraktion av mastceller samt
aktivering av andra celler. De visade i studien att komplement 3, C3, binder i hdgre
grad till celler som &r infekterade &n till friska celler och att aktiveringen av anti-
kroppar kan forstarka C3-aktivering. Om antikroppar inte &r nérvarande medieras
aktiveringen ganska ineffektivt, men om antikroppar ar narvarande sker kraftigare
aktivering och lysis ar da mer effektivt. | sin artikel hanvisar forskarna aven till
andra studier dar detta har konstaterats. Forskarna visade &ven att IgG1 och IgM
forstarker aktiveringen medan IgG2 och IgA inte gor det. Forfattarna tror att
aktiveringen av komplementsystemet ger ett snabbare tillfrisknande, da neutrofiler
som har receptorer for komplement kan destruera infekterade celler. Det blir en
viktig mekanism i borjan av infektionen nar nivaerna av de specifika immun-
forsvarscellerna och antikropparna annu ar laga.

Nyare studier har dock visat att komplementsystemet i stéllet kan bidra till forvarrad
sjukdom via bland annat C3 och C5, som kan leda till att det neutrofila svaret bli
for stort och i stéllet orsakar en forvérrad sjukdom (Bosmann & Ward 2012). Det
resulterar i destruktion och nekros av vaskuldra endothelceller och ger akuta
lungskador. Det uppstar cytokinstormar som i sin tur forvérrar de akuta lung-
skadorna. FOr stor aktivering av neutrofiler leder till utsondring av luftrérspluggar
och véavnadsnedbrytande proteiner, vilket ar visat for bade BRSV och HRSV
(Cortjens et al. 2016).

28



2.5. Diagnostik

2.5.1. PCR

Polymerase Chain Reaction, PCR, kan anvéndas for att upptacka viralt DNA och
en PCR med omvénd transkription (reverse transcriptase PCR, RT-PCR) kan mata
RNA virus (Tizard 2013). Dessa anvands idag vid méatning av en pagaende
infektion nér individen fortfarande har virus i kroppen. Tekniken &r den domine-
rande tekniken pa marknaden.

2.5.2. ELISA

Enzyme-linked Immunosorbent Assay, ELISA, anvands for att pavisa antingen
antigen eller antikropp (Tizard 2013; SANOVA 2021). Metoden for att pavisa
antikroppar innebar att man har en mikrotiterplatta med brunnar som &r tackt med
icke infektiost antigen och kontrollantigen. Nar man sedan tillfor sitt testmaterial
binder eventuella virus-specifika antikroppar i testmaterialet till antigen (d.v.s.
virus eller viralt protein) i brunnen. Sedan tillfors ett konjugat, antikroppar riktade
mot bovina immunoglobuliners Fc del (bovint 1IgG1 i detta fall) konjugerade med
ett enzym. Overblivet material skoljs bort och man tillfor ett substrat som blir blatt
I kontakt med enzymet. FOrekomst av virus-specifika antikroppar genererar den
bla fargen. Sedan stoppas den reaktionen med en stoplésning som ger ett gult farg-
omslag. Fargomslaget kan lasas av visuellt eller s kan man anvanda sig av en
spektrometer for att 1&sa av den optiska densiteteten (OD) och méngden antikroppar
mats i forhallande ett kontrollprov, for att standardisera metoden mellan olika
kdrningar. Det dar denna metod som anvands i detta examensarbete, 1ds mer om
ELISA i metod 3.2 (det finns olika varianter av ELISA).

2.5.3. Neutralisationstest

| ett virusneturaliserande test mater man antikropparnas formaga (oavsett isotyp)
att de facto neutralisera viruset, in vivo eller in vitro. Det vill sdga, de ska inte bara
fasta vid antigen utan dven neutralisera viruset (Payne 2017). | kapitel 3.3. beskrivs
den metod av neutralisationstest som anvands inom ramen for det stora projektet av
vilket detta examensarbete utgor en liten del och med vilka mina resultat av ELISA
sedan har jamforts med. Virusneutraliserande tester ar battre att anvanda an ELISA
tidigt i utbrott for att hitta smittade djur (Kimman et al. 1987b). Tidiga antikroppar
har annu inte uppnatt affinitetsmognad och kan darfor ge upphov till falskt negativa
resultat vid ELISA.
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2.6. Kontroll: behandling och vaccin

Det finns ingen behandling mot BRSV, utan enbart understddjande behandling i
form av vila, foder och varme. Svara fall med sekundéara bakteriella pneumonier
behandlas med antibiotika. NSAID &r febernedsattande, men publicerade data tyder
inte pa att inflammationen i lungan dampas (Francoz 2012) och NSAID anvénds
inte inom humanmedicinen. Vissa NSAID kan tvartemot 6ka mangden leukotrien i
lungan, vilket attraherar neutrofiler som kan orsaka skada (Bednarek et al. 2005).

Det finns idag inget vaccin mot HRSV och de som finns mot BRSV har ofta kort
duration, sarskilt hos unga djur med maternella antikroppar som doljer vaccinet for
kroppens egna immunforsvar. Nagra vacciner inducerar suboptimalt Th-1 svar som
behdvs for tillfriskande och undvika sjukdom (Woolums et al. 2004). Genom aren
har ett vaccin till manniska (Kim et al. 1969) och ett till ndtkreatur (Schreiber et al.
2000) lett till en exacerbativ inflammation. | en studie testades ett formalin-
inaktiverat vaccin, men utan gott resultat (Woolums et al. 2004). Man jamforde tva
grupper kalvar, dar ena gruppen fick vaccinet och andra inte. Det var ingen skillnad
mellan grupperna i avseende pa sjukdom, CTL-svar och de cytokiner som mattes.
Forskarna tror att orsaken till att det vaccinet inte fungerade &r att det inte kan driva
ett CMI-svar.

Gaddum et al. (1996b) argumenterar for att ett humoralt svar &r viktigt for att
immunforsvaret ska kunna skapa bra minnesceller och darmed ett bra forsvar vid
infektion och de tror att det ocksa ar nyckeln till ett effektivt vaccin.

I en studie fran 2021 har man testat ett helt nytt vaccin med ett pre-fusion protein,
ett rekombinant DNA vaccin, PreF (Valarcher et al. 2021). | studien jamférde man
det mot andra vaccin, ett levande attenuerat vaccin dar SH-genen saknades, ett
kommersiellt levande attenuerat vaccin och en placebogrupp. Kalvar med mater-
nella antikroppar fick de olika vaccinen och infekterades 92 dagar senare med
BRSV, samt avlivades 13 dagar senare. Forskargruppen kom fram till att kalvarna
som fatt PreF visade signifikant bast kliniskt och virologiskt skydd mot BRSV
(aven vaccinet som saknade SH-genen visade pa gott resultat) och forskarna tror
sig ha hittat ett vaccin som atminstone ger ett skydd i tre manader. Detta kan vara
tillrackligt for att skydda de yngsta kalvarna och kan troligen bidra till att halla
BRSV under kontroll.
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3. Material och metoder

3.1. Projektet

3.1.1. Forsoksdjur

Det hdr examensarbetet utgor en del av ett stérre forskningsprojekt om BRSV som
bedrivs pa Sveriges lantbruksuniversitet (Horizon 2020 SAPHIR, SEP-210177400,
etiskt godkannande 5.8.18-16188/2017). Idén till &mnet kom fran mina handledare
som driver/deltar i det storre projektet vid SLU. Information om garden och
projektet har tillhandahallits av min handledare lépande under hela examens-
arbetets gang, Sara Hagglund (2021, forskningsartikel under bearbetning).

Studien har genomforts pa Lovsta, som ar forskningscentrum dar SLU bedriver
undervisning och forskning inom olika omraden inom lantbruk och veterinar-
medicin. Vid start for projektet, januari 2016, fanns pa garden 534 notkreatur, varav
57 % av rasen SRB och 41 % Holstein. N&r de senaste blodproverna &r tagna, i juni
2020, var antalet och férdelningen av djur liknande som vid starten. Djuren ingar i
Lovstas dagliga verksamhet och lever tillsammans i grupper och utsatts darmed for
eventuella andra smittor som garden kan utsattas for under hela studieperioden.

L6vsta har sedan januari 2016 drabbats av tva naturliga utbrott av BRSV. Det forsta
utbrottet skedde i januari 2016 och det andra utbrottet i mars 2020. Bada utbrotten
ansags milda, med 1&g grad av kliniska symptom (Lefverman 2018; Osterberg 2021,
personlig meddelande). Vid det forsta utbrottet avled tva djur, varav en av
individerna redan var i daligt skick nar hon smittades av BRSV. Hon befann sig vid
smittotillfallet redan pa Lovstas sjukavdelning berattar Julia Osterberg forsknings-
och undervisningssamordnare vid Lovsta, SLU (2021, pers. med). Vid det andra
utbrottet behandlades ett 20-tal djur med NSAID, nagra fick penicillin, men inga
djur avled. Osterberg anser, vad hon kan minnas, att det andra utbrottet, mars 2020,
var mildare an utbrottet 2016.
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Vid utbrottet mars 2020 var cirka 20 % av nétkreaturen i besattningen sa gamla att
de levde vid det forsta utbrottet jan 2016. (Osterberg 2021, pers. med.). Det vill
sdga cirka 80% av notkreaturen pa Lovsta hade vid tiden for det andra utbrottet inte
stott pa BRSV tidigare.

Urvalet till de djur som ingick i projektet initialt var 33 hondjur i olika aldrar, om
4-8 djur i olika alderskategorier och av rasen SRB. Ett viktigt inklusionskriterium
var att djuren var vid god halsa, for att 6ka sannolikheten att de kunde vara kvar pa
garden under hela studieperioden.

De forsta blodproverna togs under det forsta utbrottet, januari 2016, och sedan togs
blodprover fran utvalda djur varannan manad. Projektet fortlopte sedan till februari
2018. Nar BRSV ater borjade cirkulera i Uppsalatrakten 2020 togs blodprover fran
nio av de djur som fortfarande var vid liv och var kvar pa Lovsta. Cirka tre veckor
senare skedde ett utbrott av BRSV i besattningen och nossvabbar och blodprov
samlades anyo in. Blodprover togs darmed fran vissa individer &ven fore, under och
sedan aven 2,5 manader efter ett andra utbrott av BRSV. Blodproverna har efter
provtagning centrifugerats och serum har sedan sparats i -20 °C for att kunna
analyseras vid senare tidpunkt/er. BRSV har pavisats i nossvabbar med RT-gPCR,
samt med virusisolering och infargning med BRSV-specifika monoklonala anti-
kroppar.

| detta examensarbete har serumprover och mj6lkprover analyserats fran dessa kor.
For de kor som av under tidens gang, av olika anledningar, gallrats ut eller dott,
saknas blodprover. | tabell 1 redovisas de blodprover som analyserats m.h.a. ELISA
och om blodprov funnits att tillga fére och efter, forsta respektive andra utbrottet.
Totalt har 39 serumprover och 6 mjélkprover analyserats i minst tre spadningar for
IgG1. Dessutom hade 33 av dessa prover tidigare analyserats for virusneutralise-
rande antikroppar.

Fran flera kor har man dven tagit mjélkprover i samband med blodprover, for att
kunna studera, pa individniva, om det kan finnas samvariation med serumanti-
kroppar och antikroppar i mjélk. En sadan ko har studerats inom ramen for
examensarbetet.

Inom ramen for den stora studien har forskningsgruppen &ven i vissa av dessa
serumprover matt nivaer av virusneutraliserande antikroppar. | detta examensarbete
undersoks om det finns samvariation till de serumantikroppar, 1gG1, vilka har métts
med hjalp av ELISA. Data for de virusneutraliserande antikropparna har tillhanda-
hallits av handledarna.
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Tabell 1. Tidpunkt for blodprov for respektive individ. Rédmarkering indikerar tid for utbrott.

Tabell 1
Alder 1:a
Individ utbrottet mar/apr-16| jun-16 | sep-16 | jan-17 | apr-17 | jun-17 | mar-18 | feb-20 jun-20
A Serum (S)[27 man X X X X X X X
A Mjélk (M)|27 mén X X X X X X
B (S) 2-4 man* X X
Cc(S) 7 man** X X
D (S) 7 man** X X
E(S) 5 man** X X X
F (S) 5 man** X X X X
G (S) 5man** X X X X X
H (S) 5 man** X X X
1(S) 2-4 man* X X
J(S) 2-4 man* X X X
K (S) 5 man X

* Pavisad infektion 2016. Saknade maternella antikroppar vid tidpunkten for utbrottet 2016,
serokonverterade sedan. A och K var ej provtagna.

** Pavisad infektion 2016, baserat pd hoga antikroppstitrar 2 manader efter utbrottet och
kvarstaende antikroppstitrar vid vuxen alder.

*** Pavisad infektion 2020. BRSV RT-PCR positivt nossekret. Milda symptom.

3.1.2. Examensarbetets forutsattningar

Innan examensarbetet inleddes hade man visat att fem regelbundet provtagna djur,
vilka foddes strax efter forsta utbrottet, var seronegativa och forblev sa vid varje
provtagning fram till 2020. Dessutom var 24 ytterligare provtagna djur over tre
manaders alder och fodda efter 2016 seronegativa 2018. Sammantaget indikerar
detta att viruset inte cirkulerade i beséttningen mellan 2016 och 2020, vilket
mojliggjorde studier av immunitetens duration.

Trettio individer foljdes under tva ars tid och prover fran nagra av dessa individer
valdes ut for antikroppstitrering i examensarbetet, for att undersdka antikropps-
kinetiken vid infektion och aterinfektion av BRSV. Att titrera alla serum var inte
mojligt p.g.a. tids- och kostnadsmassiga skal.

Atta individer med sparade blodprover frén tiden efter forsta utbrottet valdes ut
baserat pa alder vid forsta utbrott samt forekomst av provmaterial under

studieperioden inklusive innan under och efter det andra utbrottet.

Testerna utfordes i maj 2021, och nagra analyser gjordes om i september 2021.

3.2. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

For att mata antikroppar i serum och mjolk har tekniken Enzyme Linked Immuno-
sorbent Assay (ELISA) anvants (SANOVA 2021). Samma och liknande tekniker
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har beskrivits i flertalet studier, t.ex. Kimman et al. (1989a) m.fl. Ett fardigt testkitt
anvandes, SANOVIR® BRSV-ab (artikelnummer 104888). Kittet bestar av en
mikrotiterplatta med 96 brunnar som &r tackt med icke infektios BRSV antigen
(d.v.s. lyserade infekterade celler) och kontrollantigen (dvs lyserade oinfekterade
celler). Nar man sedan tillfor sitt testmaterial (serum, plasma, mjélk), binder
eventuella antikroppar fran dessa till BRSV-antigen i brunnen. Sedan tillfors en
horseradish-peroxidase (HRP)-konjugerad monoklonal antikropp mot bovint IgG1.
Overblivet material skoljs bort och man tillfor ett substrat som blir bld i kontakt
med HRP. Férekomst av antikroppar genererar den bla fargen. Sedan stoppas den
reaktionen med en stopldsning (H2SO4) som ger ett gult fargomslag. Fargomslaget
kan lasas av visuellt eller s kan man anvénda sig av en spektrometer for att kvanti-
fiera den optiska densiteteten, OD, vid 450nm.

Varje prov som testas appliceras i tva brunnar, en med BRSV-antigen och en kont-
rollantigen. Med varje kit foljer &ven positiv och negativ kontroll. Den positiva
kontrollen ska alltid ge positivt utslag nér testet kors och den negativa ska helst inte
ge nagot utslag alls.

Sedan berdknas mangden antikroppar i relation till den positiva kontrollen. Det gors
i tva steg.

Steg 1: Ett korrigerat OD véarde (ODcorr) rdknas ut for varje prov/spadning av prov
genom att subtrahera OD-vérdet som genererats i brunn med kontrollantigen fran
OD-vérdet som genererats i brunn med BRSV-antigen.

ODgRrsv — ODcontrol = ODcorr

Steg 2: Alla korrigerade OD-vérden relateras till korrigerat OD vérde for den
positiva kontrollen genom formeln:

PP = ODcorr (prov eller negativ kontroll)/ODcorr (positiv kontroll) * 100.
Innan ELISA utfordes spaddes varje prov i serier om 1:50, 1:100, 1:200 och 1:400.
Foretaget bakom Kkittet har satt PP >10% som grans for detektion av BRSV-
specifika 1gG1 antikroppar. Varje spadning med PP 6ver 10% av positiv kontroll

innehdll saledes antikroppar mot BRSV.

Mijolkproverna analyserades ospadda efter det att forsok att detektera antikroppar i
spadda prover (1:10, 1:20, 1:40 och 1:80) misslyckats.
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Metoden anvandes i enlighet med instruktionsmanualen till testkittet (SANOVA
2021).

3.3. Virusneutraliserande antikroppar

Totalt har 33 prover analyserats avseende virusneutraliserande antikroppar. Individ
K &r ej medtagen da det bara finns ett prov. Data for individ J saknas helt och data
for april-17 saknas for individ G och mars 20 for individ F.

Metoden var framtagen och méatning av de virusneutraliserande antikropparna hade
utforts innan detta examensarbete paborjades av forskare i det stora projektet. Me-
todbeskrivningen har tillhandahallits av Sara Hagglund (2021a), handledare, pa
engelska och Oversatts till svenska.

BRSV-neutraliserande antikroppar (seroneutraliserande, SN) pavisades genom att
anvanda veroceller och BRSV (Strain ATUE51909), som innehdll en gen som
kodade for gront fluorescerande protein (GFP) (Hagglund 2021a). | korthet saddes
veroceller i 96-brunnsplattor, 15 000 celler per brunn i ett cellmedium (DMEM,
Lonza, Belgien) som innehdll 10 % fetalt kalvserum (FCS). Dagen efter spaddes
serumprover i DMEM utan FCS, och mixades med 300 plackformande enheter
(plaque forming units, pfu) av GFP-BRSV och inkuberades i rumstemperatur i en
timme. Verocellerna skéljdes en gang med DMEM utan FCS och inokulerades
darefter med serum-virusproverna och inkuberades i 37 grader och 5 % CO: ien
timme. Efter det, adderades DMEM med FCS for att nd en slutgiltig FCS-
koncentration pa 2 %. Cellerna inkuberades i 37 °C och 5 % CO.i tre dagar och
undersoktes sedan med fluorescensmikroskap (Nikon Eclipse Ts2R). Varje serum
testades i atta spadningar och SN-titern (definierad som den hdgsta serumspadning
som inhiberar 300 pfu) berdknades med lineér regression.

3.4. Berakning av data och statistiska metoder

For att rékna fram mangd antikroppar/prov anvandes en linjar regression, dar X-
axeln motsvarade spadningen for det enskilda provet och Y-axeln det korrigerade
OD vardet uttryckt i procent av den positiva kontrollen i ELISA. Matematiskt
berdknades vid vilken spadning PP-vardet var 10 % av positiv kontroll. Den
spadningen anges i titer. Om till exempel 10 % uppnas vid spadning 345 ar anti-
kroppstitern 345. Titern anvandes sedan for att jamfora antikroppsnivaerna pa
individniva och 6ver tid.
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Ett fatal spadningar av prover (fyra st.) hade ett enskilt varde som ansags extrem
outlier och stroks darfor, men da flera spadningar gjorts for varje prov, fungerade
de ovriga i spadningsserien for att titern d&nda kunde raknas ut. Enbart tva prover
fick koras om med en lagre spadningsserie, da provet innehdll for lite antikroppar
sa att den angivna grundspadningen blev for stor och for fa varden kunde métas och
ingen titer kunde beraknas. Aven mjélkproverna visade pa for lite antikroppar efter
spadning, sa att ingen titer kunde erhallas. De analyserades ytterligare en gang i
outspadd form.

Virusneutraliserande antikroppar hade beraknats med linjar regression pa samma
sétt som maétning av titern av IgG-antikroppar i ELISA. For att undersoka om det
forelag nagon samvariation mellan 1gG1 och VVN-antikroppar plottades data for de
punkter dar det fanns bade IgG1 och VVN-antikroppar ut i ett diagram och visuellt
undersoktes om data verkade samvariera. FOr att berdkna statistisk signifikans for
mangden titrar efter forsta, respektive andra utbrottet anvandes konfidensintervalls-
berékningar.
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4. Resultat

4.1. Antikroppskinetik efter primarinfektion

Kalvar visar stor variation av antikroppstitrar efter en priméarinfektion

BRSV-specifikt IgG1 analyserades i serum taget 2—-3 manader efter utbrottet 2016
fran sju kalvar (E-K) som var 2-5 manader gamla vid utbrottets borjan. Antikropps-
titrarna varierade mellan titern 174 och 645, medeltiter 373, mediantiter 383 och
med en standardavvikelse pa 167. Bland femmanaders kalvar hade individ F 3.7
ganger sa hoga titrar jamfort med individ H (fig. 1). Det statistiska underlaget for
att dra slutsatser om antikroppssvarets magnitud mellan de bada aldersgrupperna
tva till fyra manader och fem manader var for lag.
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Fig 1. BRSV-specifika 1gG1 antikroppar i serum 2-3 manader efter primar BRSV-infektion hos
kalvar, vilka var 2-4 manader (1, J) eller 5 manader (E-H, K) nar de infekterades.
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Antikroppar (IgG1) kan pavisas upp till fyra ar efter primarinfektion

Antikroppskinetiken efter infektion varierade pa individniva. Individ A (27 man
gammal vid utbrott 2016) fick inte htga titrar efter utbrottet, men hade detekterbara
nivaer av antikroppar under fyra ars tid, med en kvarstaende antikroppstiter pa ca
200 (fig. 2). Fyra individer fick betydligt hogre titrar &n A efter infektion, cirka 400-
650 titrar. Individerna G och E (5 man gammal vid utbrott 2016 ) hade ett ar efter
utbrottet detekterbara titrar men pa en langre niva an individ A. Ett ar efter utbrottet
sjonk individ G:s titer fran 433 till 120 och den hade sedan en kvarstaende titer pa
ca 100, fyra ar efter forsta utbrottet, att jamfora med A som lag konstant pa en titer
kring 200. Medan individ G och E hade en snarlik utveckling i sina titrar sa hade
individ F en mer langsamt sjunkande titerniva. Den bdrjade hogt, och avtog inte
lika snabbt som for individ G, men efter fyra ar Idg F och G pa néastan samma titer,
ca 100. Individ H, 1 och J hade alla en titer pa ca 200 ett ar efter forsta utbrottet (fig.
2). Efter ett ar hade individ F:s titrar sjunkit fran 645 till 450. Fyra individer hade
en titer pa 219-248 och tva individer pa 116-120. Efter tva ar (mars-18) hade F:s
titrar sjunkit till 260, medan tva individer 1ag kvar pa samma niva som aret innan
(titer 209-222) och de tva som hade titer 116-120 aret innan lag kvar pa samma
laga niva. Efter fyra ar hade F:s titrar sjunkit till 100 (fig. 2).

Resultatet visade att samtliga kor vars serum analyserats (n=6) hade métbara anti-
kroppsnivaer tva ar efter ett naturligt utbrott av BRSV. Tre av dessa hade en anti-
kroppstiter pa ca 200, och tva hade en antikroppstiter pa ca 120. Samtliga individer
som fortsatt studerats (n=3) hade detekterbara antikroppsnivaer i serum aven fyra
ar efter genomgangen BRSV-infektion.

— E F [ | —

Fig 2. BRSV-specifika IgG1-antikroppar i serum fran notkreatur (A, E-J) under fyra ars tid efter ett
BRSV utbrott i januari 2016.
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Longitudinella data saknas fran tre individer (individ B, C och D), men de provtogs
precis innan det andra utbrottet. Aven dessa tre hade BRSV-specifika 1gG1
antikroppar innan andra utbrottet, och hade saledes dven de genomgatt en primar-
infektion 2016 (fig. 3). Sammantaget hade samtliga sex individer som provtogs tre
veckor innan andra utbrottet BRSV-specifika antikroppar. Data fran dessa sex
individer indikerar att durationen av BRSV-specifik 1gG1 i serum ar minst fyra ar.
Det gick &ven att pavisa VN-antikroppar i serum hos fem av sex kor precis innan
det andra utbrottet. Individ B saknade VVN-antikroppar och hade dven lagst nivaer
av 1gG1, med en titer pa ca 100.-
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Fig 3. Diagrammet illustrerar BRSV-specifika serum IgG1 titrar hos sex notkreatur (A-G), ca tre
veckor innan en andra BRSV infektion.

4.2. Antikroppskinetik efter aterinfektion

For tre av fyra individer som provtogs fore, under och efter det andra utbrottet
(individ B, C och D) titrerades inte antikropparna efter det forsta utbrottet. Analyser
av enskilda spadningar hade dock visat att de infekterats och kvarstaende anti-
kroppstitrar fore det andra utbrottet konfirmerade att de redan hade genomgatt en
forsta infektion.

Vid aterinfektion stiger 1gG1 kraftigt

Fore utbrottet 2020 var de BRSV-specifika IgG1 antikroppstitrarna runt 100-200
for tre individer (B, C och G, vilka var tva, sju och fem manader vid sin forsta
infektion) och titer 467 for en individ (D vilken var sju manader vid forsta infektion,
fig. 4).

Genomsnittstitrarna precis innan aterinfektionen lag pa 222 (mediantiter 163,
standardavvikelse 173). Genomsnittstitern under den pagaende andra infektionen
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var 498 (mediantiter 580, standardavvikelse 273) och efter den andra infektionen
var medeltitern 614 (mediatitern 630 , standardavvikelse 95). Genomsnittet var 2,8
ganger hogre efter aterinfektion jamfaért med innan (3,8 for median). Vid tidpunkten
for utbrottet, da BRSV detekterades hos individ B, C, F och G hade titrarna borjat
stiga for tre av fyra individer (B, C och D), medan en individ utvecklade antikropps-
svar nagot senare (G, fig. 4).

For individ A, B, C, F och G togs nossvabbar och virus pavisades (D provtogs inte
for pavisade av virus).

Tva och en halv manad efter aterinfektion 2020 hade samtliga provtagna individer,
inklusive individ G, hdga antikroppstitrar. Individ B, C och D hade fortsatt hoga
antikroppsnivaer, dven om tendensen var att dessa borjade avta (fig. 4).
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Fig 4. Visar BRSV-specifika IgG1-antikroppstitar per individ (n6tkreatur B-D, G) fore (feb 2020),
under (mar 2020) och 2,5 manader efter (jun 2020) aterinfektion med BRSV, fyra ar efter det att
djuren forst infekterats.

Hogre antikroppstitrar och mindre individuell variation efter aterinfektion an vid
en primarinfektion

Tva till tre manader efter primarinfektion 2016, vid 2-5 manaders alder, hade
kalvar en genomsnittstiter pa 373, jamfort med en genomsnittstiter pa 614 tva
manader efter aterinfektion 2020. Det innebéra att kalvarna utvecklade 64,6 %
hogre antikroppstitrar vid en aterinfektion jamfort med vid primérinfektion. Indi-
vidvariationen i antikropptitrar vid aterinfektion var mindre an vid en primar-
infektion, standardavvikelsen efter primarinfektion var 167 och vid aterinfektion
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97. Skillnaden var daremot inte statistiskt signifikant (p<0,05). Det gar inte att dra
for stora slutsatser pa dessa data, da variationen (standardavvikelsen) mellan
grupperna efter primar-, respektive aterinfektion ar for stor, vilket sannolikt beror
pa att underlaget var for litet.

Individ G var den individ med data fran bade efter en forsta och efter en andra
infektion, som inkluderades i detta examensarbete. Denna individ hade en titer pa
433 tva manader efter primarinfektion, dessa sjonk under ett ar for att stagnera pa
en titer strax 6ver 100 i nastan fyra ar. Sedan steg titern till 665 tva manader efter
aterinfektion. 1 G:s fall sag vi att titrarna var 53 % hogre vid aterinfektion an vid
primarinfektion, samt att G hade detekterbara 1gG1-nivaer under fyra ars tid. En
titer pa 107 skyddade inte individ G fran aterinfektion och virusutséndring,
eftersom virus pavisades i nossekret fran detta djur under utbrottet 2020.
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Fig 5. BRSV-specifika IgG1-antikroppstitrar hos individ G 6ver tid. Individen infekterades i januari
2016 samt i mars 2020.

4.3. Samvariation mellan IgG1 och
virusneutraliserande antikroppar i serum

Virusneutraliserande antikroppar berédknades fram av forskargruppen enligt
beskrivning under kapitel 3.3 i metodavsnittet. Forskarna matte i titrar hur mycket
VN-antikroppar det fanns i varje serum. Data for VN-antikroppar jamférdes med
IgG1-data som mattes med ELISA, framtaget i detta examensarbete. Nagra prover
dar det fanns data for IgG1 saknade motsvarande VN-antikroppar och inkluderas
darfor inte. Individ J uteslots, da det saknades VN-antikroppar data och Individ K
uteslots da enbart ett prov fanns att tillgd. Sedan har data for de punkter dar det
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finns bade 1gG1 och VN-antikroppar plottats ut i ett diagram for att visuellt
understka om data verkar samvariera.

Virusneutraliserande antikroppar korrelerar positivt med 1gG1

Virusneutraliserande antikroppar gick att pavisa i nastan samtliga prover, sa nar
som hos individ B, feb-20, precis innan andra utbrottet. Aven i serum fran individ
| uppméttes inga VVN-antikroppar efter det forsta utbrottet, i apr-16, trots att virus
isolerats fran denna individ. 1 sju fall av nio verkar VN-antikroppar och 1gG1
samvariera positivt. Datakurvorna foljer varandra val.

Individ A (fig. 6a) lag pa en konstant g niva IgG1 under fyra ars tid. VN-
antikroppar foljde egentligen 19G1, men sjonk i méatningarna april och juni 2017,
for att sedan ga upp igen och ligga nara 1gG1 nivaerna igen. Bortsett fran tva mat-
punkter i VN-antikroppar, verkar anda VN-antikroppar och 1gG1 félja varandras
kurvor.

For individ B (fig. 6b) kunde inte VN-antikroppar pavisas innan aterinfektion men
B hade 1gG1, en titer pa 100, vilket ar ett av de lagsta som maéttes. Det gick att se
en hog 6kning av VVN-antikroppar till titer 2667 vid tiden for andra utbrottet. Bara
tre manader senare sjonk VVN-antikroppstitern med 73%, till 708.

Individ C och D (fig. 6 ¢ och d) hade saval 1gGl som VN-antikroppar vid
aterinfektion. Béada fick okningar av VN-antikroppar och IgG1 efter infektion.
Individ D nadde en VN-antikroppstiter pa 5000 vid tiden for aterinfektion, den
sjonk till en titer pa 4299 tre manader senare, vilket fortsatt var hogt men lagre.

Individ E och F (fig. 6 e och f) som det fanns data pa fran forsta utbrottet, visade pa
hoga nivaer av savél 1IgG1 som VN-antikroppar 2-3 manader efter utbrottet 2016,
och att dessa sjonk ganska snabbt. Individ E sjonk till en titer pa 116 for IgG1 och
65 for VN-antikroppar efter bara ett ar. Individ F lag pa hogre nivaer efter ett ar,
med en IgG1-titer pa 450 titrar och en VN-antikroppstiter pa 118 titrar, vilka sjonk
till 260 respektive 49 tva ar efter primarinfektion.

Individ G &r individen som det fanns data pa bade fore och efter primar- och
aterinfektion. Aven har ser data ut att samvariera val. Efter primarinfektionen gick
det att se att nivaerna av saval IgG1 som VN-antikroppar sjonk och var laga redan
ett ar efter primarinfektionen. Bada steg kraftigt efter aterinfektionen och var hogre
an de var 2 manader efter primarinfektionen (fig 6g). 19G1 blev 53 % hdgre och
VN-antikroppar 544 % hdgre.
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Individ H (fig. 6h) hade laga nivaer av saval 1gG1 som VN-antikroppar efter sin
primarinfektion. VN-antikropparna ar lagre &n 1gG och sjonk nagot snabbare an
IgG1 (fran laga nivaer till lagre) och IgG1 lag kvar stabilt pa en hégre niva.

Individ I (fig. 6i) som vid insjuknandet bara var fyra manader, saknade vid tillfallet
maternella antikroppar, lyckas inte mobilisera att bra immunsvar. Tva manader
efter primarinfektionen 1ag IgG1 pa en titer pa 200 titrar och inga VVN-antikroppar
kunde detekteras. Ett ar senare mattes VN-antikroppar till en titer pa 24 (strax over
detektionsnivan pa 20) och 1gG1 Iag stabilt.
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Fig. 6 a-i. Samvariation av BRSV-specifika serum IgG1l-antikroppar (IgG1l) och virusheutra-
liserande antikroppar (VN) i serum, for individ A-1 (graf a-i). Observera att graferna har olika
skalor.

4.4. Matning av IgG1 i mjolk och samvariation med
serum-lgG1

Syftet med att underscka IgG1 i mjolk var att se om det pa individniva gar att fastsla
antikroppstitrar baserat pd mjolkprover, vilket inte ar invasivt och ndgot lant-
brukaren sjalv skulle kunna ta prov for och skicka in till laboratorium for analys.
Sex mjolkprover fran individ A, som tagits i samband med serumprover analysera-
des.

Vid ett forsta tillfalle spades mjélken 1:10, 1:20, 1:40 och 1:80 for att sedan med
linjar regression kunna berdkna titer. Dessvarre inneholl ingen av proverna
tillrackliga nivaer av antikroppar for att rakna fram en titer. Inte ens pa spadning
1:10. Vid samma tillfélle analyserades dven tre mjolkprover med outspadd mjolk. |
september 2021 analyserades dessa tre proverna som analyserats i maj om, samt att
resterande mjolkprover for individ A analyserades outspatt. Resultatet pa mjolk
redovisas nedan inte i titer, utan i procent av positiv kontroll enligt testkitet for
ELISA BRSV.
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IgG1 gar att pavisa i frusen mjélk men verkar inte ga att kvantifiera

Det fanns inget tydligt monster i data. Vid omanalys (sept-21) av de tre outspadda
mjolkproverna, erhdlls inte samma resultat i september 2021 som vid forsta
forsoket i maj 2021. Till exempel, gallande mjélkprovet fran jun -16, blev resultatet
93 % av positiv kontroll vid analys som genomférdes i maj och 56 % av positiv
kontroll vid omanalystillféllet i september (fig.7).

Andel av pos kontroll ELISA
(=2}
Q
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Mjolkprover individ A

Test maj-21 Test sep-21

Fig. 7. Variation i testresultat for samma mjélkprov som testats med avseende pa IgG1 m.h.a. ELISA
vid tva olika tillfallen.

Samtliga analyserade prover (n=8) pa outspadd mjolk visade dock pa positivt
resultat, och serumproverna var aven positiva for IgG1 (fig. 8), vilket gor att
testkittet med stor sannolikhet gr att anvanda for att pavisa att det finns antikroppar
i mjolk, men inte att i detalj kvantifiera méngden.
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Fig. 8. Jamforelse av BRSV-specifika 1IgG1-antikroppar i serum och mjélk hos samma individ 6ver

tid. Diagrammet illustrerar 1IgG1 i serum i titrar (gronstapel, vanster y-axel) samt IgG1 i mjolk som
andel av positiv kontroll av ELISA (orange linje, sekundéraxel)
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5. Diskussion

Samtliga djur utvecklade 1gG1l-antikroppar efter sin primérinfektion med BRSV.
Fyra av sju studerade djur utvecklade relativt hdga antikroppstitrar men redan ett ar
senare hade titrarna hos tre av dessa djur sjunkit till ca 200, som i sammanhanget
far betraktas som relativt laga. Vid méatningen tva ar efter primarinfektionen hade
samtliga djur (n=6) lgG1-antikroppar pa laga nivaer, med titrar pa ca 100-200 hos
fem av sex av djuren. Alla djur (n=6) som provtogs precis innan aterinfektion fyra
ar efter primarinfektionen hade IgG1-antikroppar. Sju av nio djur hade &ven pavis-
bara VN under hela forsdksperioden.

De tre kor som det finns longitudinella data pa under fyra ars tid, hade samtliga
saval 1lgG1-antikroppar som VN-antikroppar under hela férsoksperioden. De tre kor
med data bara fére andra utbrottet hade alla IgG1 och tva stycken hade aven VN-
antikroppar. Det indikerar att djur har saval IgG1 som VN-antikroppar under lang
tid, troligen oftast i minst fyra ar efter en priméarinfektion, dven om nivaerna ar laga
och inte alltid skyddar mot virusutsondring vid aterinfektion. Det innebar att
notkreatur som infekterats som kalv eller ungdjur skulle ha detekterbara nivaer av
saval 1gG1 som VN-antikroppar under minst 78 % av sin forvantade livslangd,
vilket 4r 61 manader (Husdjursstatistik 2021).

Samtliga kalvar hade IgG1l-antikroppar men visade stor variation av BRSV-
specifika 1gG1 antikroppstitrar och sex av sju hade daven VN-antikroppar efter en
primarinfektion. Efter aterinfektionen var antikroppstitrarna hogre och hade mindre
individuell variation. Skillnaden var dock inte statistiskt signifikant (p <0,05),
vilket sannolikt beror pa for fa observationer och for hog standardavvikelse.

Virusneutraliserande antikroppar verkar samvariera positivt med IgG1 6ver tid. FOr
sju av nio djur forelag det en samvariation. Hos ett par djur samvarierade inte data
helt. Hos de tva individerna dar data inte verkar samvariera maste det poangteras
att titrarna var laga. En titerforandring pa 50-100 paverkar variationen nar titrarna
ar laga. | sammanhanget &r inte 50-100 titrar speciellt hoga titrar med tanke pa att
VN-titrar kan stiga upp till 5000, vilket vi kunde se vid aterinfektion av andra
individer. Slutsatsen blir att det verkar finnas en positiv samvariation mellan VN
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och 1gG1, atminstone for sju av nio individer. For att dra generella slutsatser skulle
det statistiska underlaget behdva vara storre.

Det hoga antal antikroppar, bade 1gG1 och VN-antikroppar, som bildades vid
aterinfektion och att individvariationen var lagre talar for att det finns nagon form
av minne. Generellt fér immunforsvaret ar att det vid en aterinfektion ska svara
starkare nar B-cellerna uppnatt affinitetsmognad (Tizard 2013), och vi kan se i
denna matning att vid aterinfektion av BRSV verkar det stamma Gverens med
litteraturen. Kalvarna som drabbades av primérinfektionen, hade heller inga
maternella antikroppar kvar utan de antikroppar som bildades var de som deras egna
immunfdrsvar lyckats mobilisera. Maternella antikroppar finns kvar i kroppen 2,5-
5,5 manader (Kimman et al. 1987b, 1989c). Eftersom det var forsta gangen de
traffade pa viruset, saknade de minne, vilket troligtvis forklarar att variationen av
antikroppsnivaer vid primarinfektionen var stor och lagre an vid aterinfektion.

Varken IgG1 eller VN-antikroppar verkar skydda mot aterinfektion men majligen
mot allvarlig sjukdom, aven om bara fyra djur studerats. Antagandet baseras pa det
faktum att dessa kor hade milda respiratoriska symtom 2020, medan kor med
mattliga till allvarliga respiratoriska symtom 2020 var fodda senare an 2016. Vid
aterinfektionen 2020 pavisade man virusutsondring hos individerna och 1gG1-
antikropparna lag pa en titer pa ca 100-200. En individ provtogs inte for virus-
utséndring, men dven hon fick sedan forhéjda nivaer av saval 1gGl som VN-
antikroppar, vilket bevisar att d&ven hon blev aterinfekterad. Den individen hade
dock en IgG1 titer pa 409 fore aterinfektion. Med andra ord, titrar pa 100-200
verkar inte vara tillrackligt for att skydda mot aterinfektion eller virusutsondring
fyra ar efter en primarinfektion. Inte ens en titer pa 409 verkar skydda mot att kunna
bli aterinfekterad, men vi vet inte om den kon utséndrade virus. Alla djur fick bara
lindriga symptom, vilket &ven andra forskare beskrivit vid aterinfektion (Kimman
et al 1987a). Fyra individer som med IgG-antikroppar innan infektion utséndrade
virus, och bidrog troligen saledes till vidare smittspridning.

Resultatet indikerar att notkreatur kanske kan bli aterinfekterade redan efter ett ar
eller &nnu tidigare. Eftersom denna studie visar att IgG1-titrar runt 100-200 inte
skyddar fran att bli aterinfekterad eller utsondra virus efter fyra ar, ar det mojligt att
notkreatur kan bli aterinfekterade redan ett ar efter genomgangen primarinfektion
baserat pa enbart nivaer av antikroppar. Sedan kan det finnas andra immunologiska
processer som kan medfora att individerna skulle ha haft ett battre immunologiskt
minne efter ett ar, trots langa antikroppsnivaer. Tre av sju kalvar lyckas inte
mobilisera ett bra immunsvar alls efter primérinfektion, utan ligger mellan 174 och
219 i IgG1-titer bara 2-3 manader efter priméarinfektion. Tre andra individer fick
ett battre svar och lag pa titrar mellan 383-470, 2-3 manader efter primarinfektion,
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men dessa sjonk till att ligga mellan 219-248 efter bara ett ar. Det r bara en av sju
som lyckas bibehalla en relativt hog titer ett ar efter priméarinfektion.

Det gar alltsa inte att sdga hur lange djuren ar skyddade mot aterinfektion efter en
naturlig infektion baserat enbart pa IgG1 titrar. Det ar relativt sakert att garden inte
haft virus som cirkulerat eftersom man regelbundet provtagit sentineldjur som
under hela perioden varit seronegativa. Férdelen med denna studie ar att det har gatt
att pavisa att djuren har antikroppar, bade 1gG1 och VN, under lang tid efter en
priméarinfektion, da vi vet att de inte blivit aterinfekterande under forsoksperioden.
Det kraftigare antikroppssvaret efter aterinfektion, och att symptomen blev milda
efter aterinfektion, talar for att det finns ett immunologiskt minne som verkar
skydda mot allvarlig sjukdom. Om de dven skulle skydda under en viss tid mot
aterinfektion och utsondring av virus gar inte att saga eftersom djuren inte blivit
exponerade for viruset under fyra ars tid. For optimera vaccinationsstrategin ar detta
nagot som man behdver studera vidare.

| denna studie har vi bara studerat nivaer av IgG1 och VN-antikroppar i serum. Men
forskning (Kimman et al. 1987a) har visat att &ven det lokala antikroppssvaret, IgA,
ar av vikt vid bekdmpning av viruset vid aterinfektion. I studien sag de aven att
nivaerna av IgA steg snabbt och starkt vid aterinfektion, som talar for att det dven
finns ett lokalt minne i mukosan. | andra studier har Kimmat et al. (1987b, 1987c)
visat att VN-antikroppar uppkommer snabbt vid i tidig sjukdom, men att det saknas
korrelation till IgA och att IgM &ven &r viktigt vid bekd&mpning av viruset.

Andra forskare (Taylor 1995) har visat att har visat vikten CD8+ T-celler och
cytotoxiska t-celler &r centrala for tillfrisknande av en BRSV-infektion. Vid
tidpunkten av eliminering av viruset, atta till nio dagar, var halterna av CTL hoga i
blodet, medan kalvar som saknade CTL fortfarande utsondrade virus. Aven Knott
et al. (1998) har visat att immunsvaret mot BRSV bestdr av saval antikropps-
medierad som cellmedierad immunitet, men att cellmedierad immunitet verkar vara
det viktiga svaret for tillfrisknande. Viruset har egenskaper att driva ett Th-2 svar
som primart driver antikroppsmedierad immunitet (Gershwin 2012), vilket kanske
skulle forklara att det finns antikroppsminne kvar under sa lang tid som upp till fyra
ar efter en primarinfektion. Det kan vara sa att det dven kvarstar ett B-cellsminne
som blir det battre minnet istallet for T-cells-minne, sa vid en aterinfektion
mobiliseras primért en antikroppsmedierad och inte en cellmedierad immunitet med
cytotoxiska T-celler, vilket gor att djuren kan bli infekterade och utsondra virus.
Att antikroppssvaret av bade IgG1 och VN-antikroppar vid aterinfektion blir starkt
kan vara en bidragande faktor till att djuren inte blir allvarligt sjuka vid en
aterinfektion. Alternativt att det sa klart kan finnas ett visst T-cellsminne kvar som
mobiliseras, men inte sa snabbt att det forhindrar infektion med virusspridning men
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allvarlig sjukdom. | Gaddum et al. (1996a) har de dven teorier om att antikroppar
har en funktion i utvecklingen av CTL-svar, men att man inte kunnat faststélla
nagon korrelation mellan VVN-antikroppar och CTL-svar.

Mot bakgrund av att &ven andra immunologiska processer ar av betydelse for ett
immunologiskt svar och tillfrisknande vid sjukdom, verkar inte nivaerna av
antikroppar vara det viktigaste, utan bara det faktum att det finns antikroppar verkar
vara det som ar avgorande for att fa ett bra immunologiskt svar vid aterinfektion
och skydd mot allvarlig sjukdom vid aterinfektion.

Immuniteten i beséttningen verkar inte heller vara en viktig faktor for hur allvarligt
ett utbrott blir. Bada utbrotten bedomdes som relativt milda, med lag dodlighet,
trots att ca 80 % av djuren var naiva vid det andra utbrottet. I och med denna studie
vet vi aven att djur kan aterinfekteras och sprida virus. Den generella beséttnings-
immuniteten mot BRSV vid tiden for det andra utbrottet far anses vara lag, med sa
stor andel naiva djur och att de som hade antikroppar inte var skyddade mot
aterinfektion. Trots det utvecklades inte utbrottet till nagot allvarligt utbrott med
hog dodlighet. Vi vet att viruset r stabilt och inte muterar och att det inte &r virusets
cytopatogenicitet som orsakar sjukdom (Valentova et al. 2005; Valarcher & Taylor
2007), utan forskare har argumenterat for att det ar individens immunsvar som star
for det cytopatogena. Vad som da orsakar ett allvarligt utbrott med hog dodlighet
borde forklaras av andra faktorer, t.ex. genetik eller miljomassiga. Rent genetiskt
kan man tanka att individer som kan driva ett Th-1 svar och CTL (Taylor et al.
1995) troligtvis klarar av att hantera viruset battre utan att bli allvarligt sjuka. Det
vore dven intressant att studera ett allvarligt utbrott dar man dven ser till miljo-
massiga faktorer och hur andra sjukdomar paverkar djurens immunstatus. Till
exempel hur valmaende (hull, kvalitet pa foder, vatten, ventilation, stressniva, andra
smittor) ar dessa djur jamfort med djur fran ett milt utbrott. Det samma galler
eventuella andra smittor som kan ha medfort att djur vid ett allvarligt utbrott redan
ar nedsatta néar de drabbas av BRSV, och darmed inte kan bek&mpa RS-viruset.
Osterberg (2021, pers. med) forklarade t.ex. att ett av de tva djur som avled vid det
forsta utbrottet redan var mager, i daligt skick och befann sig i sjukstallet nar hon
kom i kontakt med RS-viruset.

Det blir saldes svart att dra nagra slutsatser kring besattningsimmuniteten, da vi inte
vet hur scenariot skulle bli vid aterinfektion lat oss sdga efter bara ett ar.
Antikropparna, 1gG1 och VN, var laga redan efter ett ar, i sa laga nivaer dar de
borde kunna ha blivit infekterade redan da. Givet att det inte ar andra delar i
immunforsvaret som skyddar mot att bli infekterad och sprida virus, t.ex. T-
minnesceller, eller andra immunologiska processer, och att dessa kanske kan ha
avtagit sa mycket att de kan bli infekterade igen. For att fa svar pa det behdvs studier
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i en besattning som far in smittan arligen for att se om det bara ar de naiva djuren
som drabbas da, eller om de som hade viruset aret innan har skydd och hur det i sa
fall ser ut. Det vore intressant att veta om ett notkreatur kan bli aterinfekterad redan
ett ar efter naturlig infektion och om den i sa fall sprider virus eller inte.

| den bésta av varldar vore ett vaccin som skyddar bade mot sjukdom och infektion
optimalt. De vaccin som finns pa marknaden nu ger bara ett kortvarigt skydd. Ett
nytt vaccin (PreF) verkar ge ett bra skydd dven efter en dos, men skyddet har inte
studerats senare &n tre manader efter vaccination (Valarcher et al. 2021). | och med
denna studie finns det storre belagg for att notkreatur som genomgatt en naturlig
infektion verkar ha ett skydd mot allvarlig sjukdom, men inte mot att bli infekterad
eller sprida virus. Det indikerar aven att notkreatur skulle kunna bli aterinfekterade
redan efter bara ett ar baserat pa IgG1 och VN-titrar. Det gor att arliga vaccinationer
kravs for att halla nere smittan, givet att man inte kan forska fram ett vaccin som
ger livslangt virologiskt skydd (d.v.s. battre an naturlig infektion). Det svara ar dven
kalvarna, vars maternella antikroppar gor att vaccinet fungerar samre, ger ett samre
skydd (Kimman et al. 1987a). Eftersom andra studier visar att lokalt immunférsvar
ar viktigt och att CTL-svar &r det centrala for tillfrisknande (Taylor et al. 1995),
verkar det vara svart att hitta ett sadant vaccin. Att framstalla ett vaccin som bara
ger 1gG och/eller VN-antikroppar verkar inte vara tillrackligt. Priset for ett sddant
vaccin far heller inte 6verstiga ett snittpris pa ca 130kr/individ/ar, vilket motsvarar
kostnaden/individ for ett milt utbrott av BRSV (Lefverman 2018).

Flera studier for att mata prevalens gors pa tankmjolk. Till exempel kom Ohlsson
et al. (2000) fram till att gardar i Mellansverige hade en prevalens pa 78,5 % i
tankmjolk och Uttenthal et al. (2000) kom fram till 54 % prevalens pa besattnings-
niva i Danmark. P4 individniva kunde jag visa att ett djur som stott pa viruset som
kalv, hade kvarstaende antikroppar i minst fyra ar efter infektion. Om resultaten
galler de flesta eller alla djur blir antikroppsnivaerna i tankmjolk pavisbara manga
ar efter ett utbrott. Eftersom viruset cirkulerar ofta pa gardarna, i synnerhet i de
gardar som ligger i omraden med hdg djurtathet (van der Poel et al. 1994) blir det
svart att sdga nagot om nar garden smittats och om djuren nu ar skyddade mot smitta
och virusutsondring genom att analysera antikroppar i tankmjolk.

Syftet med detta examenarbete var dven att kvantifiera IgG1 i mjolk pa individniva
och for att se om det finns en korrelation till antikroppstitrar i serum taget fran
samma individ. Det skulle kunna medfora att bonden sjalv kan ta mjélkprov fran
sina djur, vilket skulle vara enklare, billigare och inte invasivt. Dessvarre miss-
lyckades forsoken att rakna fram titrar, ens pa laga spadningar. Analys av outspadd
mjolk visade dock pa positivt resultat vid alla tillfallen (n=8). Det gick heller inte
att upprepa forsoket och fa samma resultat av som vid tidigare analyser och resul-
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tateten varierar mellan proverna och saknade helt ett logiskt monster. Slutsatsen blir
att frusen mjolk, troligtvis inte gar att anvanda for att kvantifiera mangden anti-
kroppar, utan enbart for att pavisa antikroppar. En del resultat av outspadd mjolk
visar pa 100 % eller t.o.m. lite 6ver, vilket kan bero pa att antikropparna i provet ar
mattade och/eller att det t.ex. var svarare att skolja ur brunnarna med mjolkprov
jamfort med serum, trots att instruktionerna foljdes. Eftersom motsvarande prover
for IgG1 i serum dessutom &r tamligen stabil dver tid for individen (titrar runt 200),
var forvantningarna ett mer stabilt IgG1-resultat &ven i mjolk om det funnits en
korrelation mellan IgG1 i serum och mjolk.

Eftersom mjolkanalyserna misslyckades gar det att ifragasatta min kompetens att
analysera med hjéalp av ELISA, men enbart 3,9 % (6 av 152) serumprover (inkl.
spadningar) visade pa ett ologiskt resultat. Det gick latt att gora spadningar och
regressionsanalyserna stamde val, i alla fall utom i sex, som da analyserades om.
Samtidigt som samtliga mjélkprover visar pa icke eller ologiskt resultat nar det
kommer till kvantifiering. Det gor att jag mer tror pa att det &r (den frusna) mjolkens
egenskaper och dess kanske mindre mangd antikroppar som medfor svarigheten i
att kunna kvantifiera mangden antikroppar. Aven efter kraftig omskakning (m.h.a.
en vortex-mixer) av mjolk ar mjolken/vatskan flockig och innehaller klumpar,
medan serum, visuellt, ser homogen ut. Jag misstanker att de antikroppar som finns
i mjolk inte ar jamnt fordelade i mjolken. Eventuellt kan frusen mjolk fatt andra
egenskaper. Kanske kan det dven vara sa att mjolk innehaller for lite antikroppar
for att kunna analyseras kvantitativt. Intressant vore att prova analysera farsk mjélk
for att se om det gar att uppna annat resultat da. Dessutom &r det enbart en individs
mjolk som har analyserats, sa nagon generell slutsats gar inte att gor baserat pa en
individ. En tanke var att upprepa forsoken igen, men inom ramen for detta examens-
arbete, tror jag inte att jag skulle kommit fram till ndgot annat resultat genom att
analysera samma individs mjolk fler ganger.

De stora slutsatserna jag kommit fram till i det har examensarbetet &r att notkreatur
verkar ha antikroppar, bade 1gG1 och virusneutraliserande, ofta i minst fyra ar efter
naturlig infektion av BRSV. Det finns dven samvariation mellan 1gG1 och VN-
antikroppar, men nivaerna av dessa verkar inte ge ett skydd mot att bli infekterad
och utsondra virus fyra ar efter en primarinfektion, daremot verkar de kunna bidra
till skydd mot allvarlig sjukdom. Ett visst immunologiskt minne verkar finnas i
minst fyra ar, da antikropparna, saval IgG1 som VN, blev hogre vid aterinfektion
av BRSV én vid priméarinfektion, &ven om det inte var statistiskt signifikant. Vid
primdrinfektion var dven den individuella variationen av antikroppar stor, men
mangden antikroppar verkar inte ha betydelse for det immunologiska minnet, da
samtliga analyserade prover pavisade antikroppar (IgG1) fyra ar efter infektion. Jag
har dven visat exempel pa att det gar att pavisa IgG1 i outspadd mjolk upp till fyra
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ar efter en primarinfektion, men att det inte har gatt att kvantifiera mangden 1gG1
och saledes heller inte kunnat visa pa ndgon samvariation mellan IgG1 i serum och
mjolk.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Bovint respiratoriskt syncytialt virus (BRSV) orsakar luftvagssjukdom hos kalvar,
men &ven hos vuxna notkreatur. Sjukdomen kan vara mild eller orsaka allvarlig
sjukdom. Den orsakar ett lidande for den som drabbas och stora kostnader for
bonden.

Viruset ar néra slakt med RS-virus hos ménniskan (humant respiratoriskt syncytialt
virus, HRSV), men noétkreatur kan inte smitta ménniskor eller vice versa. Fordelen
med att virusen &r lika &r att forskarna inom BRSV och HRSV kan hjalpa varandra
och dra nytta av varandras forskning.

Idag saknas det botemedel mot RSV for saval notkreatur som manniskor. Behand-
lingen bestar i understédjande behandling, smartstillande, febernedsattande, hjalp
att andas, bra omsorg, etc. Antibiotika kan vara aktuellt om individen aven drabbas
av en bakteriell infektion till foljd av viruset. Det saknas helt vaccin mot RS for
manniska och de vaccin som finns for notkreatur ger inte ett langvarigt skydd. Nas-
tan alla barn drabbas av RS-virus innan tva ars alder. Efter genomgangen infektion
kan man bli smittad igen, men da brukar det bara yttra sig som lattare forkylning
hos vuxna ménniskor. Man tror att det ar likadant for notkreatur.

Viruset har egenskaper att det kan undga kroppens egna immunforsvar, vilket ofta
ger ett utdraget sjukdomsforlopp med risk for komplikationer och sekundéra bak-
teriella infektion som leder till lunginflammationer. Forskare menar att det &r
individens egna immunfdrsvar som avgor hur allvarlig sjukdomen blir. De individer
som lyckas mobilisera ett battre immunforsvar klarar sig med lindrigare symptom.
Nagra komponenter i forsvaret kan dock forvérra situationen.

Syftet med detta examensarbete var att undersoka hur l&nge notkreatur har kvar
antikroppar mot BRSV i blodet, eftersom den kunskapen inte riktigt ar kartlagd.
Forfattaren ville ocksa undersoka om dessa antikroppar kan ge ett skydd emot att
kunna bli aterinfekterad och utsondra virus, samt undersoka mojligheten att kunna
kvantifiera antikroppar i ko-mjolk, sa att bonden kan ta ett mjolkprov i stallet for
att en veterinar behover aka ut till garden for att ta ett blodprov.
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Resultatet av studien visade att ntkreatur har antikroppar kvar i blodet upp till fyra
ar efter en genomgangen sjukdom, vilket motsvarar 78 % av deras forvantade
livslangd. Antikroppsnivaerna sjonk dock ganska snabbt och var laga redan efter ca
ett ar. Denna laga niva av antikroppar skyddade inte korna fran att bli aterin-
fekterade och utsondra virus, men precis som hos ménniskan, orsakade inte
aterinfektionen en allvarlig sjukdom hos de vuxna djuren som ingick i denna studie.
De fick bara milda forkylningssymptom nar de aterinfekterades. Inga djur dog vid
aterinfektion, trots att det finns beskrivet att dodligheten vid BRSV kan bli sa hog
som 20 %. Undersokningen baseras pa bara sju individer, darfor gar det inte att dra
nagra generella slutsatser eller slutsatser med statistisk signifikans, men data
antyder &nda att det skulle kunna vara pa det har sattet. Forskare har tidigare talat
om att det kan vara sa att djur inte kan aterinfekteras, eller att de bara far milda
symtom om de aterinfekteras. Nu vet vi att de kan aterinfekteras trots antikroppar,
vi vet att individer kan ha antikroppar under lang tid och att de individer vi
undersokte bara fick milda symptom.

Aven i de frysta mjolkproverna kunde antikroppar pavisas. Det gick daremot inte
att precist kvantifiera dessa, vilket gor att bonden inte kan anvanda mjolkprover for
att mata mangden antikroppar i mjolk utan bara for att pavisa att kon har anti-
kroppar. Alla prover som undersoktes visade att det gar att pavisa antikroppar i
mjolk upp till fyra ar efter en genomgangen infektion.

Sammanfattningsvis bidrar kunskapen fran detta examensarbete till en ckad for-
staelse for hur antikroppsskyddet hos notkreatur ser ut efter en naturlig infektion av
BRSV. Forhoppningen &r att denna kunskap skulle kunna bidra till foérbattrad
vaccinationsstrategi for notkreatur, for att helt kunna undvika smittspridning.
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