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Sammendrag

Hos minkhvalpe er astrovirus-infektion associeret med syndromet "fedtede hvalpe”’, der medfg-
rer diarré og giver store tab i minkproduktionen. Derfor er der stor interesse for at udvikle vacci-
ner, der kan reducere antallet af sygdomstilfeelde og de tilhgrende gkonomiske tab. | det be-
skrevne forsag blev der afpravet to astrovirus vacciner, baseret pa hhv. C1 og C4 capsid prote-
inerne. Femten draegtige mink teever blev immuniseret med én af vaccinerne, og deres hvalpe
blev efterfglgende inokuleret med astrovirus for at vurdere induktion af immunresponser samt
udvikling af symptomer og vaevslaesioner. Iimmuniseringerne med isaer C1 vaccinen viste sig at
reducere varighed og svaerhedsgraden af kiiniske symptomer, histologiske laesioner samt virus
udskillelse.

Hansen, M.S., Claudia, B., Karin, U., Jensen, T.H., Larsen, G. & Chriél, M. 2014. Undersg-
gelse af histologiske leesioner ved eksperimentelt mink astrovirus immuniseringsforse@g. Faglig
Arsberetning 2013, 163-170. Kopenhagen Forskning, Agro Food Park 15, DK-8200 Aarhus N,
Danmark.

Abstract

Astrovirus infection in mink kits is associated with the syndrome "greasy kits" that causes diar-
rhea and often results in major losses in the mink production. Therefore, there is great interest
in developing vaccines that can reduce the disease burden and the associated economic loss-
es. In the described experiment two astrovirus vaccines, based on the C1 and C4 capsid pro-
teins, were tested. Fifteen pregnant mink dams were immunized with one of the vaccines and
their puppies were subsequently inoculated with astrovirus to evaluate the induction of immune
responses, and the development of symptoms and tissue lesions. The immunizations with par-
ticular the C1 vaccine reduced the duration and severity of clinical symptoms, histological le-
sions and viral shedding.

Hansen, M.S., Claudia, B., Karin, U., Jensen, T.H., Larsen, G. & Chriél, M. 2014. Examina-
tion of histological lesions in an experimental mink astrovirus immunization study. Annual Re-
port 2013, 163-170. Kopenhagen Research, Agro Food Park 15, DK-8200 Aarhus N, Denmark.
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Indledning

Astrovirusinfektion er en kendt arsag il
tarmsygdom hos flere dyrearter. Hos
minkhvalpe er virus associeret med syn-
dromet “fedtede hvalpe”, der medfarer
diarré og giver store gkonomiske tab og
medfagrer meget ekstra arbejde i diegiv-
ningsperioden. Derfor er der stor interes-
se i at udvikle vacciner, der kan reducere
antallet af sygdomstilfeelde og de tilhg-
rende gkonomiske tab. Desuden er
astrovirus associeret til syndromet ’ry-
stemink”, hvor der ses centralnervgse
forstyrrelser (rystelser og ukoordinerede
bevasgelser).

Med henblik pa at udvikle vacciner mod
astrovirus infektion hos mink, blev der
produceret to rekombinante (gen-
splejsede) antigener (C1 og C4) af cap-
sidproteinet (proteiner fra virus kapslen)
fra minkastrovirus. Capsid-proteinerne,
der er udtrykt i stabilt inficerede celler,
blev testet ved eksperimentelle immuni-
seringer af mink for at vurdere induktion
af immun-responser samt udvikling af
symptomer og vaevsleesioner. Her pree-
senteres dele af forseget med fokus pa
symptomer og veevsskader.
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Materiale og metoder

| immuniseringsfors@get indgik 15 dreeg-
tige minkteever (og deres hvalpe). De
draegtige teever blev immuniseret to gan-
ge med 2 ugers mellemrum ved ind-
sprgjtninger under huden. Som adjuvans
(vaccinehjeelpestof) blev der brugt en
kombination af ISCOM (Immunstimulato-
riske komplekser) og ODN (CpG Oligo-
deoxynukleotider). Efter fadslen blev
hvalpene inokuleret gennem munden
med astrovirus ved 1 og 2 ugers alderen.

Teeverne (og deres afkom) blev inddelt i 3

grupper:

e Gruppe 1 (n=5): ikke-immuniseret,
inokuleret (kontrol gruppe)

e Gruppe 2 (n=5): immuniseret med pro-
tein C4 og ISCOM/ODN, inokuleret

e Gruppe 3 (n=5): immuniseret med pro-
tein C1 og ISCOM/ODN, inokuleret

Under hele forsgget blev der dagligt fore-
taget klinisk undersggelse af teever og
afkom, desuden blev fglgende parametre
hos hvalpene vurderet semikvantitativt:
huld, aktivitetsniveau, hudens udseende
og hudelasticitet. Fra teeverne blev der
udtaget feecesprover ved forsggets start,
for hver immunisering og derefter blev
der udtaget ugentlige faecesprover. Des-
uden blev der 2 til 3 gange ugentligt ud-
taget en feecesprove fra én tilfeeldig hvalp
pr. kuld. Fra teeverne blev der udtaget
blodprever fer hver immunisering, fer
inokulation af hvalpene og derefter hver
anden uge.

| Igbet af forsgget udgik 4 teever/kuld
(pga. sen fadsel eller alle hvalpe dgde for
forsggets afslutning). Ved forsggets af-
slutning blev der udtaget praver til histo-
logisk undersggelse fra maksimalt 4
hvalpe pr. kuld. Hvilket resulterede i fal-
gende gruppe fordeling:

e Gruppe 1: 15 hvalpe (4 kuld)

e Gruppe 2: 13 hvalpe (4 kuld)

e Gruppe 3: 7 hvalpe (3 kuld)
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Ved 7-8 ugers alderen (den 25. juni) blev
hvalpene aflivet, og der blev indsamlet
storhjerne (cerebrum), tyndtarm (duode-
num og ileum) og milt til histologisk un-
dersogelse. Vaevspreverne blev fikseret i
formalin, paraffinindstgbt, snittet i 5 pm
og farvet med haematoxylin og eosin.

Forekomst af astrovirus udskillelse i fee-
ces blev undersggt med real-time RT-
PCR.

Resultater

Kliniske fund er opgjort for grupperne i
forhold til varighed og sveerhedsgrad af
symptomerne (figur 1 og 2, Bidokhti et al.,
2013). Hvalpene i gruppe 1 havde nedsat
huld i forhold til gruppe 2 og 3. Der sas
fedtet pels hos alle tre grupper, dog var
graden af hudeksudation (udsvedning af
vaeske) mere omfattende hos hvalpe fra
immuniserede teever. Der var gget fore-
komst af nedsat hudelasticitet i kontrol-
gruppen (gruppe 1), som udtryk for dehy-
drering. Generelt synes hudlaesioner at
forekomme hyppigere blandt hvalpe fra
gruppe 2 (C4 immuniserede teever). Rast-
lashed blev hyppigere iagttaget blandt
hvalpe fra gruppe 2.

Blandt kontrollerne var der hgj forekomst
af moderat og sveer diarré af 5-7 dages
varighed, mens der hos hvalpe fra immu-
niserede taever var faerre diarré filfeelde
og af mildere grad (figur 2). Dog havde
gruppe 3 (C1 immuniserede) en veesent-
ligt lavere forekomst af diarré i forhold fil
gruppe 2 (C4 immuniserede).

Ved obduktion blev der fundet hydro-
cephalus (vand i hjernen) hos én hvalp
fra gruppe 1. Den histologiske undersg-
gelse paviste forandringer i tarm og hjer-
ner (tabel 1). Der blev ikke pavist lsesio-
ner i miltene.
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Figur 1: Opgorelse over hvalpenes huld (body condition), forekomst af fedtet pels/hud eksudation (skin exudate), hudens
tilstand — vurderet pa hud elasticitet (skin elasticity), havelse (swollen skin), redme (red skin) — og forekomst af rastleshed
(restiessness). Fundene er opgjort semikvantitativt for grupperne i forhold til varighed og sveerhedsgrad af symptomerne.

Gruppe 1 (Non-immunized): ikke-immuniseret, inokuleret

Gruppe 2 (Immunized C4): imnmuniseret med protein C4 og ISCOM/ODN, inokuleret
Gruppe 3 (immunized C1): immuniseret med protein C1 og ISCOM/ODN, inokuleret

Tabel 1. Forekomst af histologiske laesioner

Organ/lsesion

Gruppe'

Tarm

Infiltration af inflammationsceller
Affladning af tarmvilli

Dilaterede krypter

Nekrose i peyerpletter”

Hjerne

Fokal hjernehindebetaendelse
Hjernebetaendelse
Inflammationsceller omkring blodkar
Hydrocephalus®

7% (1/15)
13% (2/15)

7% (1/15)
13% (2/15)

20% (3/15)
20% (3/15)
7% (1/15)
7% (1/15)

31% (4/13)
8% (1/13)

8% (1/13)

14% (1/7)
14% (117)

"Gruppe 1: ikke-immuniseret, inokuleret (kontroller); Gruppe 2: immuniseret med protein C4 og ISCOM/ODN, inokuleret; Gruppe 3:

immuniseret med protein C1 og ISCOM/ODN, inokulerst

?Lymfoidt organ i tarmen®Vand i hjernen
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| tarmen fandtes én eller flere histologiske
lzesioner hos hhv. 33%, 38% og 29% af

krypter indeholdende afstadte celler.
| hjernerne var der laesioner hos hhv. 53%,
8% og 0% af hvalpene fra gruppe 1 til 3.

R Wi oA

Figur 3: Udsnit af

-1 % g (g e v el A

minkhjerne med hje

Opgarelse af astrovirus udskillelse pr. kuld
er preesenteret i figur 4. Der blev udskilt
virus hos alle kuldene i gruppe 1. Hos de
immuniserede hvalpe var virus udskillelsen

Den mest fremtreedende forandring var
hjernebeteendelse med nodulaere ansam-

o hvalpene fra gruppe 1 til 3. Den hyppigst linger af inflammationsceller i den gra sub-
2. B Non-immunized forekommende forandring var affladning af stans, moderat til massiv infiltration af in-
5 Simmunized C4 tarmvilli ofte set sammen med dilaterede

30 A

flammationsceller omkring blodkar og fokal
hjernehindebetaendelse (figur 3).

reduceret, med den hgjeste reduktion, ob-
serveret blandt hvalpe fra gruppe 3 (C1
immuniserede).

Figur 2: Opgerelse over forekomst af diarré, opgjort for grupperne i forhold til varighed og svaerhedsgrad af symptomerne. 167
Gruppe 1 (Non-immunized): ikke-immuniseret, inokuleret. (Figur fra Bidokhti et al. 2013)

Gruppe 2 (Immunized C4): immuniseret med protein C4 og ISCOM/ODN, i_nokuleret o ‘

Gruppe 3 (Immunized C1): immuniseret med protein C1 og ISCOM/ODN, inokuleret Faglig drsberetning 2013
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munized C4): immuniseret med protein C4 og ISCOM/ODN, inokuleret ) ] .
munized 013: immuniseret med protein C1 og ISCOM/ODN, inokuleret (Figur fra Bidokhti et al. 2013)
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Diskussion og konklusion

Ved immunisering af dreegtige teever med
C1 og C4 capsid proteiner fra mink astrovi-
rus og en kombination af adjuvanser, efter-
fulgt af inokulering af hvalpene med astro-
virus, blev der set en reduktion i varighed
og sveerhedsgrad af kliniske symptomer,
histologiske leesioner samt virusudskillelse.
Iseer var effekten pa forekomst af diarré
markant, hvor der blev set en gennemsnit-
ligt nedsaettelse pa 70% og 50% hos hval-
pe fra tsever immuniseret med hhv. C1 og
C4. Desuden forekom hudlaesioner hyppi-
gere blandt hvalpe fra gruppe 2 (C4 immu-
niserede taever) i forhold til gruppe 3 (C1
immuniserede teever).

Vedrgrende de histologiske fund var der
ingen forskel pa forekomst af tarmleesioner
mellem de tre grupper. Derimod var der
markant hgjere forekomst af leesioner i
hjernen hos hvalpe af ikke-immuniserede
taever.

Effekten af immuniseringen, vurderet pa
virusudskillelsen viste, at 75% af hvalpene
fra gruppe 2 i gennemsnit havde lav eller
ingen virusudskillelse, hvorimod dette kun
var tilfeeldet for 10% af hvalpene fra gruppe
3. Disse havde dog mildere symptomer ved
sammenligning med hvalpe fra ikke-
immuniserede teever.

Ved at inducere specifik beskyttelse, redu-
cerede immunisering med C1 proteinet de
kliniske symptomer, iseer diarré, reducere-
de forekomst af skader samt nedsatte vi-
rusudskillelsen hos hvalpene fra gruppe 2.
Effekten af immunisering med C4 proteinet
var noget mere uklar, dog kunne man
overveje at afprgve en vaccine med begge
capsid komponenter for at fa det mest op-
timale immunrespons mod astrovirus infek-
tioner. Grundet det alsidige vaccinedesign,
har den udviklede vaccine potentiale til at
beskytte mod astrovirusinfektion hos andre
arter, hvilket vil kraeve afprgvning i andre
studier.
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