Slutrapport 2007-2009 for projektet: Utveckling av vaccin mot koccidios hos slaktkyckling
BAKGRUND

Koccidios dr en tarmsjukdom som orsakas av intracelluldra protozoer av sldktet Eimeria. Hos
honsfaglar ses en klinisk bild med alltifran dodsfall pa grund av massiva infektioner till
nedsatt tillvaxt och foderutnyttjande pa grund av subkliniskt anslag. Infektionens utfall beror
bland annat pa infektionsdos och immunitetsutveckling hos faglarna. Inom modern svensk
fjaderfauppfodning orsakar koccidios stora problem inom framforallt slaktkyckling-
uppfodningen. Infektionen kontrolleras dér 1 dagsliget genom profylaktisk tillsats av
koccidiehdmmande substanser, koccidiostatika, 1 fodret. I ekologisk broileruppfodning &r
denna behandling inte tillaten. Anvindning av koccidiostatika adr dock inte héllbar i ldngden
bland annat for att parasiterna utvecklar resistens mot preparaten, och for att profylaktisk
behandling med kemikalier inte dr forsvarbar enligt den svenska modellen” f6r djurhdllning.
Inom EU stélls nu ocksd krav pd att medlemsldnderna skall arbeta for att alternativ till
koccidiostatika framstills. Det dr sammantaget darfor mycket angeldget att alternativa
metoder att kontrollera fjdderfdkoccidios, t.ex. vaccination, tas fram.

Det ar ként att faglar som genomgatt upprepade infektioner med samma Eimeria-art utvecklar
immunitet. Man anvinder dven infektion med levande, i vissa fall forsvagade, Eimeria-
parasiter som vaccin. Dessa vaccin behover dock framstillas genom infektion av faglar och
blir dé bl.a. alltfor dyra for att de skall kunna anvéndas inom broileruppfédningen. Malet ar
darfor att utveckla ett effektivt vaccin som é&r billigt att framstilla. Ett subenhetsvaccin
framstillt med rekombinant teknik skulle kunna uppfylla dessa krav. Det dr vidare ként att det
ar framforallt cell-medierade immunfunktioner som &r inblandade 1 den skyddande
immuniteten mot koccidios hos hons. Framforallt har T-celler som uttrycker CDS8 utpekats
som viktiga 1 forsvaret. Dessa celler dr hos didggdjur framforallt sk. T-mordar celler
(cytotoxiska T-celler; CTL) som dodar infekterade celler. Generellt anses det ofta svart att
inducera immunsvar med CTL med avdodade vaccin. P& senare tid har man dock funnit att
sk. immunstimulerande DNA é&r ett effektivt stimuli for att aktivera CTL-svar 1 vart fall hos
diaggdjur.

SYFTE OCH STRATEGI

Projektets Overgripande syfte dr att identifiera nyckelkomponenterna i1 den skyddande
immuniteten mot Eimeria-infektioner pé ett sddant sitt att ett effektivt vaccin mot koccidios
hos slaktkyckling kan tas fram. For att uppfylla detta arbetar vi med foljande delmal:
1) fortsatt metodutveckling for att studera honsfaglars immunsystem, 2) studera utvecklingen
av skyddande immunitet hos experimentellt Eimeria-infekterade faglar, 3) utvardera lampliga
adjuvans for vaccin mot koccidios och 4) péaborja utvirdering av subenhetsvaccin mot
koccidios.

Under 2007-2009 har vi drivit tre delprojekt:

I) Infektionsstudie for att studera mRNA-uttryck av immunfunktionsmarkorer

IT) Fortsatt arbete med att etablera en metod att detektera Eimeria-specifika CTL

IIT) Utvdrdering av ett potentiellt subenhetsvaccin 1 en vaccinations/infektionsstudie.

I. INFEKTIONSSTUDIE MED FOKUS PA MEKANISMER OCH CYTOKINER
INVOLVERADE I SKYDDANDE IMMUNITET MOT EIMERIA-INFEKTIONER

Vi har 1 en tidigare infektionsstudie (III) utvecklat en modell i vilken upprepade
lagdosinfektioner resulterar i en mycket starkt skyddande immunitet hos faglarna. Denna
modell anvidnde vi i detta delprojekt for att ndrmare studera de immunfunktioner som &r
inblandade i immuniteten. Genom att jimforda hur parasiterna etablerar sig och forokades hos
immuna faglar och hos faglar som infekterades for forsta gangen far vi information om nér 1
parasitens livscykel immunsystemet édr effektivt. Genom att studera olika immunfunktioner 1



relation till parasitinfektionen hos immuna djur far vi information om vilka mekanismer som
ar skyddande. Sammantaget ger detta viktig information om vilka delar/stadium av parasiten
som bor ingd i ett vaccin och vilken typ av immunsvar som ett vaccin maste inducera for att
ge skyddande immunitet.

Som ndmnts tidigare har lymfocyter som uttrycker cellytereceptorn CD8 associerats till
immunitet mot koccidios. En tidnkbar funktion for dessa celler dr att de dr “T-mordarceller”,
CTL, som dodar parasitinfekterade celler. For detta anvinder de bland annat proteinet
perforin, som skapar porer i cellmembranet pa den cell som skall dodas, och enzymer i
granzyme-familjen, som aktiverar mekanismer som tvingar den attackerade cellen att "bega
sjalvmord”, d.v.s. ga i apoptos. Vi har darfor kvantifierat mRNA-uttrycket av perforin i
faglarnas blindtarmstonsiller som ett matt pa CTL- aktiviteten.

MATERIAL OCH METODER.

Forsoket omfattade tre grupper av féaglar (Figur 1): oinfekterade (grupp 1), enbart
’challenge”-infektion (grupp 2) och immuna efter upprepad infektion (grupp 3). Den
djurexperimentella delen av forsoket utfordes under oktober-november 2007 och omfattade
90 Bovans-kycklingar som anlidnde till SVA:s djurhus som daggamla och sedan holls under
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infektionen (dag 35) for att studera utvecklingen av 10 Doduido
Eimeria-specifika antikroppar Utsondringen av Figur 1. Gruppnummer och behandlingar vid Eimeria-

oocystor (parasitigg) 1 avforingen foljdes dag 5 till infektionsférsdket

10 efter varje infektion med flotation enligt

standardprotokoll. Antikropps-bestdmningarna utférdes med ELISA-metodik. Nukleinsyra,
DNA och RNA, isolerades fran vivnadsproverna och méngden E. tenella-DNA i
blindtarmsvédvnaden, liksom uttryck av mRNA f{or olika gener undersdktes med kvantitativ
real-tids RT-PCR metodik.

RESULTAT

Som ett matt pd anslaget av parasitinfektionen analyserades utsondringen av oocystor i
fdglarnas avforing fran dag 5 till dag 10 efter varje inokulaton med Eimeria (Figur 2). Som
forvantat utsondrade grupp 3 ett stort antal oocystor efter den forsta infektionen Efter den
andra infektionen utsondrade de ett ldgre antal oocystor och efter ”challenge”-infektionen
endast ett obetydligt antal oocystor. Resultaten visar alltsd tydligt att faglarna 1 grupp 3 hade
utvecklat en skyddande immunitet mot parasiten vid tidpunkten for challenge”. Grupp 2,



som infekterades for forsta gangen vid “challenge”, utsondrade ocksd som forvéntat en stor
mingd oocystor. Grupp 1 utséndrade inte oocystor

1x10°F vid nagot tillfille under experimentet.
B t Vi pavisade och kvantifierade éven E. tenella-DNA
% exit 1 blindtarmsvavnad (Tabell 1) och foljde pa sa sétt
3 1 ] parasitens  etablering och  forokning under
§ - l infektionens gang i de olika djurgrupperna. Parasit-
g DNA pavisades i enstaka prover redan dag 1 och 2
2 T efter infektionen. Frin och med dag 3 efter
g 4x10° ¥ infektionen dr majoriteten av proverna fran grupp 2
3 ES positiva for E. tenella-DNA och mellan dag 3 och 4
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Figur 2. E. tenella-oocyst utskiljning i tréck (gruppmedelvérde + 1 konfidens- experimentet OCh méngden paraSit'DNA i de
intervall) vid infektion av faglar fore “challenge” (grupp 3) samt vid positiva proverna frén dag 4 OCh dag 10 efter

“challenge” (grupp 28&3). . . o o . e o
infektionen var > 200 génger ldgre dn 1 prover frdn

grupp 2. Som forvéntat var inga prover frdn de oinfekterade faglarna i grupp 1 positiva for E.
tenella-DNA. Dessa resultat visar tydligt att parasitens uppforokning i de "immuna” faglarna
stoppas mycket tidigt, dag 3-4 efter infektionen.

Tabell 1. Eimeria tenella-DNA i blindtarmar fran kycklingar infekterade dag 0 samt oinfekterade kontrollkycklingar

Antal positiva blindtarmar/antal testade blindtarmar
Medelméngd E. tenella-DNA =+ 1SE (aM)

Dag 1 Dag 2 Dag 3 Dag 4 Dag 10
Grupp 2 o012 1/12 10/12 12/12 10/10
forstagangsinfekterade - 0,2 5,4+1,6 268+120 240+97
Grupp 3 2/12 5/12 5/12 1712 5/12
immuna 0,07+0,03 0,9+0,3 1,0+0,3 0,0001 1,2+0,6

Grupp 1 0/12 0/12 0/12 0/10 0/10
oinfekterade - - - - -

Som ett matt pd immunsystemets aktivering analyserades serumhalten av antikroppar mot
parasiten under experimentets gang. Vid 2 veckors élder, fore den forsta lagdosinfektionen,
pavisades maternella Eimeria-antikroppar hos en stor andel av faglarna. Att kycklingar vid 2
veckors dlder fortfarande kan ha relativt hdga antikroppsnivéer och att dessa nivaer visar en
stor individuell variation observerades ocksé i vér foregdende infektionsstudie (III). Vi tog
darfor hansyn béde till kroppsvikt och antikroppsniva vid gruppindelningen i detta experiment
och medelhalten av maternella E. tenella-specifika antikroppar 1 serum skiljer sig darfor inte
signifikant at mellan grupperna. Tolv dagar efter den forsta ldgdosinfektionen hade
antikroppsnivaerna i grupp 3 stigit nagot jamfort med fore infektionen. Tretton dagar efter den
andra lagdosinfektionen (dag 26) observerades en tydlig hdjning av antikroppsnivderna i
grupp 3 och dessa var forhallandevis ofordndrade nio dagar efter ”challenge”-infektionen (dag
35). Vid den andra provtagningen var de oinfekterade djuren 1 grupp 1 och 2 seronegativa och
forblev sa under resten av experimentet. Faglarna i grupp 2 hade alltsd inga pévisbara
Eimeria-antikroppar vid provtagningen 9 dagar efter “challenge”-infektionen. Resultaten
visar darmed tydligt att immunsystemet hos faglarna i grupp 3 aktiverats av E. tenella-
infektionerna.



For att fi en indikation pa aktiveringsgraden 1210 Grupp 1
hos CTL  ("T-mordarceller”)  under
infektionens gang maitte vi uttrycket av 1x10°1
perforin-mRNA 1 blindtarmstonsillerna

(Figur 3). Mellan dag 2 och 4 efter infektion 8x10“+ + ~l’

var uttrycket av  perforin-mRNA 1 4{- -I—
blindtarmstonsillerna hogre hos de immuna ex10°H

fdglarna 1 grupp 3 jamfort med det hos {_ -I- H ‘I’
faglarna 1 grupp 1 och 2. Dag 10 efter el ‘I‘

infektionen diremot, var uttrycket hogst hos
de forstagédngsinfekterade faglarna i grupp 2.
Dessa resultat indikerar alltsa att CTL
aktiveras snabbt efter infektionen hos

immuna djur jamfort med de forstagangs- TR 2 T s a1

infekterade faglarna dér aktivering tycks ske Degexsitar. chelienge’

der infekti del Figur 3. Perforin-mRNA uttryck i blindtramstonsiller (gruppmedelvérde +1SE)
under mifektionens senare del. vid experimentell E. tenella-infektion av forstagangsinfekterade (grupp 2) och

immuna (grupp 3) faglar samt oinfekterade faglar (grupp 1).
KONKLUSIONER OCH FORTSATT ARBETE
Sammantaget visar dessa resultat att vi med hjilp av tva foregdende infektioner med
E. tenella fick faglarna i grupp 3 att utveckla en starkt skyddande immunitet. Hos de immuna
faglarna stoppades parasitens forokning dag 3-4 efter infektion vilket sammanfoll med
uppreglering av uttrycket av perforin-mRNA. Detta indikerar att aktiverade CTL ar viktiga
for att bromsa upp parasiternas forokning. Hos de forstagangsinfekterade figlarna forokade
sig parasiten kraftigt frin och med dag 3-4 och de utsondrade stora méngder parasitigg
(oocystor). Ett okat uttryck av perforin-mRNA observerades dag 10 efter infektion av dessa
faglar vilket tyder pa att CTL dven aktiveras under en primérinfektion. Vid denna tidpunkt ar
dock parasitens livscykel redan avslutad sa detta CTL-svar hinner inte bromsa infektionen.
Ackumulering av tillrdickligt ménga CTL-minnes-celler verkar alltsi vara en viktig
komponent 1 den skyddande immuniteten mot koccidios.
Detta ar forsta gangen perforin har studerats i anslutning till Eimeria-infektioner hos faglar
och resultaten kommer att presenteras vid 9th International Veterinary Immunology
Symposium i augusti 2010 i Tokyo, Japan . Vi kommer dven att analysera materialet for
mRNA-uttryck av granzyme och IFN-y som ocksa reflekterar CTL-aktivitet. Resultaten
kommer dérefter att ssmmanstéllas f6r publikation 1 en internationell peer-review tidskrift.

Uttryck av perforin-mRNA

2x10*H

II. METODUTVECKLING FOR ATT DETEKTERA EIMERIA-SPECIFIKA CTL

Det har rapporterats att CD8+ lymfocyter dr associerade till skyddande immunitet mot
Eimeria-infektioner hos hons. Hos ddggdjur 4r CD8 en klassisk markor for T-mdordarceller”,
CTL, och det har foreslagits att CTL kan ha en avgorande roll 1 Eimeria-férsvaret genom att
doda parasitinfekterade celler. Vi anser darfor att det ar viktigt att klargéra om hons-CTL kan
doda Eimeria-infekterade celler och ifall denna funktion &r central 1 den skyddande
immuniteten mot parasiten. For att pavisa och méta CTL-aktivitet i laboratoriet krédvs att vissa
tekniska kriterier uppfylls:

1. Forst maste CTL ("T-mordarcell”) och den infekterade cellen ("maélcell”) vara av
samma MHC I-haplotyp (“vdvnadstyp”). Vi har genom ett internationellt samarbete
tillgang till MHC I-definierade hons-linjer (se nedan, B) och har i tidigare projekt
etablerat olika MHC I-definierade honscell-linjer som kan anvindas som malceller.

2. Vidare maste den infekterade cellen presentera det frimmande antigenet p4 MHC I-
molekylen for att CTL skall kunna kénna igen att cellen ar infekterad. Vi har darfor



arbetat med att etablera och optimera metoder for att infektera celler 1 kultur med
Eimeria-parasiter (se nedan, A).

3. Slutligen maste man ha en metod for att detektera att malcellerna dodas. Vi har
tidigare etablerat en kdnslig metod som pavisar celldod, apoptos, i honsceller genom
att detektera aktivering av enzymet caspase 3. Under denna projektperiod har vi
fortsatt optimera denna metod for att detektera CTL-aktivitet hos hons (se nedan, B).

A. ETABLERING AV EIMERIA-INFEKTERADE MALCELLER: Eimeria-parasiter kan inte
regelritt odlas 1 cellkultur men det finns beskrivet att E. fenella-sporozoiter kan infektera
celler i kultur och genomga négra steg av livscykeln. For detta maste oocystornas skal 6ppnas
och de sa kallade sporozoiterna frigoras. Sporozoiterna tillsétts cellkulturer och kan dér binda
till celler och ta sig in 1 dessa. Inne 1 cellen sker en flerfaldig uppférokning av parasiten
varefter den sprdngs” och ett stort antal av ndsta parasitstadium, merozoiter, sldpps ut. |
cellkultur avstannar livscykeln 1 detta skede medan den 1 faglarna fortsdtter med att
uppforokningsprocessen 2-4 ganger innan nya oocystor bildas och utsondras med avforingen.
V1 har under projektperioden arbetat med att etablera och forfina protokoll for att ta fram
levande sporozoiter ur oocystor, sa kallad excystering, att fa dessa sporozoiter att infektera
celler 1 kultur och att detektera de infekterade cellerna. For att starta upp detta arbete bjod vi
bl.a. in Dr Adrian Smith fran Oxford University, England, pa ett en veckas besok pa SVA
varen 2008. Dr Smith &r Eimeria-immunolog och har mycket stor erfarenhet av arbete med
hons-Eimeria 1 cellkultur.

MATERIAL OCH METODER

For dessa studier anvinds oocystor som isolerats fran trick och steriliserats med
natriumhypoklorit. Sporozoiterna frigdrs (excystering) genom att oocystskalen krossas med
glaskulor (©¥=0,5 mm) och dérefter digereras med taurokolatsyra och trypsin. Sporozoiterna
reans ddrefter fran oocystskalen pd en DE-52 anjonbytar-kolonn. De renade sporozoiterna
tillsdtts sedan till cellkulturer. Vi har hittills anvént en noét-celllinje, MDBK (Madin-Darby
bovine kidney) for att optimera infektionsprotokollen eftersom dessa celler tidigare anvints
for infektion med E. tenella 1 cellkultur. 1 vissa experimet har sporozoiterna fargats med olika
fluorokromer, CFSE (gron fluorescens) eller PKH-26 (gul-orange) fore tillsats till
cellkulturerna. For att utvirdera infektionsprotokollen analyseras hur stor andel av cellerna
sporozoiterna bundit till/tringt in 1 (andel cellassocierade sporozoiter) 18 h efter infektion.
Detta gors 1 cellkulturer som fixerats med metanol och fargats med Giemsa-16sning. 1 andra
replikat av kulturerna foljs utvecklingen av parasitinfektionen i ljusmikroskop med jimna
mellanrum upp till 142 h efter infektionen (7 dagar). Efter cirka 46-95 h kan man observera
ansamlingar av fria merozoiter. Detta &r ett bevis pd att sporozoiterna inte har enbart
associerats till cellerna utan dven triangt in 1 dem och genomgétt en del av sin livscykel och
uppforokats.

RESULTAT

Vi har funnit att dessa experiment kraver relativt farska oocystor (max 3,5 manader gamla).
Aldre oocystor ger ligre utbyte av sporozoiter efter excystering samt firre merozoiter vid
infektion. Med ett optimerat protokoll for excystering och farska oocystor erhalls ett utbyte av
ca 1 sporozoit per oocysta dvs ca 12,5%. Vidare har vi arbetat med att erhalla en sd hog
infektionsfrekvens av cellerna 1 cellkulturen som mdjligt bl.a. genom att variera infektionsdos
(sporozoiter/cell) och temperatur vid infektionen (Figur 4). Vi fann att antalet cellassocierade
sporozoiter Okade dosberoende &dnda upp till den hogsta testade dosen med 16
sporozoiter/cell. Avseende antalet merozoitkluster var dock doser mellan 8 och 2
sporozoiter/cell optimalt d& hogre infektionsdoser medforde att cellerna inte Gverlevde i
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77 h av infektionen. Medelvarden av 23 experiment +1SE. . . . . .
har ddrmed bestdmt infektionsdosintervall
och temperatur for optimal infektion med E. tenella i cellkultur.
For att pa ett effektivt sitt detektera och i framtiden sortera E. tenella-infekterade celler har vi
arbetat med fluorescensfargning av sporozoiter. Nir en fiargad parasit invaderat en cell kan
den detekteras med hjélp av fluorescensmikroskopi eller flodescytometri. Vi utvérderade ett
gront fargdmne, CFSE, som binder till proteiner i sporozoiten och ett gul-orange fargdmne,
PKH-26, som binder fetter i sporozitens membran. Badda fargdmnena fargade in sporozoiterna
vl och de fargade parasiterna var létta att detektera i t.ex. fluorescensmikroskop. Nar fargade
sporozoiter anviandes for att infektera MDBK celler paverkades deras forméga att associera
till cellerna inte patagligt av nagondera fargdmne i koncentrationer som med létthet kunde
detekteras; 5 uM for CFSE och 2,5 uM for PKH-26. Déaremot var utvecklingen till merozoiter
nedsatt vid 5 puM CFSE medan PKH-26 kunde anvindas vid 2,5 puM utan att
merozoitutvecklingen hdmmades. Dessa resultat visar att PKH-26 fargen tolererades bést av
parasiten och denna kommer dérfor att anvéndas 1 fortsatta studier.
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KONKLUSIONER OCH FORTSATT ARBETE

V1 har etablerat och forfinat protokoll for infektion med E. tenella sporozoiter 1 cellkultur och
tagit fram nya metoder for detektion av Eimeria-infekterade celler. Detta dr mycket viktigt for
det vidare arbetet med att ta fram metoder for att detektera Eimeria-specifika CTL. For att
kunna anvidndas som malceller i CTL-test behOver majoriteten av cellerna vara
parasitinfekterade. En stor fordel med de fluorescensfirgade parasiterna dr darfor att vi kan
anvanda flodescytometri for att sortera ut parasitinfekterade celler. Denna metodologi
mojliggor ocksa vidare studier av hur celler paverkas av att infektionen, t.ex. med avseende
pa MHC I-uttryck, som &r viktiga for att forstd immunsvaret mot parasiten. Vi har hittills
arbetat med MDBK-celler som tidigare visats mottagliga {or E. tenella-infektion 1 cellkultur.
Vi kommer nu att fortsitta arbetet med att infektera de MHC I-definierade honscell-linjerna
som inte tidigare anvénts for Eimeria-infektion. Nér infektions- och cellsorterings-protokollen
etablerats 1 honscellerna kommer resultaten att sammanstéllas for publikation 1 en
internationell peer-review tidskrift.

B. ETABLERING AV "CASPASE 3-METODEN” FOR DETEKTION AV HONS-CTL: Som
beskrivits utforligt i foregdende rapporter har vi i samarbete med Dr Helle Juul-Madsens
grupp vid Det Jordbrugsvidenskabelige Fakultet, Aarhus Universitet (tidigare Danmarks



Jordbruksforskning), forskningscenter Foulum, arbetat mycket med att etablera en robust
metod for att pavisa CTL-aktivitet hos honsceller. Vid Foulum halls ett antal hons-linjer som
ar definierade med avseende pa MHC I-haplotyp. Lymfocyter fran dessa faglar kan darmed
anvéindas i CTL-analyser. D4 virusinfekterade celler dr den typiska malcellen for CTL har vi
anviant virusinfektioner som modell och ”positiv-kontroll” i arbetet med att optimera CTL-
testet. Nar CTL dodar infekterade celler tvingas dessa att ga i apoptos ("begé sjalvmord”)
varvid enzymet caspase 3 aktiveras i dem vilket kan utnyttjas som ett métt pa CTL-aktivitet.

MATERIAL OCH METODER

Till dessa experiment anviandes faglar definierade med avseende pa MHC I-haplotyp som
foddes upp under konventionella uppfodningsformer och vaccinerades med kommersiella
levande vaccin enligt rekommendation av tillverkaren. Vi har framforallt arbetat med
Newcastle disease virus och Infektids bronkit virus (IBV). Vita blodkroppar isolerade fran
blod eller mjélte anvéndes 1 CTL-testet. For att 6ka andelen CTL odlades dessa 3-6 dagar 1
ndrvaro av vaccinviruset (levande eller UV-inaktiverat) med eller utan tillsats av bl.a.
concanavalin A (Con A). Malceller forbereds 18-20 h fore CTL-testet genom att de féargas
grona med CFSE samt infekteras med levande vaccinvirus. I CTL-testet blandas de vita
blodkropparna med malceller av samma MHC I-haplotyp och odlas i 4 h vid 40°C. Dérefter
fixerades proverna och fiargas med en antikropp, konjugerad till ett orange fargdmne, som
binder aktiverat caspase 3. Andelen maélceller positiva for aktiverat caspase 3, d.v.s. bade
grona och orange, bestims sedan med hjilp av flodescytometri.

RESULTAT

I detta delprojekt har vi bl.a. jamfort att anvénda vita blodkroppar frén blod och mjilte och
provat olika odlingsforhalladen for att i cellkultur uppfordka antalet CTL-celler fore CTL-test.
Vita blodkoppar fran mjélte var att foredra eftersom de har en hogre andel CD8+ celler, d.v.s.
potentiella CTL an vita blodkroppar fran blod. Vidare fann vi att vaccinerade djur sannolikt
har en l4g frekvens antigen-specifika CTL varfor uppforokning (expansion) av dem dr
nodvindig fore CTL-testet. Vi fann att levande virus 1 kombination med Con A, ett lektin som
stimulerar lymfocyter att dela sig, ger en uppforokning av de CD8+ vita blodkropparna. I
prover dir den CD8+ lymfocyterna aktiverats och expanderat har vi ocksa kunnat detektera
antigen-specifik CTL-aktivitet med caspase 3-testet.

KONKLUSIONER OCH FORTSATT ARBETE

Vi har etablerat caspase 3-metoden for att detektera CTL-aktivitet hos hons, vilket dr forsta
gangen metoden anvinds i detta djurslag, och vi dr pa vig att etablera ett protokoll for optimal
stimulering av CTL-celler for att pévisa deras aktivitet. Arbetet fortgdr genom ett vil
fungerande samarbetet med Foulum * ¥ och fortsitter under nésta projektperiod varefter
resultaten kommer att sammanstéllas for publicering i1 en internationell peer-review tidskrift.

III. UTVARDERING AV ETT SUBENHETSVACCIN MED DNA-ADJUVANS

Syftet med detta forsok var att utvirdera immunisering med ett recombinant Eimeria tenella-
protein for skydd mot koccidios. Som adjuvans avindes AbISCO-100 (’tredje generationes
iscom”) som anses inducera ett “balanserat” svar med bdde antikroppar och CTL i
kombination med immunstimulerande DNA 1 form av en syntetisk oligodeoxyribonukleotid
(ODN) som vi tidigare funnit aktivera vita blodkroppar fran hons.

MATERIAL OCH METODER
Vaccinationsforsoket omfattade 6 grupper med 6 HyLine brown tuppkycklingar (Figur 5),
som foddes upp under SPF-forhéllanden i SVA:s djurhus. Grupp 2-4 vaccinerades vid 2 och 6
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injicerades intra-muskuldrt i larmuskeln och bestod av 50 pug recombinant protein/dos
kombinerat med adjuvanset Ablsco—100 (30 pg/dos; Isconova AB, Uppsala) och ODN 2006
(30 pg/dos; Scandinavian Gene Synthesis AB, Koping). Kycklingar 1 grupp 3 fick vaccin utan
ODN 2006 och kycklingar 1 grupp 4 fick enbart Ablsco-100 och ODN 2006 utan
vaccinantigen. Efter varje infektionstillfalle véigdes faglarna individuellt dagligen fran
infektionsdagen till och med dag 7 eller 8 efter infektion. Fran och med eftermiddagen dag 5
till och med dag 8 efter infektion samlades tracken gruppvis varje dag, och antal oocystor per
gram trick (OPG) och totalantalet utsondrade oocystor per fagel bestimdes enligt
standardmetod. Kliniska symptom (blod i trick, allmintillstdnd, aptit) noterades dagligen vid
varje infektionstillfalle. Alla fdglar avlivades 7 dagar efter challenge-infektionen.
Blindtarmarna védgdes och inspekterades makroskopiskt och tarmlesionernas omfattning
bestdimdes individuellt for varje fagel enligt en 4-gradig skala (s.k. lesion scoring) enligt
internationellt etablerade protokoll. Direfter digererades blindtarmsvdvnaden med trypsin och
antalet oocystor 1 blindtarmarna bestimdes individuellt for varje fagel. Mjélte och
blindtarmstonsiller samlades f6r immunologiska analyser. Oocystor artbestimdes med
ljusmikroskopi och PCR-analys. Halten av specifika antikroppar (IgG) 1 serum bestimdes
med ELISA-metodik. Antikroppar mot tva olika antigenpreparationer analyserades,
vaccinantigenet (recombinant protein) och ett lysat av E. tenella-oocystor (nativt protein).
Vita blodkroppar fran mjiltar identifierades med avseende pé utryck av olika
cellytemolekyler, CD4, CD8a respektive Bu-1, med immunofluorescensfiargning och
flodescytometri. Mjéltceller stimulerades ocksa 1 cellkultur med rekombinant och nativt
protein samt med mitogenet concanavalin A. Celldelning 1 cellkulturerna bestdmdes med tvé
olika metoder; CFSE-metoden och inkorporering av radioaktivt thymidin.
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RESULTAT
Kycklingarna i grupp 6 inokulerades med en 14g dos oocystor vid tre tillfdllen fore challenge-
infektionen for att inducera immunitet

Tabell 2. Infektionsdos (antal viabla oocystor) samt totalantal R . R
oocystor utsdndrade per fagel vid upprepade infektioner med MOt infektionen. Inga kliniska symptom

E. tenella pa sjukdom eller paverkan pa tillvixten
Antal utséndrade oocystor o . .
observerades efter lagdosinfektionerna.

Inokulering Infektionsdos Grupp 6 Naiva

1a 1500 546 x 10° it Antalet oocystor som utskiljdes i
2:a 3000 87 x10* 5349 x 10* . o . .

3e 5500 5% 10° 9385 x 10° trqcken frén deo 1nf§kter?de faglarna
1. — inte testat, Naiva — aldersmatchade kycklingar som infekterades minskade dock pdtagligt bade efter den
for forsta gangen med samma dos oocystor som grupp 6. andra och efter den tredje inokulationen

jamfort med faglar som inokulerades for forsta gdngen med samma dos (Tabell 2). Resultaten
visar alltsa tydligt att vi med upprepade ldgdosinfektioner inducerat immunitet hos faglarna.

For att utvidrdera den immunitet som inducerats av vaccination respektive lagdosinfektion
inokulerades faglarna med en hoég dos E. fenella-oocystor (challenge-infektion). Dosen



testades ut fore forsoket for att ge patagliga blindtarmslesioner hos icke-immuna féaglar 7
dagar efter infektion. Figlarna vidgdes dagligen under forsoket och tillvixten visade stor
variation bade mellan dagar och mellan individer oavsett grupp. Dag 5 och 6 efter infektion
visade grupp 2-5 generellt betydlig ldgre tillvixt grupp 1 och 6 men pa grund av den stora
variationen var denna tillvixtshdmning inte statistiskt signifikant. Kliniskt och parasitologiskt
utfall av challenge-infektionen redovisas i Tabell 3. Faglarna i grupp 2-5 uppvisade kliniska
symptom pa sjukdom fran eftermiddagen dag 5 efter challenge, utsondrade oocystor i tricken
och hade stora mingder oocystor och omfattande skador i blindtarmarna dag 7 efter
challenge. Inga signifikanta skillnader med avseende pa infektionsanslaget observerades for
faglarna i grupp 2-5. Féaglarna i grupp 6 ddaremot utsondrade ca tusen ganger férre oocystor i
tricken och uppvisade inga skador i blindtarmslemhinnan och endast tva individer hade ett
mycket lagt antal, framforallt defekta, oocystor i blindtarmarna. Vi kan darfor dra slutsatsen
att det testade vaccinet inte inducerade immunitet som skyddade mot challenge-infektionen.
Upprepad lagdosinfektion gav ddremot en mycket stark skyddande immunitet.

Tabell 3. Kliniska observationer, totalantal oocystor per fagel utsondrade i track samt lesion score for, och total antal
oocystor i, blindtarmar samlade dag 7 fran faglar infekterade med E. tenella dag 0

Grupp Klinik Oocystor i track Lesion score’ Oocystor i tarm'

1 u.a. 0,0 0,2+0,1 0,0+0,0

2 Blod i track dag 5 (em), 6 & 7 116 x 10° 3,5+0,1 27x10°+7 x 10°
3 Blod i track dag 5 (em), 6 & 7 126 x 10° 3,3+0,2 36x 10°+ 14 x 10°
4 Blod i track dag 5 (em), 6 & 7 182 x 10° 28+0.2 15x 10°+ 6 x 10°
5 Blod i track dag 5 (em), 6 & 7 111x 10° 3,7+0,1 63x 10°+ 15x 10°
6 u.a. 0,1x10° 0,0+0,0 21 +14

u.a. — utan anmarkning. 1 - uttryckt som gruppgenomsnitt + SE.

Antikroppshalterna mot bade nativa (“naturliga”) E. tenella-proteiner och vaccinantigenet
bestdmdes 1 serumprover samlade under experimentets gang (Figur 6). Alla kycklingar hade
varierande halter av maternella antikroppar mot nativt antigen vid tidpunkten f6r vaccination
och forsta ldgdosinfektion (2 veckor alder; Figur 6A). Inga maternella antikroppar kunde
detekteras vid 6 veckors alder. Vid denna tidpunkt (2 veckor efter den andra
lagdosinfektionen) hade faglarna grupp 6 serokonverterat mot nativt E. fenella-protein och de
forblev seropositiva forsoket ut. Inga faglar i de 6vriga grupperna uppvisade antikroppar mot
nativa E. tenella-proteiner efter att de maternella antikropparna hade avklingat.

Vad betriffar vaccinantigenet (Figur 6B) uppvisade inga faglar marternella antikroppar mot
detta protein. Efter den andra vaccinationen serokonverterade grupp 2 och 3 mot
vaccinantigenet Antikroppshalterna var likartade 1 dessa bada grupper. DNA-tillsatsen
verkade alltsd inte péaverka antikropps-nivderna mot vaccinantigenet i detta forsok. De
vaccinerade faglarna hade inga detekterbara antikroppar mot den nativa proteinpreparationen.
Det skulle kunna bero pa att det sporozoitprotein som motsvarar vaccinantigenet antagligen
utgor en mycket liten andel av den nativa proteinpreparationen.

Andelen av olika lymfocytpopulationer analyserades 1 mjéltar och blindtarmstonsiller samlade
7 dagar efter challenge-infektionen med E. tenella. Bland mjéltlymfocyter var den mest
patagliga observationen att andelen B-celler (Bu-1 positiva) var hogre hos de infekterade
fdglarna (grupp 2-6) jaimfort med de oinfekterade (grupp 1). Andelen celler som uttryckte
CD8a (CTL) verkade ocksa forhojd i mjéltar fran de immuna faglarna (grupp 6) jamfort med
alla de andra faglarna. I blindtarmstonsillerna var andelen lymfocyter som uttryckte CD8a
forhojd hos de faglar som genomgick E. tenella-infektionen for forsta gangen (grupp 2-5)
jamfort med de oinfekterade (grupp 1) och de immuna (grupp 6) figlarna. Resultaten
indikerar att CD8a uttryckande lymfocyter, sannolikt CTL, rekryteras till tarmen under en
akut infektion vilket dverensstimmer med resultaten fran andra studier. Hos de immuna
djuren (grupp 6) verkar dock inte CTL rekryteras till blindtarmstonsillerna utan till mjilten.
Ytterligare studier av cellmigrationens forlopp behovs dock for att utrona vilka
lymfocytpopulationer som &r viktiga for den skyddande immuniteten mot koccidios.
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som svarar pa antigenstimulering satte vi upp sk.
lymfocyt- stimulationstester. Vi anvidnde bade en
’traditionell” metod med inkorporering av radioaktivt
tymidin och en ny metod baserad pa det gréna
faramnet CFSE {0r att detektera celldelning hos
lymfocyter. Som antigen anvdnde vi bade nativa
E. tenella-proteiner och det rekombinanta
vaccinantigenet. Oavsett detektionsmetod
observerades dock en hog “bakgrundsproliferation”
hos mjéltceller 1 kontrollkulturer utan antigen. Det var
darfor endast mojligt att detektera en okad celldelning
' efter stimulering med det starka mitogenet Con A.
Inget av antigenen inducerade proliferation Over
[ I bakgrundsnivdn.  Anledningen till den hdga
I bakgrunden &dr okdnd. Vi har tidigare anvint CFSE-
| metoden for att detektera proliferation hos honsceller
l bade med mitogen- och antigen-stimulation utan
problem med bakgrundsproliferation.
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10 : : ' . KONKLUSIONER

‘ Aidor (vockon ’ Genom upprepade lagdosinfektioner lyckades vi
e e e e abiant . T inducera en stark skyddande immunitet mot koccidios
vaccinantigen (B). hos figlarna. Denna modell har givit oss ett mycket
viktigt verktyg for att studera immunitet mot Eimeria-infektioner. Vi har redan (I) och
kommer framgent att anvéinda modellen for att forsta vilka komponenter i immunsvaret som
leder till att immunitet utvecklas. Denna kunskap kommer sedan att anvédndas i arbetet med ta
fram effektiva vaccin. I detta forsok gav inte vaccinet nagot detekterbart skydd mot challenge-
infektionen. Det finns méanga tdnkbara orsaker till detta, t.ex. att vaccinantigenet inte var
relevant, att det rekombinanta proteinet inte var tillrackligt likt det nativa proteinet eller att
challenge-dosen var for hog for att pavisa en eventuell laggradig immunitet, och det inte
mojligt att avgora vilken/vilka orsaker som var avgorande. Det gar inte heller att avgora
vilken effekt DNA-adjuvanset hade pa faglarnas immunsvar. Antikroppssvaren mot
vaccinantigenet verkar likartade men det dr framforallt i de cellulidra svaren vi forvéntar oss
effekter av immunstimulerande DNA. Resultat fran detta forsok presenterades vid European
Coccidiosis Discussion Group i Compton, England, den 24 maj 2007 .
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