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Det tidiga immunsvaret mot nétkreaturens lungmask, Dictyocaulus viviparus

Anna Lundén & Eva Wattrang

Bakgrund

Notkreaturens lungmask, Dictyocaulus viviparus, &r en betesburen parasit som kan orsaka
omfattande sjukdomsproblem . Djuren infekteras pé& bete genom intag av larver som utséndrats
av smittade djur. Larverna svaljs ner, penetrerar tarmslemhinnan och transporteras med blod och
lymfa till kréslymfknutorna och sedan vidare till lungorna. | lungorna tranger de ut i alveolerna
och vandrar upp genom luftvdgarna. Under denna migration fran magtarmkanalen till lungorna
genomgar larverna en mognadsprocess och utvecklas till vuxna maskar. Dessa, som kan bli upp
till 8 cm langa, lever i de storre luftvagarna och luftstrupen. De kliniska symtomen vid
lungmaskinfektion ar beroende av infektionsdosen och kan variera fran tillfallig hosta till grava
andningssvarigheter och kraftigt paverkat allméantillstand. I allvarliga fall kan sjukdomen fa
dadlig utgang om inte adekvat behandling satts in. Under migrationsfasen i lungorna orsakar
larverna kraftiga inflammatoriska reaktioner och kliniska symtom kan ibland ses redan i detta
skede. De vuxna parasiterna orsakar en kronisk katarral bronkit med infiltration av
inflammatoriska celler, framfor allt eosinofiler. Slem, inflammatoriskt exsudat, &gg och larver
kan téppa till luftvagarna och orsaka atelektas och emfysem. I Sverige ar infektionen vanlig och
val spridd i flera delar av landet. Exempelvis visade en undersokning av 15 ekologiskt drivna
beséttningar att 11 av dessa var infekterade och i tva ségs klinisk lungmasksjuka @. 1 en annan
undersokning som omfattade beséttningar med bade ekologiskt och konventionell drift pavisades
lungmaskinfektion pa totalt 40% av gérdarna ©.

Djur som utsatts for upprepade infektioner blir s smaningom immuna, vilket gor att
lungmasksjuka i typiska fall intraffar under den forsta betessasongen. Sedan 1950-talet finns det
ett kommersiellt vaccin bestdende av bestralade larver (Bovilis Lungworm; Merck Animal
Health). Detta vaccin &r effektivt och har tidigare anvants i stor utstrdckning i Europa. Men som
alla levande vacciner har det flera nackdelar sasom kort hallbarhet och risk fér kontamination
med andra patogena mikroorganismer. Sedan mitten av 80-talet har anvéndningen av vaccinet
minskat till foljd av lanseringen av langtidsverkande avmaskningsmedel. Eftersom vaccinet
bestar av levande larver och dess effekt ar beroende av att immunsvaret stimuleras ytterligare
genom efterféljande naturliga infektioner kan detta vaccin inte kombineras med langtidsverkande
avmaskningsmedel. Det har emellertid rapporterats fran flera lander att problem orsakade av
lungmask har dkat under senare tid och nu dven drabbar &ldre djur . En bidragande orsak till
detta kan vara att den kontinuerliga behandlingen med avmaskningsmedel under kalvarnas forsta
betessasong forhindrar utveckling av skyddande immunitet. Det finns saledes ett uttalat behov av
nya kompletterande kontrollmetoder. Utveckling av ett icke levande vaccin baserat pa definierade
parasit-antigen framstallda med moderna molekylérbiologiska metoder skulle kunna utgéra ett
viktigt steg i den riktningen.

For att designa ett effektivt subenhets-vaccin kravs bade identifiering av mask-antigen som kan
stimulera till ett skyddande immunsvar och ett adjuvans som kan styra immunsvaret mot korrekt
typ av immunsvar. Trots att vaccinering mot lungmasksjuka har tillampats under sa lang tid vet
man fortfarande relativt lite om vilka immunologiska faktorer som ligger bakom utvecklingen av
skyddande immunitet. Sammantaget kan sdgas att de studier som utforts framforallt har inriktats
pa antikroppssvaret och de immunreaktioner som sker nar parasiterna befinner sig i varddjurets
lungor “-®), Resultaten fran dessa studier visar att ett immunsvar av s.k. T-hjalparcell 2 (Th2) typ



dominerar hos D. viviparus-infekterade djur, med bl.a. rekrytering av eosinofiler och ett okat
uttryck av cytokinet interleukin-4 (IL-4) i lungorna.

Det ar valkant att Th2-svar ofta dominerar vid maskinfektioner men &ven s.k. Th1- och Th17-svar
har betydelse for utveckling av immunitet mot vissa maskar ©. For att underlitta framtagandet av
nya vaccin mot lungmaskinfektion &r det viktigt att fortsatta studier bedrivs for att tydligare
identifiera vilka mekanismer som ger upphov till skyddande immunitet. Sarskilt fattas kunskap
om infektionens tidiga skede da djurets immunsystem forst kommer i kontakt med parasiten.

Syfte och strategi

Denna studie in gar i ett storre projekt vars dvergripande syfte &r att identifiera de
immunreaktioner som leder till att skyddande immunitet mot lungmaskinfektion utvecklas hos
notkreatur. Denna kunskap skall sedan anvandas for att utveckla moderna vaccin mot sjukdomen.
Syftet med det delprojekt som nu rapporteras var att studera den tidiga fasen av
lungmaskinfektionen, fran infektionen via mag-tarmkanalen tills det att larverna natt lungorna,
for att identifiera hur immunsystemet aktiveras vid den forsta kontakten med parasiten. Vi har
darfor studerat morfologiska forandringar i histologiska snitt fran tarmen och kroslymfknutorna
fran experimentellt D. viviparus-infekterade kalvar.

Material och metoder

Kalvar och forsoksupplagg

Under varen/férsommaren 2009 utforde vi ett infektionsforsok (etiskt tillstand C75/9) omfattande
30 stycken 2 - 4 manader gamla formedlingskalvar. Vid ankomsten fordelades kalvarna efter
kroppsvikt in i 5 grupper (n = 6) med sa jamn genomsnittlig kroppsvikt som majligt. Efter en tre
veckors acklimatiseringsperiod inokulerades fyra av grupper oralt med lungmasklarver (10 Ls-
larver/kg kroppsvikt) och avlivades sedan efter 1, 3, 5 respektive 14 dagar. Kalvarna i den femte
gruppen utgjorde oinfekterade kontroller och avlivades aven de dag 1, 3, 5 eller 14 (en eller tva
kalvar per dag). Fran varje kalvs togs vavnadsprover fran tunntarmen (framre, mellersta och
bakre delen), kroslymfknutorna (3 stycken), mediastinal- och trakeobronkial-lymfknutorna samt
fran lungorna. Dessutom togs material fran flanklymfknutan, d.v.s. en lymfknuta som ansags
sannolikt opaverkad av lungmasklarverna. Prover lades i formalin for histologisk undersokning.

Histologiska undersdkningar

De formalinfixerade proverna fran de tre tarmavsnitten, kros-, flank- och
tracheobronkiallymfknutorna baddades in i paraffin, snittades och fargades med haematoxylin
och eosin enligt standardprotokoll. Snitten undersoktes i ljusmikroskop och efter en forsta
oversiktlig genomgang beslot vi att kvantifiera forekomsten av eosinofila granulocyter
(eosinofiler) i saval tarmslemhinnan som i de olika lymfknutorna. I varje tarmavsnitt raknades
dessa celler i 5 hogforstoringsfalt (600 x), d.v.s. totalt 15 falt per kalv. I lymfknutorna rdknades
antalet eosinofiler i 10 hogforstoringsfalt (400 x) pa varje snitt, 7 falt i lymfknutornas paracortex
och 3 falt i mérgsinus.

Resultat

Utfall av den experimentella D. viviparus-infektionen

Hos de kalvar som avlivades 1, 3 respektive 5 dagar efter infektion observerades inga kliniska
symtom pa lungmaskinfektion. Daremot uppvisade alla infekterade kalvar som beholls fram till



dag 14 kliniska symtom pa luftvagsinfektion sasom hosta och 6kad andningsfrekvens, och vid
obduktion pavisades lungmaskar hos dem. Inga av de oinfekterade kontrollkalvarna visade nagra
tecken pa lungmaskinfektion och inga lungmaskar pavisades hos dessa vid obduktion.

Rerytering av eosinofiler till tarmslemhinnan

Antalet eosinofiler i tre avsnitt av tunntarmen (jejunum), framre, mitten och bakre delen,
undersoktes med hjélp av ljusmikroskopi av histologiska snitt fran alla kalvar (Fig. 1). Resultaten
visade att antalet eosinofiler i tarmslemhinnan generellt hos alla kalvar var ndgot hogre i de bakre
delarna jamfort med den framsta delen av tunntarmen. Hos de infekterade kalvarna sags ocksa en
6kning av antalet eosinofiler i slemhinnan i den mittersta och framforallt bakre delen av
tunntarmen dag 14 efter infektion jamfort med de oinfekterade kalvarna. Vid de tidigare
provtagningstillfallena var antalet eosinofiler i dessa tarmavsnitt pa liknande nivaer som hos de
oinfekterade kalvarna. | den framsta delen av tunntarmen var antalet eosinofiler i slemhinnan
under hela experimentet pa nivaer jamforbara med de hos de oinfekterade kalvarna.
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Figur 1. Antal eosinofiler i tre tarmavsnitt (frdmre, mitten och bakre) hos kalvar 1, 3, 5 och 14 dagar efter
experimentell lungmaskinfektion. Punkterna representerar vardena for de individuella kalvarna och de horisontella
linjerna medelvérdet for grupperna (n=6).

Rekrytering av eosinofiler till lymfknutor

Antalet eosinofiler i paracortex och margsinus undersoktes med hjélp av ljusmikroskopi av
histologiska snitt fran kros-, flank- som tracheobronkiallymfknutorna fran alla kalvar (Fig. 2).

Resultaten fran denna undersokning visade att hos de infekterade kalvar som avlivades dag 14 var
antalet eosinofiler var forhojt i saval kros-, flank- som tracheobronkiallymfknutorna jamfort med
de oinfekterade kalvarna. Detta var mest uttalat i lymfknutornas paracortex. Vid de tidigare
provtagningstillfallena 1ag antalet eosinofiler hos de infekterade djuren pa nivaer jamforbara med
de hos kontrollgruppen (Fig. 2).
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Figur 2. Antal eosinofiler i tre mesenterial (krés)-

(MLK #1-3), flank- (FLK) och

tracheobronchialymfknutor (TLK) kos kalvar 1, 3, 5
och 14 dagar efter experimentell lungmaskinfektion.
Punkterna representerar véarden for de individuella
kalvarna och de horisontella linjerna medelvardet for
grupperna (n=6; pc = paracortex; ms = margsinus).
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Diskussion

De reaktioner som startas da immunsystemet forsta gangen aktivera av ett smittdmne kan vara
avgorande for utvecklandet av skyddande immunitet. Immunsvaret hos nétkreatur under den
tidiga fasen av infektion med lungmasken D. viviparus har inte studerats tidigare. | denna forsta
studie valde vi att fokusera pa immunreaktioner i slemhinnan i tunntarmen och i
kroslymfknutorna darfor att 1) larverna maste passera genom tarmslemhinnan for att infektera
varddjuret och det finns indikationer att detta sker i tunntarmen ®®, 2) man anser att larverna
migrerar genom kroslymfknutorna da de forflyttar sig fran tarmen till lungorna under
infektionens forsta fas *> och 3) kroslymfknutorna ér viktiga “knytpunkter” for immunsvaret i
tarmen och bukhalan dar immunsystemet forst traffar pa parasiten vid infektion.

Vid den histologiska undersdkningen av slemhinnan i tunntarmen, krgs-, tracheobronkial- och
flanklymfknutor sags ett kat antal eosinofiler vid provtagningen 14 dagar efter
lungmaskinfektion. Vid denna tidpunkt har larverna natt lungorna och en kraftig inflammatorisk
reaktion med bl.a. eosinofiler och uttryck av interleukin-4 (IL-4) mRNA ses i lungorna ®: 19, Ett
okat antal aktiverade eosinofiler har ocksa observerats i mediastinallymfknutor fran méss som
infekterats med masken Trichuris muris som koloniserar mossens blindtarm 3. Denna 6kning
observerades fran tva veckor efter T. muris-infektionen och var mest pataglig hos moss som var
genetiskt motstandskraftiga mot denna parasit. Eosinofiler betraktades tidigare i princip enbart
som “effektor celler” som genom att frisitta olika substanser fran sina granula deltog som
“krigare” i forsvaret mot framforallt maskinfektioner. Man har dock funnit att eosinofiler har en
betydligt mer allsidig roll i immunfdrsvaret dar de bl.a. med hjalp av speciella receptorer (s.k
pattern recognition receptors) kan kénna igen infektionsémnen och producera olika cytokiner t.ex.
IL-41%), Dessa celler har sdlunda dven en funktion i regleringen av specifika immunsvar. Vara
resultat visar att eosinofiler inte enbart rekryteras till den maskinfekterade vavnaden och indikerar
att eosinofiler har en roll i regleringen av immunsvaret mot D. viviparus. En tdnkbar funktion &ar
antigenpresentation da eosinofiler i lymfknutorna framfarallt observerades i paracortex dar
antigen presenteras for T-celler och det finns studier som indikerar att eosinofiler kan presentera
antigen for aktiverade T-celler 12,

| denna studie observerades inga tydliga cellreaktioner i infektionens tidiga del, dag 1, 3 eller 5
efter infektion. Detta kan bero pa att eventuella tidiga reaktioner pa larvernas invasion i vavnaden
var mycket lokala och att dessa helt enkelt missades vid provtagningen da ett relativt litet antal
larver anvandes vid infektionen. Det kan ocksa vara sa att lungmasklarverna har formaga att
undvika att kdnnas igen av immunsystemet eller att nedreglera delar av det tidiga
immunforsvaret. Sddana egenskaper har tidigare beskrivits vid andra maskinfektioner @2, Vi har
dock vid en tidigare analys av cytokin-mRNA uttryck i vavnadsprover fran lymfknutor i detta
experiment funnit indikationer p tidiga svar med t.ex. IL-4 @4, Det &r alltsd mgjligt att kalvarnas
immunsystem aktiveras tidigt i infektionen trots att ett tydligt eosinofil-svar inte observeras
forran maskarna etablerats i lungorna.

Flanklymfknutorna inkluderades 1 studien med avsikten att de skulle fungera som ”interna
negativa kontroller” da vi inte forvintade oss att de skulle pdverkas av infektionen. Véra resultat
visar dock att lymfknutor paverkas mer generellt under lungmaskinfektion &n vad vi forst antog.
Da flera av immunsystemets celltyper standigt ar i cirkulation bland kroppens sekundéara
lymfoida organ kan dessa resultat eventuellt bero pa migration av aktiverade eosinofiler via t.ex.
blodet. Alternativt kan maskprodukter och/eller celldebris som transporterats fran infekterad
vavnad via lymfan till perifera lymfknutor ha stimulerat rekrytering av eosinofiler.
Maskinfektionen kan ocksa ha inducerat en inflammatorisk reaktion som lett till systemisk
aktivering av immunsystemet.

Sammantaget visar var studie att immunsystemet aktiveras mer generellt vid en infektion med
notkreaturens lungmask an vad som tidigare antagits och vi observerade celluldra reaktioner som



tyder pa initiering och reglering av ett immunsvar av Th2-typ. Immunsvaret vid denna fas av
lungmaskinfektionen har inte studerats tidigare och vara resultat bidrar till en 6kad kunskap om
initieringen av skyddande immunitet mot denna parasit vilket i férlangningen ar vardefullt for
utveckling av vaccin mot denna parasit.

Publikationer

Preliminara resultaten fran detta projekt har hittills presenteras som en poster vid en internationell
veterindrimmunologisk konferens och vid Veterinér- och husdjursfakultetens forskningsdag 2013.

Holmgren, S., Lundén, A., Sandros, B., Travén, M. & Wattrang, E. 2012: Interleukin-4 and I1L-10
MRNA expression and eosinophil recruitment in mesenteric lymph nodes from calves infected
with the cattle lungworm, Dictyocaulus viviparus. 4" European Veterinary Immunology
Workshop (EVIW), Edinburgh, UK.

Holmgren, S., Lundén, A., Sandros, B., Travén, M. & Wattrang, E. 2013: Interleukin-4 and 1L-10
MRNA expression and eosinophil recruitment in mesenteric lymph nodes from calves infected
with the cattle lungworm, Dictyocaulus viviparus. Faculty Research Day, Faculty of Veterinary
Medicine and Animal Sciences, SLU, Uppsala.

De har sammanstallda resultaten kommer, tillsammans med resultaten fran andra delprojekt, att
publiceras i nagon internationell vetenskaplig peer-review tidskrift.

Slutsatser

For att kunna utveckla nya hallbara kontrollmetoder for lungmaskinfektion hos notkreatur behovs
utékad kunskap om hur skyddande immunitet utvecklas hos varddjuren. Resultaten fran detta
projekt bidrar med sadan kunskap. Vi har funnit att djuren reagerar med ett patagligt immunsvar
nar maskarna etablerats i lungorna. Det ar rimligt att anta att ett sadant svar med aktivering av
eosinofiler skall efterstravas for att erhalla skydd med hjalp av vaccination.

Resultatformedling till naringen

Forutom ovan namnda vetenskapliga publikationer hoppas vi fa tillfalle att presentera resultaten i
lamplig svensk facklitteratur, vid branschméten och i populdrvetenskaplig form.
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