Slutrapport 2007-2008 for projektet: Karies hos hést — studier avimmunsvaret mot
Streptococcus devriesei

GENERELL BAKGRUND TILL PROJEKTET

Fram till mitten av 1990-talet var karies, definierat som ett hal orsakat av bakteriell
nedbrytning av cement, dentin och emalj, ndgot som sags hos enstaka histar i alderskategorin
15 ar och éldre. I en rapport fran 1988 avseende svenska héstars munhalestatus "’ meddelades
en kariesfrekvens pé c:a 1 % bland landets héstar. Den forsta oxeltanden, molar 1 (M1), var
den tand dar flest kariesangrepp sags. Frekvensen karies i den svenska héstpopulationen
upplevs direfter ha dkat och dé framforallt bland hdstar yngre dn 15 ar. Den del av tuggytan
som bendmns infundibulum i 6verkdkens forsta kindtdnder, premolar 2 (P2), upplevs vara
som den lokalitet dar 6kningen varit som storst. Vid genomgéng av tandvardsjournaler fran ar
2000-2006 forda vid djurtandvardskliniken i Soderkdping och hastkliniken pa SLU, Uppsala,
diagnostiserades infundibuldr karies hos mellan 6 — 10 % av munhéleundersokta hastar.

Vi har 1 en tidigare studie isolerat en dittills okdnd art av Streptokocker, Streptococcus
devriesei, fran karieslesioner hos histar ). Denna bakterie har egenskaper som kan gora den
mer aggressiv 1 samband med kariesangrepp dn de besldktade streptokockerna i1 familjen
Mutans som forknippas med hal i tinderna hos ménniska. I en uppfoljande studie har
Lundstrom et al. @ visat att denna bakterie 4r starkt forknippad med P2 karies hos hst.
Bakterier som koloniserar slemhinnor och tdnder ger upphov till ett immunsvar bl.a. 1 form av
antikroppar i saliv. Fran studier av ménniskor vet man att barn redan vid 1-2 manaders alder, i
saliv, har IgA-antikroppar mot bakterier som koloniserat tarm och munhala . Nir sedan
barnets tdnder bryter fram upptrader antikroppar mot sddana bakterier som behover hérda ytor
for tillvaxt, exempelvis S. mutans, bade 1 saliv (IgA) och serum (IgG). Vidare vet man fran
studier 1 méanniska, primater och gnagare att det lokala immunsvaret mot bakterier som
orsakar karies kan skydda mot sjukdomen ©. Skyddet medieras framforallt genom
bakteriespecifika IgA-antikroppar 1 saliv. Dessa antikroppar kan forhindra att bakterierna
faster till och ackumuleras pé tandytorna och eventuellt dven hdmma bakteriernas
metabolism. Man har &dven visat experimentellt att man genom vaccination med
bakterieproteiner kan inducera IgA 1 saliv och ddarmed ett visst skydd mot kariesangrepp.

Immunforsvaret i hdstens munhéla ar dock i1 dagslaget timligen outforskat. Néagra tidiga
studier 7 har med hjilp av radiell immundiffusion visat att IgA 4r den dominerande
immunglobulintypen 1 héstsaliv. Vidare har den organiserade lymfoida vdvnaden i histens
munhala och svalg studerats morfologiskt ®'". I dessa studier har man bl.a. identifierat B-
celler positiva for IgA, 1gG4 respektive IgG3+5, framforallt 1 lymfolliklarnas germinala
centra 1 de olika typerna av tonsillvivnad som finns i histens oropharynx (7. lingualis, T. veli
palatina och T. palatina). Hogst frekvens av IgA-positiva B-celler noterades 1 mjuka
gommens tonsillvivnad. Vad betrdffar héstsaliv fanns vid starten av detta projekt alltsa inga
resultat tillgédngliga ddr man anvint moderna reagens for att identifiera och kvantifierar olika
typer av immunglobulin. Vidare var de tillgédngliga reagensen for hést-IgA inte
karaktériserade och hdstens IgA-system mycket ofullstandigt kartlagt.

Malséittning

Projektets Overgripande syfte ar att fa okad insikt i hdstens antikroppsmedierade och
cellmedierade immunsvar vid S. devriesei-infektion. For att uppna detta har vi under den
gangna projektperioden arbetat med fo6ljande delprojekt: 1) Detektion av hdst-IgA -
karaktdrisering av reagens och utveckling av metodologi 2) Identifiering av sekretoriskt IgA
hos hdst 3) Inventering av antikroppar i hdstsaliv 4) Detektion av S. devriesei-specifika
antikroppar i saliv



Resultaten fran delprojekten redovisas i detalj nedan. Sammantaget bidrar resultaten fran
projektet med ny kunskap om héstens orala immunforsvar, sarskilt det mot S. devriesei vilket
ar mycket viktigt for var forstdelse av kariesproblematiken hos hést och utveckling av
profylax mot denna. Resultaten torde ocksa vara av vikt for forstaelsen av kariesutveckling
hos minniska och dven bidra till att 6ka den generella kunskapen om immunforsvaret mot
orala patogener hos hést. Projektet dr ett tvarvetenskapligt samarbete mellan Ove Wattle och
Torbjorn Lundstrom, SLU, Eva Wattrang, SVA, och Gunnar Dahlén, Goteborgs Universitet

RAPPORTERING AV DELPROJEKTEN

1) Detektion av hdst-1gA - karaktdirisering av reagens och utveckling av metodologi
Bakgrund

Eftersom IgA 1 de flesta djurslag anses vara den dominerande typen av immunglobulin i saliv
inledde vi arbetet 1 detta delprojekt med att inventera tillgéngliga reagens for hést-IgA samt
att sitta upp och validera en ELISA metod for att méta hést-IgA. 1 dagsldget finns tva
monoklonala anti-hdst IgA antikroppar beskrivna, 2G5 och 3E7. Vidare salufor ndgra olika
foretag polyklonala anti-hdst IgA antikroppar varav vi har arbetat med en frdn AbD-Serotec.
Ingen av dessa antikroppars exakta specificitet, dvs. vilken del av hést-IgA de binder, var
dock kind och det var heller inte kdnt under vilka forhallanden de kan anvindas. Kdnnedom
om detta dr givetvis avgorande for reagensens anvidndbarhet och for att kunna utvirdera
resultat frdn analyser dir de anvinds. Darfor har vi lagt vikt vid att karaktérisera dessa anti-
hést IgA antikroppar.

For att bestimma koncentrationen av IgA i

histsaliv dmnade vi anvinda ELISA-metodik. ja’ g I AR | AN AN ER
En hést-IgA-ELISA baserad pd antikropparna ,qs

2G5 och 3E7 finns beskriven i litteraturen '* e B o

9 Den beskrivna ELISA:n har anvints till att

jamfora IgA nivaer t.ex. i nasalsekret mellan

olika prover genom att jdmféra hur stor 1A 2a 1B 2B 2A 4A  SA
absorbans som fargreaktionen 1 ELISA:n

genererar 1 olika prov (OD-vérden). Detta a8l 3A s5A 3B 5B
tillvigagangssitt ger dock endast ett relativt

matt pa [gA-nivéan i provet. Vi avser emellertid

att bestimma “absoluta” IgA-koncentrationer i ppiaq o o v 2298 58

héstsaliv bl.a. for att detta ger oss mojlighet att
direkt jidmfora koncentrationerna av olika o )
. . . . . . Figur 1. Dot-blot pa nativa (A) och reducerade (B) prover fargade med
immunglobulintyper i t.ex. saliv. Vi behovde  antikropp 265,327 respekive AAI34 mot histgA

Ao 1 aqt- 1. Hastsaliv 2. Amoniumsulfatfalld hastsaliv 3. Nasalsekret 4. Serum
dart})r en preparation av renat hést Ing att ¢ Negaﬁv'komro” (16% BSAPES)
anvianda som standard 1 IgA-ELISA:n. Nagon
sddan preparation av hést IgA finns dock inte tillgénglig kommersiellt. Da saliv torde vara den
enklast tillgdngliga kéllan fOr storre méngder sekretoriskt IgA och andelen andra
immunglobuliner sannolikt r 1aga i histsaliv 7 valde vi dérfor histsaliv som killa till var
IgA preparation.

Material och metoder

Antikroppar mot hdst-IgA: Av de tvd monoklonala anti-hdst IgA antikropparna finns
antikropp 2G5 tillgénglig kommersiellt (AbD-Serotec; MCA629). Antikropp 3E7 fick vi
tillgang till genom samarbete med Dr Karin Haverson, Bristol University, England. Vi har
dven arbetat med polyklonalt get anti-hést IgA fran AbD-Serotec (AAI34).



1 2 3 Mw Dot-blot analys: Olika prover innehallande hast-IgA (t.ex.
e saliv, nasalsekret eller serum) applicerades och torkades in
pd membran av nitrocellulosa. Membranet blockerades 1
kpa fosfatbuffrad koksaltbuffert (PBS) med 5% mjolkprotein,
. 200 tvittades och inkuberades sedan med respektive anti-hdst
IgA antikropp (primérantikropp) eller HRP-konjugerad anti-
hist IgG (Jackson ImmunoResearch; 108-035-008). Efter
tvitt inkuberades membran med anti-IgA antikroppar med
e 97 HRP-konjugerad sekunddrantikropp (DakoCytomation), anti-
mus Ig respektive anti-get Ig (beroende pa primarantikropp).
W 66 Detektion av respektive antikropps bindning visualiserades
med 3, 3’-diaminobenzidine (DAB), ger brun farg vid
reaktion med HRP, alternativt ECL, avger ljus vid reaktion
ot Comase 057, med HRP vilket srtar uskinsiig film.
storlek motsvarande sekretoriskt IgA. 1. Obehandiad ~ Rening av IgA frdn hdstsaliv: Salivprover fran ett flertal
Ratealy2 & 5 AcomsiEldiatsaly hidstar sammanblandades och proteiner, framforallt
Mw Molekylviksstandard R R R .
immunglobuliner, falldes ut med méttad
amoniumsulfatlsning. De fallda proteinerna 16stes upp i PBS, pH 7.0, och applicerades pé en
protein G kolonn (HiTrap Protein G HP, GE Healthcare) enligt tillverkarens instruktioner.
Béde de proteiner som inte band protein G (’genomflddet”) och de som band protein G och
déarefter ”16sgjordes” (eluerades) efter sdnkning av pH till 2.7 (“eluatet”) analyserades for
innehall av IgA respektive IgG med dot-blot teknik. Genomflddet befanns innehalla enbart
IgA och IgA- (d.v.s. protein-) koncentrationen bestimdes med Bradford-test.
ELISA for kvantifiering av hdst-IgA: En sandwich-ELISA etablerades med hjdlp av de
polyklonala get-anti hast-IgA antikropparna (AAI34) och den monoklonala antikroppen 2GS.
ELISA-plattor (MaxiSorp, Nunc) coatades med antikropp AAI34. Efter inkubering dver natt
och tvitt blockerades brunnarna med med 4% bovin serumalbumin (BSA) 1 PBS. Efter
inkubering och tvitt tillsattes prov respektive IgA-standard. Salivproverna titrerades i atta 2-
stegs spaddningar fran ursprungsspadningen 1:1000. Efter inkubering och tvitt tillsattes
antikropp 2G5 och efter ytterligare inkubering och tvitt tillsattes sedan HRP-konjugerad anti-
mus Ig. Efter inkubering och tvitt detekterades bindning med substratlosning, 1 mM 3,5,3°,5°-
tetrametylbenzidin 1 0,1 M kaliumcitrat buffert, fargreaktionen stoppades med H,SO4 och
absorbansen mittes vid 450 nm. Som IgA-standard anvidndes den renade och
koncentrationsbestimda preparationen av hist-IgA (se ovan).
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Resultat och Diskussion

De olika anti-IgA antikropparnas formaga att detektera hist-IgA i olika typer av prover, saliv,
nasalsekret eller serum analyserades med dot-blot teknik (Figur 1). Vi fann dé att antikropp
2G5 endast detekterar IgA 1 saliv eller nasalsekret men inte i serum och dérfor sannolikt &r
specifik for s.k. sekretoriskt IgA (se nedan). Antikropp 3E7 och de polyklonala antikropparna
detekterade IgA 1 samtliga provtyper. Vidare undersokte vi ifall antikropparna kunde
detektera IgA vid s.k. reducerande forhdllanden d.v.s. ndr proteiner &r “uppdelade” i sina
mindre enheter och t.ex. IgA &r uppdelad i bl.a. tunga och létta kedjor (Figur 1). Vi fann da att
antikropparna 2G5 och 3E7 inte detekterade IgA vid reducerande forhédllanden utan enbart i
dess nativa (”naturliga”) form medan den polyklonala antikroppen kunde anvidndas vid bade
nativa och reducerande forhallanden. Denna information dr ny och avgoérande for att veta i
vilka metoder reagensen kan anvéndas och vilken typ av IgA man detekterar i analyserna.



For att sédtta upp en metod att bestimma koncentrationen av IgA 1 hastsahv behovde vi en
preparation av rent hést-IgA. En metod att rena IgA fran ; e
histserum baserad pa bl.a. jonbyteskromatografi finns
beskriven ¥ och vi inledde arbetet med att applicera
denna metod pa héstsaliv (se delrapport fran 2007).
Metoden visade sig fungera vil tekniskt men utbytet av
renat IgA var alltfor lagt for att den skulle vara realistiskt
anvéndbar for vart andamal. Vi behovde darfor etablera
en alternativ metod for IgA rening. Vid analys av
hastsaliv med gelelektrofores (PAGE; se nedan) och
proteinfargning fann vi att saliven endast inneholl ett
fatal proteiner (Figur 2). Efter féllning med
amogiumsu}fat reducerades ar}talet proteiner ytterligare T
och 1 princip endast ett band 1 storlek motsvarande vad  innehall under rening av amoniumsulfat falld hastsaliv
som forvintas av sekretoriskt IgA observerades. Dot-blot g:n%rﬁfﬁgfﬂ":ge Sk ;‘:;“'vﬂ“’h‘j:g;?v
analys av de féllda proteinerna visade att preparationen  kontroll (10% BSAiPBS) 5. Fald héstsaliv 6. 2:a
innehdll framforallt IgA men dven IgG (Figur 3). Det var RS
tidigare visat att protein G binder hist-IgG men inte hist-IgA '?. Vi renade dérfor de fillda
proteinerna ytterligare genom att anvidnda en protein G kolonn och kunde direfter visa att
endast IgA fanns kvar 1 preparationen (Figur 3). [gA-koncentrationen kunde sedan bestimmas
och preparationen anvdndes som “guld-standard” i

rasmacel -'})’)\,*}‘ ELISA-testet. Vi satte upp en sandwich-ELISA med
. B hjélp av de polyklonala get-anti hist-IgA antikropparna
Submucosa  § g § pioR (AAI34) och den monoklonala antikroppen 2GS5.
4 *R} ELISAn detekterade ned till 0,26 pg IgA/ml och det
8 \ linjdra detektionsintervallet gick upp till 8,5 ng IgA/ml.
Y Eftersom antikropp 2G5 anvénds detekterar ELISAn
> sannolikt endast den sekretoriska formen av hist-IgA.
-) Om man vill inkludera dven andra former av IgA 1
( analysen kan man istéllet anvinda antikropp 3E7. Vi
i xi har hiarmed etablerat ett mycket viktigt verktyg for hast-
Secretory IgA immunologisk forskning och det fortsatta arbetet 1
T projektet.

Figur 4. IgA produceras av plasmaceller i submucosan och binds

till receptorer pa slemhinnepitelceller. IgA tas upp i cellerna och 2) Identiﬁering av sekretoriskt ]gA hos hdst
utsondras sedan tillsammans med en del av receptorn pa

slemhinnan som sekretoriskt IgA. Bakgrund

Bild frén Tizard, Veterinary Immunology: An Introduction, 2006. Hos de djurslag som hittills studerats féreligger Ig A-
molekylen i olika former i serum och pa slemhinnor (d.v.s. i t.ex. tarvitska, nasalsekret och
saliv). Hos t.ex. médnniska forekommer IgA i serum framforallt (till ca 90%) 1 monomer form,
liksom IgG och IgE, men dven i dimer form dér monomererna dr sammankopplade tva och
tvd med en s.k. J-kedja ”. Nir IgA utséndras p& slemhinnor kopplas dimererna ihop med den
s.k. “secretory piece” (Figur 4) och kallas da sekretoriskt IgA. I en tidig studie ” uppskattade
man med storlekskromatografi molekylvikterna pa olika former av hést-IgA och secretory
piece. Vidare har man i en senare studie '¥ med SDS-PAGE berdknat molekylvikterna for
hast-IgAs tunga och ldtta (gemensam for alla typer av Ig) kedja samt den monomera
molekylen. For ovrigt finns mycket lite data om histens IgA-biologi tillgdngligt. Vi ville
déarfor med de reagens vi karaktariserat definiera sekretoriskt IgA hos hést.



Material och Metoder
Poly-akrylamid gelelektrofores (PAGE): For att bestimma molekylvikterna for olika former
av hist-IgA anvidndes PAGE 1 tre olika system; helt

oreducerat (nativt) system, SDS-gel med oreducerade 1 ¢ 3 B ,
prover samt helt reducerat SDS-gelsystem. I alla ek
systemen anvindes en separationsgel med ett -
acrylamidinnehall pa 6, 8 eller 10 %, beroende pa i el

vilket storleksomréde dédr hogst upplosning 6nskades, \Dimeriskt IgA -

samt en “stacking”-gel med 4 % akrylamid. Vid i
nativ-PAGE anvindes separationsgeler med 6

respektive 8 % acrylamid utan SDS, proverna spaddes <—— Monomeriskt IgA %ib

1 buffert utan SDS eller reducerande dmnen och

elektroforesen utfordes likaledes i1 buffert utan SDS.

Elektroforesen utfordes vid konstant spidnning, 200 V, 100

tills  proteinerna 1  provet separerats. Efter

elektroforesen fiargades gelerna for proteininnehall

med Coomassie Brilliant Blue. I det nativa systemet

anvindes molekylviktsstandarden Amersham High 8> feseroeanabs tec snuom o8 o SO e,
Molecular Weight Calibration Kit for native frén hastsaiiv Mw molekyivikisstandard

electrophoresis (GE Helathcare). Molekylviktsbestimning av IgA 1 proverna utférdes med en
s.k. “Ferguson-plot” och berikning av retardations koefficienten Kz " for proteinerna i
molekylviktsstandarden respektive for IgA 1 proverna och molekylvikten for IgA berdknades
sedan med hjdlp av regressionsanalys av standardkurvan fran molekylviktsstandarden. Vid
SDS-PAGE anvindes separationsgeler med SDS och elektroforesen utfordes 1 buffert med
SDS. Oreducerade prover spdddes i1 buffert med SDS utan reducerande d@mnen medan
reducerade prover spidddes 1 buffert med SDS samt DTT som reducerande &mne.
Elektroforesen utfordes vid konstant spanning, 200 V, tills proteinerna i provet separerats.
Efter elektroforesen fargades gelerna for proteininnehdll med Coomassie Brilliant Blue. 1
bada systemen med SDS-geler anvindes molekylviktsstandarden Spectra’™ Multicolor High
Range Protein Ladder (Fermentas) och molekylviktsbestimning av IgA 1 proverna utfordes
med hjélp av regressionsanalys standardkurvan fran molekylviktsstandarden.

Western-blot analys: 1 de flesta fall utfordes PAGE parallellt pa tva identiska geler déar den
ena anvandes for proteinfiargning (ovan) och den andra anvédndes for Western-blot analys. For
den senare transfererades (6verfordes) proteinerna fran gelen till ett nitrocellulosamembran i
en Mini Trans Blot cell (Bio-Rad Laboratories) vid 150 mA 1 60-75 min. Membranet
blockerades och immuno-blot utfordes med de olika anti-hast IgA-antikropparna pa samma
sétt som vid dot-blot analysen (ovan).
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Resultat och Diskussion

Vi har med dessa analyser berdknat molekylvikten for sekretoriskt IgA, dimeriskt och
monomeriskt serum-IgA och IgA molekylens tunga kedja samt uppskattat molekylvikten for
secretory piece (ett exempel pd PAGE i Figur 5; sammanstéllda resultat i Tabell 1).

Tabell 1. Molekylvikter fér olika former av hést-IgA

Molekylvikt fér hast-IgA (kDa)

Gel-system sekretoriskt dimeriskt monomeriskt tung kedja secretory piece
nativ 410

oreducerad-SDS 402 324 149 78*
reducerad-SDS 60

Tidigare studier

Referens #7 400+50 34040 175+12 =80
Referens #14 148 56

*Uppskattad med avseende pa skillnaden mellan sekretoriskt och dimeriskt IgA



Detta &r forsta gangen sekretoriskt och dimeriskt hést-IgA analyserats med denna metodik och
véra resultat stimmer vil 6verens med vad som tidigare rapporteras - ', Intressant 4r att vi
fann mycket mer IgA 1 dimerisk form &n 1 monomerisk form i det serumprov vi analyserade.
Det har dven tidigare beskrivits att 1 hiastserum forekommer IgA 1 hogre grad 1 den dimeriska
formen &n i den monomeriska formen ® 7 '”. Detta visar att skillnader foreligger mellan
héstens och méanniskans IgA-system och vara resultat bidrar salunda till en viktig grund for att
forsta IgA-systemet hos hist.

3) Inventering av antikroppar i héstsaliv

Bakgrund

Det har tidigare visats att nivan av IgA ar hogre i saliv 4n 1 serum hos hést emedan nivaerna
av andra immunglobuliner sannolikt r ldga i histsaliv 7. Dessa studier omfattade saliv frén
4 © respektive 6 ” histar och nigon mer ingdende studie omfattande ett storre antal héstar
fanns inte. Vidare har B-celler positiva for IgA respektive 1gG identifierats 1 tonsillvidvnad
fran histar ¢V, Vi avsag darfor att kartligga vilka typer och mingder av antikroppar, med
initialt fokus pa sekretoriskt IgA samt IgG, som forekommer i saliv fran kliniskt friska héstar
och sedan jaimfora detta med statusen hos histar med karies.

Material och Metoder

Hdistar och provtagning: Vi har inkluderat prover fran tre grupper av héstar i studien; kliniskt
friska hédstar utan karies, histar med aktiv obehandlad karies och héstar som behandlats for
karies (2 manader — 2 ar efter behandling). Studien ar godkénd av Uppsala djurforsoksetiska
ndmnd, d.nr. C 90/7. Hittills har 56 hastar och 58 prover inkluderats i studien, tva histar har
provtagits vid tva tillfdllen. Héstarnas kariesstatus, alder, ras och kon dr sammanstillda i
Tabell 2.

Tabell 2. Antal provtagna* héastar i studien med avseende pa kariesstatus, alder, ras och kén

Kariesstatus

Alder Normala Aktiv karies Behandlad karies Totalt
0-5 2 1 0 3
6-10 20 1 6 27
11-15 12 3 4 19
16-20 3 4 0 7
Okénd 1 1 0 2
Rasgrupp
Islandshéstar 1 1 1 3
Ponny 5 3 1 9
Varmblodiga travare 12 2 1 15
Arab o. Eng. fullblod 1 1 0 2
Varmblod 19 2 7 28
Okénd 0 1 0 1
Koén
Vallacker 17 9 7 33
Hingstar 1 0 1 2
Ston 20 1 2 23
Totalt 38 10 10 58

* Tva varmblodsvallacker blev provtagna vid tva tilifallen, en i normalgruppen och en med behandlad karies.

Saliv samlades med en slemsug for valpar och kattungar (25 ml; SweVet Piab) pa osederad
hést eller omedelbart efter sedering och inférande av munstege vid oral klinisk undersékning.
I de flesta fall uppmuntrades histarna att tugga pa en gummislag, féast vid grimman som ett
betsel, ca 10-20 min f6re salivsamling for att stimulera salivproduktionen. Den insamlade
saliven Overfordes till ett provror och fasta partiklar (t.ex. frdn foder) avliagsnades med
centrifugering varefter saliven forvarades vid -20°C till analys. Vid provtagningstillfallet
samlades d@ven serum och nasalsekret.

Alla histar genomgick en fullstindig oral klinisk undersokning © i samband med
salivprovtagningen. Majoriteten av hidstarna (n=37) provtogs dven for bakteriologisk



undersokning, enligt tidigare beskriven metod * ¥, dir totalantalet bakterier samt antalet
S. devriesei/ml transportmedium bestdmdes.

0T ELISA for immunglobuliner: Sekretoriskt I[gA
- A 1 salivproverna analyserades med IgA-
ELISAn enligt beskrivningen ovan och IgA
T a0t koncentrationen 1 proverna bestimdes med
? hjélp av regressionsanalys av standardkurvan
E o " fran IgA-standarden. For analys av IgG sattes
: . en ELISA upp enligt samma grundprotokoll
A i = : A som beskrivits ovan men med anti-hédst IgG
o I N B (H+L specifik, 108-005-003) som coating-
R B e antikropp, HRP-konjugerad anti-hist IgG (Fc
° N:n,m.ala T Ativ karies 'Behanm;d karies' fragment  specifik, 108-035-008)  som
G & detektionsantikropp och renat hast-IgG
B (ChromPure, 008-000-003) som standard;
i alla tre frén Jackson ImmunoResearch. IgG
g a0t koncentrationen 1 proverna bestimdes med
2 hjélp av regressionsanalys av standardkurvan
% 300+ fran IgG-standarden.

3 Wi Resultat och Diskussion
Koncentrationen av  sekretoriskt  IgA
T & bestimdes med ELISA i alla insamlade
it : e salivprover. Resultaten visade att halten IgA i

Normala Aktiv karies  Behandlad karies

. , S saliv fran normalgruppen hade stor variation,
F!gur6. Halten av“sekreto“nskt 1A (A) c?ch Ig.G (B)|sa"hvfran Kliniskt fran < 2.9 /ml (under detektionserinsen
friska (normala) héastar, hastar med aktiv karies och hastar med .ran 7 P8 (under detektionsgransen)
behandlad karies. Linjerna representerar medelvérdet for gruppen.  till 579 pg/ml (Figur 6), medel 79+£35 pg/ml
(£95% konfidensintervall, n=39; Figur 2).

Dessa resultat verinstimmer med vad som tidigare redovisats for hist (n=6) . Jimféorbara
virden som rapporterats for ménniska '* ' och katt *” visade nagot hogre IgA halter dn de vi
observerade. IgA halterna 1 saliv fran hastar med aktiv karies eller som behandlats for karies
visade samma monster med stor individuell variation (Figur 6) som for de normala héstarna
och skilde sig inte signifikant frdn de normala héstarnas IgA halter, medel 73+57 pg/ml for
aktiv och 81438 pg/ml for behandlad (+95% konfidensintervall, n=10). De tidiga studierna
7 indikerade att dven IgG forekom i histsaliv. Vi bestimde déirfor dven koncentrationen av
IgG i de insamlade proverna. Halten IgG i saliv fran normalgruppen var i genomsnitt 17+14
pg/ml (£95% konfidensintervall, n=34) och visade liksom IgA-halten stor individuell
variation (Figur 6). Dessa resultat dverinstimmer likasd med vad som tidigare redovisats for
hist (n=6) ” och dven minniska "® men ligger ligre 4n vad som observerats for katt . IgG
halterna i saliv frdn histar med karies skilde sig inte heller signifikant frdn de normala
hastarna (Figur 6), medel 11+6 pg/ml for aktiv och 1911 pg/ml for behandlad (£95%
konfidensintervall, n=10). Halten av sekretoriskt IgA i héstsaliv var alltsd i genomsnitt hogre
4n IgG halten i alla histgrupperna (Figur 6). Aven nir man pa individniva jimforde IgA och
IgG halterna fann vi att IgA 1 regel dominerade 6ver IgG men dven hér var den individuella
variationen stor, medel IgA:IgG-ratio 4,8+2,0 f6r normalhdstar, 6,94+5,0 for histar med aktiv
karies och 6,8+3,4 for hdstar med behandlad karies (£95% konfidensintervall; n=33, n=10
respektive n=10). IgA:IgG-ratiot Overinstimmer med en utav de tidigare studierna pé
histsaliv ” medan den andra studien av histsaliv som redovisar denna typ av resultat
rapporterar betydligt hogre nivéer IgA jamfort med IgG, ca 100 géngers skillnad ©.
Salivantikroppshalterna jamfordes &ven med andra parametrar i1 studien, men vi har inte funnit



nagot signifikant samband mellan IgA- eller IgG-halten och héstarnas kon, dlder, ras eller
bakteriestatus i1 detta material. Vi fann dock att ston tenderade att ha ldgre nivéer av
sekretoriskt IgA 1 saliven jamfort med hingstar och vallacker. Detta Gverinstimmer med
observationer hos méinniska dir man funnit att mén har bade hogre sekretionshastighet och
hogre salivkoncentration av sekretoriskt IgA #n kvinnor ?". Eftersom den totala halten
antikroppar bland annat avspeglar ’summan” av det totala smittryck en individ erfarit dr en
hog individuell variation att forvénta. Forutom infektioner paverkas dven t.ex. IgA halten i
saliv hos bl.a. minniska av stress och hérd fysisk anstringning ®®. Det #r alltsd dirfor inte
oviantat att vi &nnu inte funnit nagon enskild faktor som signifikant paverkar
salivantikroppshalterna i vart material.

Dessa resultat utgér salunda den forsta omfattande kartlaggningen av antikroppshalterna i
histsaliv och bidrar ddrmed med essentiell kunskap for att forstd munhalans immunsvar hos
héstar. Materialet i denna delstudie kommer att utokas s att det inkluderar minst 20 héstar i
varje grupp.

4) Detektion av S. devriesei-specifika antikroppar i saliv

Bakgrund

Fran studier i ménniska, primater och gnagare vet man att kariesbakterier ger upphov till
specifika antikroppssvar 1 saliv och att sddana antikroppar kan mediera skydd mot
bakterieangrepp. Huruvida héstens kariesbakterie, S. devriesei, ocksa ger upphov till specifika
antikroppssvar var dock inte kint. Vi satte dérfor upp en “direkt-ELISA”-metod for att
detektera antikroppar som binder S. devriesei-antigen och analyserade vart material med
avseende pa sekretoriskt IgA med denna specificitet.

(5,23)

Material och Metoder

ELISA for detektion av S. deriesei-specifikt sekretoriskt IgA: For detektion av antikroppar mot
S. devriesei sattes en ELISA upp dér S. devriesei som “sonderdelats” genom sonikering till en
“hel-bakterie”-antigenpreparation anviandes som coating. ELISA-plattor (PolySorp, Nunc)
coatades med de sonikerade bakterierna. Efter inkubering &ver natt och tvitt blockerades
brunnarna med med 4% BSA 1 PBS. Efter inkubering och tvitt tillsattes salivproverna som
titrerades 1 atta 2-stegs spadningar fran ursprungsspadningen 1:4. Efter inkubering och tvitt
tillsattes antikropp 2G5 och efter ytterligare inkubering och tvitt tillsattes sedan HRP-
konjugerad anti-mus Ig. Efter inkubering och tvitt detekterades bindning med substratlosning,
1 mM 3,5,3°,5’-tetrametylbenzidin 1 0,1 M kaliumcitrat buffert, fargreaktionen stoppades med
H,SO4 och absorbansen mittes vid 450 nm (Absssonm). Absorbansvirdet for de olika
provspddningarna plottades sedan for varje prov som en kurva mot spddningsfaktorn i ett log,
diagram. For prover dir absorbansen vid > spddning 1:4 var hégre dn bakgrunden i blank-
brunnnarna (d.v.s. brunnar utan prov) utférdes regressionsanalys av det linjdra intervallet av
titreringskurvan och titern vid Absssonm=1 rdknades ut. Eftersom antikropp 2G5 anvéndes for
detektion av bindning till S. devriesei-antigenet analyserades endast sekretoriskt IgA med
denna ELISA.

Resultat och Diskussion

Vi har med denna ELISA analyserat halterna (titrarna) av S. devriesei-specifika sekretoriska
IgA-antikroppar i salivprover fran de 36 histar dér bakterieodling utforts (Tabell 2). Aven for
S. devriesei-specifika IgA-antikroppar observerades en stor individuell variation i mingden
antikroppar 1 salivproverna. Vi fann dock att de histar som var negativa for S. devriesei vid
provtagningstillfallet 1 genomsnitt hade signifikant ldgre bakteriespecifika IgA-titrar 1 saliven
an de hastar dir S. devriesei pavisades i munhalan. Nar gruppen med héstar som var positiva
for S. devriesei delades upp med avseende pa forekomst av karieslesioner tenderade histar



med karies att ha hogre S. devriesei-specifika [gA-titrar 1 saliven dn de hdstar som inte hade
karies. Nar de kariesdrabbade héstarna delades upp ytterligare med avseende pa aktiv eller
behandlad karies skilde sig didremot inte de S. devriesei-specifika IgA-titrarna &t mellan
grupperna. Det verkar alltsd tydligt utifrdn detta material att histar hos vilka vixt av
S. devriesei inte kunde pavisas hade ldga/inga IgA-antikroppshalter mot denna bakterie. Med
endast enstaka provtagningstillfallen, sdsom i detta material, kan man dock inte avgora om de
héstar som inte bar bakterien aldrig infekterats med S. devriesei eller om deras immunsystem
lyckats eliminera bakterien. Vi kan inte heller avgéra om det finns ett samband mellan hur
bakterien etablerar sig och hur antikroppsnivderna utvecklas. Dessa fragestillningar kvarstar

till kommande projekt.
Tabell 2. S. devriesei-specifikt sekretoriskt IgA (medeltiter vid OD1 + 1SE) i saliv fran 36 hastar med olika status avseende
férekomst av S. devriesei och karieslesioner

S. devriesei neg karies neg S. devriesei pos
22+0,9 14,7 £ 4,1
n=6 n=30
S. devriesei pos karies neg S. devriesei pos karies pos
10,2+2,8 20,4 +£8,7
n=17 n=13
aktiv karies behandlad karies
19,7 +13,3 21,1 +12,5
n=6 n=7

Neg — negativ, pos - positiv

Titrarna av S. devriesei-specifikt sekretoriskt IgA 1 héstarnas saliv jimfordes dven med andra
parametrar 1 studien och vi fann en signifikant korrelation (r=0,81; p<<0,0001) mellan halten
bakterie-specifikt sekretoriskt IgA och den totala halten av sekretoriskt I[gA. For ovrigt fann vi
ingen signifikant korrelation mellan de S. devriesei-specifika IgA-titrarna och histarnas kon,
alder, ras eller bakteriestatus i detta material. Vi observerade dock dven for denna parameter,
liksom for den totala halten av sekretoriskt IgA, att antikroppsnivderna tenderade att vara
lagre hos ston jamfort med hingstar och vallacker vilket dverinstimmer med situationen hos
minniska “". Vidare tenderande de S. devriesei-specifika IgA-titrarna att vara ligre hos
varmblodiga travare &n hos islandshéstar vilket dr intressant med tanke pa att ménniskor med
olika genetisk bakgrund uppvisar olika antikroppssvar mot den humana kariesbakterien
S. mutans **.

Vad betraffar munhalebakterier i detta material fann vi som véntat vaxt av bakterier, dock inte
alltid S. devriesei, 1 alla prover. Ett intressant fynd var att histar utan karies hade signifikant
hogre totalantal bakterier dn héstar med karies, aktiv eller behandlad. Detta kan tyda pé att
vaxt av andra bakterier dn S. devriesei kan verka skyddande genom att forhindra/forsvéra for
S. devriesei att kolonisera tdnderna. Vidare fann vi vixt av S. devriesei hos 83 % av friska
kontrollhdstar, dock tenderade héstar utan karies att ha ett ldgre antal av bakterien dn héastar
med karies. Detta skiljer sig frén en tidigare studie omfattande prover fran 2000-2006 . dir
S. devriesei pavisades hos endast 10 % av de friska kontrollhdstarna. Denna studie
rapporterade ocksa vixt av S devriesei hos 100% av héstar med kariesangrepp efter 2000 men
bakterien kunde inte pavisas i karieslesioner fore 2000. Information om spridningen av S.
devriesei 1 hidstpopulationen ar alltsd tdmligen begrdnsad men sammantaget tyder dessa
resultat pa en snabb spridning av bakterien. I dagsldget liknar situationen hos hést den hos
ménniska dér S. mutans riknas som en del av munh&lans normalflora *”.

Var nuvarande studie dr forsta gdngen som antigenspecifika antikroppar péavisas i histsaliv
och resultaten utgor en viktig grund till forstaelsen av hur S. devriesei paverkar och paverkas
av hdstens immunsystem. Materialet i denna delstudie kommer ocksé att utdkas sd att det
inkluderar minst 20 héstar i varje grupp.

PUBLIKATIONER OCH OVRIG RESULTATFORMEDLING TILL NARINGEN
Resultaten frén projektet som presenterats ovan kommer till en del att kompletteras med
ytterligare prover och direfter sammanstéllas for publikation 1 en vetenskaplig peer-review



tidskrift. Delar av resultaten presenterades av Anna-Karin Palm 1 hennes examensarbete
(Master’s thesis; 27 ECTS) for erhdllande av veterindrexamen vid Kopenhamns Universitet i
november 2009. Examensarbetet med titeln “Equine secretory immunoglobulin A in
association with dental caries” finns tillgdngligt via Kd&penhamns universitetsbiblioteks-
databas (www.bvfb.life.ku.dk). Delar av resultaten presenteras ocksa av Kajsa Dalunde i
hennes EEF-arbete (15 HEC) inom veterindrprogrammet vid SLU 1 december 2009. EEF-
arbetet med titel ”Slemhinneskadors inverkan pa salivens innehéll av IgG och IgA hos hést”
kommer att finnas tillgdngligt via SLU-bibliotekens databas Epsilon (http://epsilon.slu.se/).
Vidare presenterade Ove Wattle och Anna-Karin Palm resultat fran projektet i Hippocampus
seminarieserie den 09109 under titeln ”Haéstar, karies och antikroppar 1 saliv”.
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