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Betydelse av avidra adenovirus for forekomst av Inklusionkropps hepatit hos
Svenska slaktkycklings besattningar

Vissa stammar av aviidrt adenovirus (FAdV) kan ge upphov till skador i lever,
blédningar i skelettmuskulaturen samt kértel och muskel mage som i
forlangningen resultera dalig tillvixt och en 6kad doédlighet hos fjaderfa framst
slaktkycklingar. Férutom den forsimrade djurhilsan och vilfirden leder detta till
stora ekonomiska forluster fér den enskilde uppfédaren. Sjukdomen i Sverige har
varit begrinsad till slaktkyckling med ovanligt manga sjukdomsfall under perioden
2010-2011. Den genomforda studien syftade till att isolera och genetiskt
karakterisera de cirkulerande adenovirus stammarna och pa sa sitt 6ka kunskapen
om adenovirus i landet samt att férbittra det diagnostiska verktyget f6r
faststidllande av diagnosen. Organmaterial fran tio slaktkycklings beséttningar dar
misstanke om inklusionskroppshepatit (IBH)f6relag, ingick i studien. Materialet
samlades in under perioden november 2011 till februari 2013. Insamlade
organmaterial anvindes f6r molekylir detektion samt isolering av FAdV. Nirvaro
av FAdVs arvsmassa pavisades med hjilp av PCR i nio av tio IBH misstinkta fall,
diremot kunde virus isoleras enbart fran sju av tio IBH misstinkta
slaktkycklingsbesittningar. Vidare sekvensering av PCR-positiva prover visade att
tva FAdV arter (D, serotyp 2 och E, serotyp 8a) kunde pivisas hos de undersdkta
slaktkycklings besittningarna.

Bakgrund

Inklusionskroppshepatit IBH) orsakar ekonomiska férluster for fjaderfiindustrin runt om i
virlden. Sjukdomen har i Sverige varit begrinsad, da det ar framst slaktkycklingar som har
drabbats. Sjukdomsfallen har dock under senare ar varit ovanligt méinga. Uppfoljande
undersokningar pekar pa att sjukdomsutbrotten ofta intriffar i avkomma fran vissa
forildradjur.

Vid ett utbrott ses en plotsligt forhojd dodlighet som varar i en till tvd veckor med ett
mycket akut sjukdomstérlopp. Dodligheten ar 1 regel relativt lag (fran nagra procent och
ibland upp till tio procent) men dédlighet upp till 30 procent har rapporterats. Sjukligheten
i en flock ar i regel lag. Da sjukdomen drabbar slaktkycklingsflockar sent i livet kan den
ibland upptickas forst i samband med slakt, vilket 6kar férluster i form av kassationer.
Inklusionskroppshepatit férorsakas av avidr adenovirus grupp I, ett DNA virus utan hélje
som dr mycket resistent mot yttre paverkan. Denna grupp innehaller tolv kinda serotyper
hos kyckling och flera serotyper hos anka och gas. De flesta av dessa serotyper kan finnas
hos friska faglar och deras betydelse for sjukdoms utbrott 4r manga ganger osikra.

Hittills har diagnosen i samband med misstankar om IBH utbrott baseras enbart pa
mikroskopisk undersékning. Diagnosen kan faststillas genom mikroskopisk undersékning
av sjukliga foérandringar i lever samt forekomst av inklussionskroppar 1 levercellernas
cellkirna. Serotypen pa de virus- stammar som har férorsakat de senaste utbrotten ar dock
okind. Dirfor finns det behov av att designa om dagens diagnostisk for att uppna bredare
forstaelse for vilken betydelse de olika virus serotyperna spelar i samband med IBH-
utbrott.



Tidsplan

Med borjan under varen 2012 och i ett dr framat pagick ett projekt pa SVA med syfte att
ndrmare karakterisera sjukdomsframkallande aviira adenovirus hos Svenska slaktkycklings-
besittningar. Projektet var delfinansierat av Stiftelse Lantbruksforskning (SLF) och avsag
att ge svar pa foljande fragestillningar:

e Vilka genotyper av adenovirus ligger bakom sjukdomen inklusionskropps-hepatit hos
svenska slaktkycklingar?

e Kan dagens diagnostik forbittras for att effektivisera faststillande av diagnos i samband
med sjukdomsutredning?

Under forsta delen av projektet arbetade vi med att sitta upp virologiska och molekylira

detektionsmetoder f6r pavisande av avidrt adenovirus. Vi utvirderade olika

detektionssystem genom en serie av uppsatta experiment med hjilp av referens stammar

och tidigare inskickade material. Arbetet med kliniska fall pabdrjades direfter och

avslutades i juni 2013. Resultatet analyserades vidare fram till augusti 2013.
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Diagnostik

Diagnosen kan idag endast stillas genom mikroskopisk/histologisk undersokning.
Forindringarna vid IBH dr relativt karaktaristiska. Levern hos drabbade djur ir ofta blek
och svullen och man ser ofta leverblodningar (bild 1).

Bild 1. Lever med blédningar fran kyckling Bild2. Histologisk bild av lever fran kyckling

med inklusionskroppshepatit med IBH. Intranukleira inklusioner ses som
(IBH). Foto: Désirée Jansson/SVA morka (basofila) kroppas i leverceller. Foto:

Désirée Janson/SVA

Blodningar kan ocksa férekomma i skelettmuskulaturen. Mikroskopiskt ser man en
generaliserad leverinflammation (hepatit). I ett varierande antal leverceller kan man se
inklusionskroppar i cellkirnorna (bild 2).



Det kan dock finnas tillfillen dir diagnosen inte kan faststillas enbart med hjilp av
obduktion. Diagnosen kan kompletteras med molekylir undersékning (svar inom nagon
dag) eller med virusodling (tar lingre tid).

Utvirdering av detektionsmetoder

Virusodling ar fortfarande referensmetoden f6r pavisande av avidrt adenoviros och
nédvindig for vidare karakterisering av cirkulerande virus stammar. Manga virus kan
propageras i olika cellinjer eller befruktade honsigg, detta gbrs bland annat for att fa en stor
mingd enhetligt virus f6r vidare karakteriserings steg och anvandning i olika diagnostiska
tester till ex. serum neutralisationstester. Olika cellinjer 4r mer eller mindre mottagliga for
olika virus och i vissa fall kan viruset adopteras till en cellinje genom upprepande
propagering och passage av det aktuella viruset.

Virusodling i cellkultur; For att kunna vilja den mest effektiva odlingsmetoden for avidrt
adenovirus utférdes en serie experiment dir referens virus ”Europian Chick Embryo
Lethal Orphan” (CELO-FadV1) propagerades i flertal cell linjer/primira celler
(Vero/MDCK-celler/ kycklingembryo-njur/lever celler).

Metodiken; Viruset (CELO-FadV-1) spades till limplig koncentration i
cellodlingsmedium. For varje 162 cm’ cellodlingsflaska 6verfordes c:a 2-5 ml.
virussuspension sa limplig m.o.i. (multiplicity of infection) uppnaddes. Viruset tilldts
adsorbera till cellerna i 1-2 timmar, i +37°C. Cellerna skoljdes direfter med c:a 20 mL
cellodlingsmedium innehallande 1-2% fetalt kalvserum per flaska. Cellerna intuberades 1
+37°C tills cpe (cytopatogen effekt) kunde pavisas.

Resultat; Cellinjer frin normal vivnad som vero/MDCK-celler kan anvindas for odling
av avidrt adenovirus men for att fa en effektiv virus tillvaxt krivdes flera passager for
anpassning av viruset till den nya miljon. Till skillnad fran de undersokta cellinjerna kunde
kycklingembryo-njur/lever celler anvindas direkt for odling av kliniska material. Viktig att
ha 1 atanke dr att olika omgangar av samma cellinje kan ha olika kinslighet da de under
upprepade passager kan ha dndrat egenskaper, dirfor ir regelbunden kontroll av cellinjers
kinslighet for avsett virus en viktig kvalitetskontroll. Vidare kan anpassning av viruset via
en serie blind passager dndra viktiga egenskaper hos viruset vilket kan ha betydelser for det
vidare karakteriseringsarbetet.

Tva typer av cytopatogen effekter kan vanligen uppvisas efter 2-5 dagar;
rundcellsdegeneration samt druvklasbildning. Druvklasbildningen ar mer specifik for
adenovirus och upptrider forst i utlinjeringen av de hal i cellmattan som infektionen
astadkommer och i kanterna av cellmattan.

Kycklingembryolever celler visade sig vara den mest kénsliga cellodlings modell f6r
propagering av aviirt adenovirus (Bild 3).

Bild 3. Normal, oinfekterad cell Infekterad cell, 48 timmar efterinfektion med FAdV-1 (CELO).



Identifieringen av isolatet gors enkelt med en direktmarkt fluorescerande antikropp riktad
mot hexonproteinet — den medger siledes inte serotypbestimning.

Virus odling i befruktade dgg; Minga laboratorier anvinder dven befruktade honsiagg for
odling av aviirt adenovirus.

Metodiken; Viruset (CELO-FadV-1) spides till limplig koncentration i limplig
antibiotikalosning. 9-12 dygn gamla befruktade honsidgg anvindes for propagering av
viruset. 6 dgg per prov ympades, tre via allantois och tre via dggulan. Samtliga dgg
placerades i+37°C. De dgg som ympades via allantois skérdades efter 5 dygn medan dggen
som ympades via iggulan skordades efter 7 dygn. Aggen genomlystes dagligen for att
sortera bort déda agg.

Resultat; Material fran skérdade dgg testades med specifik PCR {6r pavisande av avidrt
adenovirus nukleinsyra. Virus kunde pavisas for dgg inokulerade med bada propagerings

modell frin samtliga agg.
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Bild 4. Olika modell f6r propagering av befruktade honsigg.

Molekylir detektion; Kinsliga och specifika metoder for att pavisa férekomsten av virus
genom att visa pa narvaron av nukleinsyra i kliniska prover anvinds idag i 6kande
omfattning. Tekniker att studera arvsmassan kan ocksa anvindas f6r epidemiologisk
typning for pavisande av ursprung samt spridningsmonster i samband med utbrott. PCR-
amplifiering har pa senare ar blivit en allt viktigare metod att tillga som alternativ till
odlingen.

Metodiken;

Huvudingredienserna for pavisande av arvsmassan med PCR-teknik 4r: enzymet DNA-
polymeras, primrar (start sekvenser), fria nukleotider (dANTP) och templat dvs mal-DNA
som skall pavisas. Den inb6rdes koncentrationen av dessa maste optimeras for varje PCR.
Dirtill kommer vil avvigd MgCl koncentration, och en buffert optimerad for att i



mojligaste man gynna polymerasets aktivitet. PCR protokollen optimerades forst genom att
tillsitta olika mingder av de nédvindiga ingredienserna i en serie experiment, dar
extraherat DNA fran referens virus for olika serotyper aviirt adenovirus (FadV1, 2, 4 & 8)
anvindes som templat. Nukleinsyre-extraktionen utférdes i extraktionsrobot Magnatrix
8000 enligt tillverkarens instruktioner samt rutiner som anvands vid SVA’s
molekylirdiagnostisk laboratorium. Mix f6r PCR blandades enligt féljande:

PCR reaktion mix (25l reaktions volym)

Volymer (ul) per reaktion PCR
ddH,O 9,71
10xPCR bufferll 2,5
dNTPmix [10 mM each] 0,5
MgCl; [25 mM] 2,0
Primers [10 pM] Hex F 1
Primers [10 pM] Hex R 1
AmpliTaq Gold [5U/pl] 0,14
Templat DNA 5,0
Totalt: 25ul

Roren med PCR mixen 6verfors till PCR- maskinen dér proverna forst hettas upp till ca
94°C for att separera stringarna i templatet (denaturering); direfter sinktes temperaturen
till 60°C vilket méjligedr f6r primers att binda in till templaten (annealing). For att syntes
av den nya DNA molekylen (elongeringen) ska fungera sa bra som mojligt hojes efter
annealingen temperaturen till ca 72°C vilket motsvarar den optimala temperaturen for
DNA-polymeraset. Under en denaturering-annealing-elongerings-cykel s kommer DNA-
polymeraset att syntetisera en ny komplementir kopia for varje templat-string. PCR cykeln
upprepades ca 30 ganger. Proverna analyserades sedan pa en 2 % -ig agarosgel (Bild5).
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Bild 5. Molekylir detektions strategi fér pavisande av avidrt adenovirus nukleinsyra och karakterisering.

Fylogenetisk tridanalys

Sekvensanalys, inklusive fylogenetisk tridanalys, dr ett stort vetenskapsfalt dar det sker
snabb kunskaps- och metodutveckling. Nir det giller de flesta av metoderna for
epidemiologisk typning, anvinds vanligen nagon form av mjukvara och databearbetning f6r
att bilda dendrogram, slidktskapstrid, och pé sa sitt avgora sliktskap mellan olika stammar.
I vér analys anvindes tridkonstruktionsalgoritmen ”maximum likelihood” i programmen
MEGA 5.2.



Arbete med kliniska material

I den forsta delen av projektet arbetade vi for att fa fram adekvat molekylar diagnostisk
metodik samt limpliga metoder for isolering och karakterisering av avidrt adenovirus, detta
var en forutsittning fOr att kunna arbeta med kliniska material. Det kliniska materialet
bestod av organmaterial (lever, mjilte, blindtarm, samt i fa fall &ven muskel mage)
insamlade av besiktningsveterinir i samband med slakt. Materialet forvarades vid -20 ¢ vid
slakteriet. Materialet sindes till SVA med borjan februari 2013, omedelbar anslutning till
ankomst till SVA, férpackades materialet en och en och prover férbereddes f6r virus
isolering samt den fortsatta undersékningen med PCR, samtliga material placerades
direfter i -70 C frys.

Kartlaggningen kom att omfatta tio besittningar samtliga slaktade vid ett
slakteri under perioden november 2011 till februari 2013. Samtliga inskickade organmaterial
undersoktes med den molekylir diagnostiska metoden samt anvindes for odling och
isolerigs forsok av viruset. Nedanstiende tabell sammanfattar resultaten (PCR-analys
respektive odling) frin undersokta kliniska material 1 anslutning till projektet.

lever | Tarm i
mage

Farm 1 X

Farm 2 X

Farm 3 X X

Farm 4 X X

Farm 5 X X

Farm 6 X X

Farm 7 X

Farm 8 X X

Farm 9 X

Farm 10 X X

Post Pat.ologlsk . V1ru.s PCR | Genotyp
adress | Diagnos isolering

Farm 1 27292 IBH Neg. Neg. Neg.
Farm 2 29493 IBH Neg. Pos. D
Farm 3 29493 IBH Pos. Pos. D
Farm 4 27292 IBH Neg.. Pos. D
Farm 5 29476 (IBH) Pos Pos. D
Farm 6 29493 (IBH) Pos. Pos. D
Farm 7 27292 IBH Pos. Pos. D
Farm 8 29493 IBH Pos. Pos. D&E
Farm 9 29493 IBH Pos. Pos. D
Farm 10 29477 IBH Pos. Pos. D

Diskussion

Odling av virus ér ofta en mycket arbetsintensiv verksamhet som kan ta ling tid att utfora.
Att kunna anvinda cellinjer kan underlitta arbetet dd det finns kontinuerlig tillgang till
celler och virusisolering vilka kan paborjas ganska omgaende. Nackdelen ir att virus i
kliniskt material maste adopteras till cellerna genom en serie av blind passager. Primira
celler har visat sig vara mer kinsliga for isolering av FadV men nackdelen ir att
framtagning av sidana celler 4r mycket arbetsintensivt och tillgangen till organ material f6r
produktion av dessa celler dr begrinsat. Isolering i befruktade honsigg visade sig vara lika
kinslig som isolering pa celler. Vi rekommenderar darfor att man anvinder befruktade



dgg i forsta hand vid virus isolering i samband med unders6kning av kliniska
material och 6vergar till fortsatt odling pa celler for att fa en stor mingd enhetligt
virus for vidare karakterisering. Virus kunde isoleras fran 7 av tio undersokta farmer och
i de allra flesta fall fran samtliga undersokta organ (tarm/lever/muskelmage). Ett
framgangsrikt virus isolerings forsok visade sig ha ett direkt samband med forvaringstiden
samt kvalitén pa det undersokta materialet. Langtids forvaring av organ i -20 grader
minskar vasentligt chansen att kunna isolera virus fran materialet.

Traditionellt sitt fOr att karakterisera avidrt adenovirus serotyper ar
neutralisation test. Denna dr tidskravande och baseras pa en kombination av virusodling pa
celler och neutralisering med typspecifika antikroppar. Olika typer av genomkarakterisering
pa DNA-niva har ersatt den klassiska serotyp karakteriseringen och idag talar man oftare
om genotyper dn serotyper. I projektet valde vi att karakterisera avidrt adenovirus typerna
pa genomniva med hjilp av direkt sekvensering av PCR-amplifierat fragment.

Eftersom flera serotyper ([serotyp 2, 3,8] [7 & 11]), av avidrt adenovirus dr férknippat med
sjukdomen IBH forsokte vi i forsta hand rikta var PCR mot de specifika serotyperna
(Bild5). Men med en sdadan strategi finns det dels risk att missa positiva fall om IBH ar
orsakade av en nysero typ av adenovirus samt krives att flera PCR system anvinds
parallellt for att kunna uppratthalla diagnostiken. I vart fall valde vi att rikta var PCR mot
Hexon loop L1 genen eftersom det ar viktigt att rikta in sig pa en konserverad region for
att 6ka chansen till att alla genotyper kan amplifieras med ett och samma PCR-system.
Fordelen med denna strategi dr att direktsekvensering av ett amplifierat och
diarmed begrinsat fragment 4r snabbast och enklast.

PCR undersokningen visade sig vara kiansligare ar virusodlingen. Detta kan delvis férklaras
med att en del av proverna har férvarats linge i -20 innan vilket kan ha resulterat att viruset
inte lingre dr levande, ddremot kan spar av arvsmassan kan dnda detekteras.

Den fylogenetiska analysen visade pa férekomst av tva genotyper av aviirt
adenovirus hos de undersokta slaktkycklingarna (Bild 6). Genotyp D (serotyp2) var
den dominerande varianten och kunde pavisas i nio av tio de undersékta fallen. FadV
genotyp E (serotyp8a)kunde pavisas i ett fall.

De kliniska material som undersoktes under projektets gang var alla
insamlade pa samma slakteri dar besiktnings veterindren upptackte for hog kassation samt
kraftiga foérindringar i olika organ vid rutin kontrollen. Den preliminira diagnosen
baserades pd anamnes och den mikroskopisk/patologanatomisk undersdkningen.

I de flesta fall kunde vi bekrifta den patologanatomiska diagnosen med hjilp av molekylir-
och virus diagnostiska metoder. Dock inte i prover undersokta fran farm 1, dir med hjilp
av den mikroskopisk/patologanatomisk undersokningen sjukdomen IBH kunde
konstateras men nirvaro av virus inte kunde pévisas 1 vara undersdkningar. Detta kan
forklaras med den linga forvarings perioden innan vira undersokningar. I undersokta
prover frin farm 5 och farm 6 kunde vi pavisa bade med molekylar diagnostiska metoder
samt virus isolering pa forekomst av avidrt adenovirus genotyp D-serotyp 2. Proverna fran
farm 5 var insamlade i samband med slakt pa 34 dagar gamla slaktkycklingar med f6rh6jd
dodlighet (3,7%) samt hoga kassationer (3,57%) vid slakt. I detta fall kunde inte den
mikroskopisk/patologanatomisk undersdkningen sikert konfirmera diagnosen IBH.
Materialet fran farm 6 var insamlade i samband med slakt av 34 dagar gamla slaktkycklingar
med konstaterat ojamn tillvixt samt hog kassation i vid slakt. Vid patologanatomiska
undersokningar kunde inte diagnosen IBH faststillas dd inga typiska inklusionskroppar
tydande pa IBH patriffades i ndgot av de undersokta levermaterialen.

Sekvensering av PCR positiva prover fran farm 8 visade pa férekomst av tva
genotyper av FadV 1 samma besittning (Bild 6). Sekvensen av prover fran muskelmage
tillhérde genotyp E (serotyp8a) medan sekvensen pa prover fran tarm tillhérde genotyp D
(serotyp 2). Prover var tagna pagrund av 6kad dédlighet och dalig tillvixt. Vid obduktion



konstaterades stora ljus gulaktiga levrar med blédningar. I den mikroskopiska
undersokningen patraffades inflammation runt blodkirl (lymfocyter och heterofila
granulocyter) i samtliga undersokta lever prover. Dessutom konstaterades en uttalad akut
hepatocellulir vakuolir degenereation och nekros med diffus utbredning. I flera prov sags
enstaka inklusionsliknande strukturer, men diagnosen IBH kunde inte sikert bekriftas. I
muskelmage konstaterades lindrig purulent inflammation 1 6vre delen av epitelet under
koilinskiktet. Koilinskiktet var tunnare dn normalt och med uppluckrad struktur och
inneholl degenererade epitelceller. I 6vre halvan av koilinskiktet sags vaxt av kockoida
bakterier i sparsam till riklig mangd.
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Bild 6. Fylogenetiska relationer mellan representanter fran samtliga genotyp av FadV och dem
cirkulerande adenovirus i Sverige

Slut ord; Generellt kan virologiska/molekylirepidemiologiska
undersokningar vara ett bra kompletterande verktyg till patologiska/histologiska
undersokningar vid misstanke av avidrt adenovirus. Hittills har diagnosen i samband med
misstankar om IBH utbrott baseras enbart pa histologi. Klara férindringar i levern och
histopatologiska fynd har legat f6r grunden f6r fastsillande av diagnosen. I projektet
anvinde vi konventionell PCR f6r att mangfaldiga en del av hexon-genen i FadV, for att
med hjilp av direkt cykelsekvensering bestimma DNA-sekvensen i genen. Nir man har
DNA-sekvensen kan man genom att applicera den genetiska koden pa sekvensen avgora
ursprung och spridningsmonster i samband med utbrott. Med hjilp av de fram arbetade
metoderna inom projektet har vi nu moijlighet till isolering av virus samt genetisk
Karaktirisering av sjukdomsframkallande adenovirus i svenska slaktkycklingbesittningar.



