ische co
behandeling van de

‘een hu
guess - dieren.
® |50 9001:2000 gecertificeerd zorgt
voor een gegarandeerd vertrouwen.

Route des Chénes Secs - BP 5
33940 LE GENEST-ST-ISLE - France
Tél : +33(0) 2 43021191
Fax : +33(0) 243 020015

E-mail = service.commercial@elevage-janvienfr
Site-web : www janvier-breedingeenter.com

Uw vertegenwoordiger in de Benelux :

Bio Services
www. bio-services,nl
info@bio-services.nl

postbus 29 telefoon + 31 {o)sg13 20 50 30
5400 A Uden  Fax + 31 (0)413 20 50 39

hFAG R-PRER/ 1 DaTd

Cavia’s met een dip:
negatieve serologie bij
enzootische infectie

R. Boot, L. van de Berg
Afdeling Proefdiermicrobiologie-L1S, RIVM

Screening van proefdieren op aanwezigheid van pathogene micro-organismen
kan in principe op twee manieren gebeuren (1).

Geprobeerd kan worden de micro-organismen zelf aan te tonen (bijvoorbeeld via
microcopie, kweek of een PcR) of er kan geprobeerd worden antistoffen tegen

de micro-organismen te bepalen (serologie). De rationale van serologie is dat

na een eerste blootstelling dieren binnen korte tijd antistoffen zullen vormen (2).
Serologie wordt vooral gebruikt voor het opsporen van virusinfecties, maar het
is ook toepasbaar voor de detectie van infecties door bacterién en parasieten.
Voorwaarde is uiteraard dat de dieren immuuncompetent zijn.

Door de immunologische respons worden soms de oorzakelijke micro-organismen uit-
geschakeld. Dit komt voor bij een enkele virusinfectie, bijvoorbeeld infectie door muis
hepatitis-virus (MHV). Als alle dieren in de kolonie de infectie hebben doorgemaakt, kan
de kolonie weer vrij worden van MHV (‘selflimiting’ infectie). Dat geldt overigens niet
voor immuundeficiénte dieren, want die maken geen of maar heel weinig antistoffen.
De regel is dat, ook bij immuuncompetente dieren, de micro-organismen aanwezig blij-
ven (persistente infectie). Bij fokdieren mag je dan verwachten dat antistoffen worden
doorgegeven naar de jongen. Maternale antistoffen zijn bij de jongen met antistoftesten
aantoonbaar (3).

Deze passief verkregen maternale immuniteit in de vorm van antistoffen kan leiden tot
remming van de antistofrespons bij de nakomelingen en die komt pas op gang als de
maternale antistoffen zijn verdwenen (4, 5) en hetimmuunsysteem van het jonge dier
voldoende ontwikkeld is.

Dat roept de vragen op:

1 hoeisin een enzodtisch besmette kolonie het verloop van het antistofniveau bij de
jonge dieren,

2 isereen periode tussen afname van maternale antistoffen en het opgang komen van
de eigen antistofrespons waarin het antistofniveau zo laag is dat serologisch onder-
zoek negatief kan zijn.

De enige manier om zulke vragen te kunnen beantwoorden is jonge dieren in de

tijd serologisch te vervolgen. Gekozen is het onderzoek uit te voeren met Haemo-

philus besmette cavia’s. Bij de cavia worden maternale antistoffen tijdens de

dracht doorgegeven via de placenta (3).
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Dieren

We hebben tien drachtige HSDCpb:DH cavia’s (leeftijd 6-7 maanden) besteld uit een met
Haemophilus-bacterién besmette fokkolonie. Deze waren geselecteerd op aanwezigheid
van een hoog niveau aan antistoffen tegen Haemophilus in de ELISA. De zeugjes werden
halverwege de dracht aangevoerd en wierpen binnen een week. In twee worpen bleken
alle jongen (n=11) dood geboren. De resterende acht zeugjes wierpen samen 34 jongen
waar van er vijf dood werden geboren. De 29 levende jongen waren twaalf mannetjes en
zeventien vrouwtjes. Drachtige zeugjes waren tot het werpen individueel gehuisvest en
daarna met hun jongen totdat die op drie weken leeftijd werden gespeend. Bij het spenen
werden vier groepen jonge zeugjes en vier groepen jonge beertjes gevormd uit de wor-
penien2;3en4;s5en 6;7en 8. Alle dieren werden in open kooien samen gehouden in
een dierkamer.

Microbiologisch onderzoek

Voorgenomen was per worp twee jongen in de tijd serologisch te volgen.

Van de vijf worpen met meer dan twee levende jongen werden jongen opgeofferd om
aanwezigheid van Haemophilus te kunnen bewijzen (tabel 1). De resterende zeventien
dieren werden in week 18 (n=8) en week 21 (n=9) opgeofferd. Alle opgeofferde dieren wer-
den op Haemophilus-besmetting in de pharynx onderzocht via kweek en pcRr (6, 7).
Bloedmonsters werden verzameld van alle acht zeugjes direct na het werpen en bij het
spenen. Bloedmonsters werden ook verzameld van alle beschikbare jongen; door de tus-
sentijdse afvoer van jonge dieren nam het aantal bloedmonsters uiteraard in de loop van
de tijd af (tabel 1) en voor een groep eindigde het onderzoek bij het spenen. Dieren van
zeven worpen werden dus in de tijd gevolgd.

monstername (week) o 1 2 3 6 9 12 15 18 21
kweek/pPcr n= 2 4 1 2 1 1 8
sera n=| 29 27 23 22 19 19 19 18 17 9

Tabel 1. Monsternamen bij jonge cavia’s geboren uit Haemophilus besmette zeugjes.

Alle sera werden getest in de ELISA met antigeen van twee Haemophilus-isolaten H21 en
H35 (6). In beide testen werden ook negatief en positief controleserum (verkregen via
immunisatie bij cavia’s) getest. De antistofactiviteit van ieder serum werd uitgedrukt als
percentage van de activiteit van het bijbehorende positief controleserum. Deze rekenwij-
ze nivelleert het effect van ‘dag tot dag variatie’in de ELISA. Een serum werd positief ge-
scoord als de ELISA-activiteit >30% was van die van het controleserum. De reden
is dat dan bij het screenen van groepen dieren meestal een goede correlatie
bestaat tussen de resultaten van onze serologie en die van kweek/pcR.
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Resultaten en discussie

Kweek/PcrR
Alle moederdieren en hun jongen bleken met Haemophilus-bacterién besmet. Circa 100
Haemophilus-isolaten werden bewaard voor epidemiologisch onderzoek.

Serologie

Met beide antigenen konden bij de zeugjes antistoffen tegen Haemophilus worden aange-
toond (Tabel 2). Ook pasgeboren jongen vertoonden alle antistofactiviteit in beide testen.
De gemiddelde antistofniveaus van moeders en jongen waren vrijwel gelijk, maar niet
significant gecorreleerd.

Moeders met relatief lage antistofniveaus leken efficiénter immuunglobulinen door te
geven dan moeders met hogere antistofniveaus. De hoeveelheid immuunglobulinen die
kan worden doorgegeven wordt overigens beperkt door het aantal receptoren in de pla-
centa (3).

Tabel 2. ELisA-antistofactiviteit tegen Haemophilus H21- en H35-antigenen in sera van Haemophilus
besmette cavia’s en hun jongen bij de geboorte.

antigeen zeugjes jongen lineaire correlatie R2
Haemophilus H21  x £ sd 102 6 1047 0.29 (p > 0.05)

pos 8/8 29/29
Haemophilus H35  x £sd 88t5 88 + 12 0.22 (p > 0.05)

pos 8/8 29/29

Afbeelding 1. ELISA antistofactiviteit tegen Haemophilus H21 antigeen bij ratten

geboren uit Haemophilus besmette ouders. ——1
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als percentage van de OD van het positief controleserum (C+)
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Afbeelding 2. ELISA antistofactiviteit tegen Haemophilus H35 antigeen bij ratten
geboren uit Haemophilus besmette ouders.
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Afbeelding 1 en 2 geven het verloop van de antistofniveaus voor de acht worpen (een groep
eindigde bij het spenen). De gegevens zijn per worp berekend omdat er geen duidelijke
verschillen waren in antistofactiviteit tussen individuen van een worp; evenmin tussen
zeugjes en beertjes.

De antistofactiviteit daalde in alle worpen binnen 6-9 weken. In de Haemophilus H21-ELIsA
(Afb. 1) vertoonden vijf van de zeven worpen na de daling een toename in antistofactiviteit
(seroconversie).

Beide overige worpen hielden een lage activiteit tot aan het eind op 21 weken leeftijd. In
de Haemophilus-H35-EL1sA (Afb. 2) lieten alle worpen een daling zien, en twee van de zeven
vertoonden na enig tijd een geringe seroconversie.

ELIsA activiteit tegen het H21-antigeen was in alle monsters en dus in alle worpen hoger
dan die tegen het H35-antigeen. De verhouding tussen ELISA activiteit tegen beide antige-
nen varieerde per worp en per monsternametijdstip.

Wat is nu het effect van het verloop van het antistofniveau op het aantal positieve dieren
dat wordt gescoord. Het aantal wordt natuurlijk bepaald door de grenswaarde (cut off) die
in de test gekozen wordt. Wij gaan vaak uit van een grenswaarde van 30% van de activiteit
van de positieve controle.

Bij een lagere grenswaarde neemt het aantal positieve scores toe (maar wordt de specifici-
teitvan de test minder; bij een hogere grenswaarde neemt het aantal positieve scores af en
wordt de specificiteit groter.

Ce Afbeelding 3 geeft het verloop van het antistofniveau in beide ELIsA’s naar leeftijd. De
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curves zijn berekend uit alle beschikbare individuele meetwaarden.
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Het verloop van de curves voor antistoffen tegen H21- en H35-antigeen is daarom wel wat
voorspelbaar: vanaf de geboorte een daling en vanaf negen weken een beperkte toename.
Het percentage positieve monsters is voor beide testen aanvankelijk 100 maar het daalt.
De daling is beperktin de H21-EL1sA en komt niet onder de 50%. De daling is sterk in de
H35-ELISA en op zes en negen weken leeftijd zijn er geen seropositieve dieren. Het aantal
neemt wel weer toe, maar het percentage positieve sera kom niet boven de 40.

Afbeelding 3.
Antistofactiviteit en seroprevalentie voor antigenen van Haemophilus H21 en H3s.
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Het percentage positieve monsters ofwel de seroprevalentie, is dus bij de Haemophilus
besmette cavia’s leeftijdsafhankelijk.

De (sero)prevalentie die in een besmette kolonie wordt gemeten bepaalt de kans dat een
infectie kan worden aangetoond. Als, zoals bij de geselecteerde moederdieren, de preva-
lentie 100% is, is onderzoek van één dier voldoende. Als voor controle van de caviakolonie
alleen sera van 6-9 weken oude dieren zouden zijn onderzocht met de EL1sA met H35-
antigeen, dan waren geen aanwijzingen voor infectie gevonden.

Blomgvistetal. 2002 (8) bepaalden ELISA-antistoffen tegen Parainfluenza 3-virus bij
enzootisch geinfecteerde cavia’s. De hoogste titers werden gezien bij moederdieren en
bij jongen direct na de geboorte. Het antistofniveau bij de jongen daalde en hetlaagste
niveau werd na 4-5 weken bereikt. Vanaf zeven weken kon bij de jongen seroconversie
worden aangetoond. In de tussenliggende periode werden alle dieren ELISA negatief ge-
scoord.

Bij enzooétische Rotavirus-infectie lieten jonge konijnen een daling zien van antistofni-
veaus tot circa twee maanden, en na een korte periode van lage reactiviteit, trad serocon-
versie op (9).

Bij cavia’s en bij konijnen worden maternale antistoffen tijdens de dracht doorgegeven
(3); er kan bij de jongen alleen een daling in het niveau worden gevonden.
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Bij de rat en de muis is de doorgifte van maternale antistoffen tijdens de dracht en via de
melk (3). Dat betekent dat bij de geboorte al antistofactiviteit kan worden gemeten.

Wij hebben ook een leeftijdstudie gedaan bij met Haemophilus besmette ratten en von-
den bij jonge ratten antistoffen direct na de geboorte, een piekniveau na 1-2 weken (door-
gifte via melk!), vervolgens een daling en tenslotte seroconversie vanaf 9-12 weken (10).

Al deze waarnemingen geven aan dat bij serologische monitoring van knaag-
dieren en konijnen op virale en bacteriéle infecties rekening moet worden
gehouden met een leeftijdafhankelijke seroprevalentie. Het gevolg is een van
de leeftijd afhankelijke kans op het vinden van aanwijzingen voor besmetting
bij een enzodtische infectie. Die kans kan zelfs nul zijn, terwijl de kolonie toch
besmet is.

Monsternamestrategie

Als de seroprevalentie sterk afhankelijk is van de leeftijd van de onderzochte dieren,
heeft dat betekenis voor de strategie van de monsternamen. We doen hier enige sug-
gesties voor verschillende situaties die zich in de praktijk voordoen. Denkelijk zijn deze
algemeen toepasbaar bij knaagdieren en konijnen, maar men moet zich realiseren dat de
antistofkinetiek bij andere enzodtische infecties vrijwel niet is bestudeerd.

FELASA raadt aan voor serologisch onderzoek dieren ouder dan acht weken te kiezen (1).
Dit is ingegeven door de ervaring dat de neonatale immuunrespons op sommige poly-
sacchariden-antigenen relatief matig is, maar 3-4 weken oude muizen en ratten serocon-
verteren snel na experimentele bacteriéle infecties op zulke antigenen (10).

Het komt voor dat een onderzoeker dieren wil uit een kolonie die niet eerder is onder-
zocht.

Hetlijkt dan verstandig dieren van verschillende leeftijden te kiezen: pas gespeend; 9-12
weken en ouder dan 20 weken.

Als de antistofactiviteit een patroon vertoont als in afbeelding 3, dan is vermoedelijk
sprake van een enzodtische infectie. Als het antistofniveau op 9-12 weken duidelijk ho-
ger is dan bij beide andere groepen zijn er sterke aanwijzingen voor een recente infectie.

Veel vaker worden dieren geput uit een eerder onderzochte, en niet-geinfecteerde kolonie.
Hier kan volstaan worden met monstername van dieren van 9-12 weken leeftijd. Anti-
stofactiviteit wijst op een recente infectie.

Klassieke sanering via hysterectomie en na fostering op seronegatieve dieren.
Het verdient aanbeveling de moederdieren in de weken voor de hysterectomie zodanig
te houden dat geen nieuwe infecties kunnen optreden. Voorkomen moet worden dat de
jongen in utero worden geinfecteerd met micro-organismen waarop het immuunsy-
steem van hetjonge dier nog niet kan reageren. Dat levert het risico op van een
levenslange infectie zonder antistofrespons (immuuntolerantie) (2).

()
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Als nieuwe infecties, voorafgaand aan hysterectomie, kunnen worden uitgesloten past
monstername bij de donor- én fosterdieren, en herhaalde monsternamen bij de jonge
dieren: pas gespeend; 9-12 weken en ouder dan 20 weken. Het niveau van eventueel
aanwezige maternale antistoffen zal altijd dalen omdat de immuunglobulinen in de
stofwisseling worden afgebroken. Dit geldt echter voor zowel geinfecteerde als voor niet-
geinfecteerde jongen. Men moet helaas geduld hebben. Is het antistofniveau blijvend
laag dan is verticale infectie niet aannemelijk. Bij seroconversie na de dip, is de sanering
mislukt. Dat is ook zo als de fosterdieren bij het spenen van de jongen antistoffen heb-
ben ontwikkeld. Onderzoek van donordieren geeft altijd informatie op welke infecties
bij de jongen men bedacht moet zijn.

Er kan tijd gewonnen worden door enige weken na hysterectomie sentinels in te zetten;
die zullen binnen korte tijd na infectie seroconverteren; hoe snel sentinels worden be-
smet hangt echter van allerlei factoren af (12). Men moet er natuurlijk wel zeker van zijn
dat de sentinels zelf geen bron van besmetting kunnen zijn.

Als laatste de sanering via embryotranplantatie in seronegatieve fosters

Hier heeft men in principe geen last van transmissie van maternale immuniteit (maar
pas op: oudere fosterdieren kunnen in sommige antistoftesten wel enige antistofactivi-
teit vertonen).

Hier past monstername bij fosters en jongen op speenleeftijd of eventueel later om er
meer zeker van te zijn dat ze immuuncompetent zijn. Bij sanering van immuundeficién-
te modellen is men aangewezen op testen van immuuncompetente fosterdieren.
Hetvinden van antistofactiviteit wijst op recente intercurrente besmetting na de
embryotransplantatie.

Resultaten van serologisch onderzoek moeten bevestigd kunnen worden met
een methode waarmee het micro-organisme zelf kan worden aangetoond. Lukt
dat niet met een methode die bewezen valide is, dan kan niet tot infectie worden
besloten (serologie fout positief).

Vrijwel altijd worden testresultaten vermeld als aantal positief/aantal onder-
zocht. Dat geeft geen inzicht in het niveau van antistofactiviteit. De interpretatie
wordt gemakkelijker als titers worden gegeven of de activiteit wordt uitgedrukt
als percentage van de activiteit van het controleserum. Voor de interpretatie van
negatieve resultaten van serologisch onderzoek moet bovendien de leeftijd van
de dieren bekend zijn.

Literatuurlijst op de volgende pagina.
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