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Svin som blandekar for Grise og influenza A
influenzavirus? Veertsreceptorer for « Svineinfluenza, endemisk i det meste af verden (H3N2, HIN1 og
influenzavirus hos svin, fjerkra og HIN2)
menneske « Danmark: H3N2, HIN1 and H1N2
Eksperimentel infektion med Dansk « Receptorer; Sialic acid (SA)-a-2,3-terminal saccharides (avieer)
H1N2 svineinfluenza subtype og 2,6 (human/svin) i gvre respirationsveje (o eial. 1998)
Ramona Trebbien, Dyrlage, PhD. ¢ Grise modtagelige for avisere og human influenza
vfﬁ (eksperimentelle studier og rapporteringer fra felten).
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Vaerts receptorer

SA-2,6 hovedsagligt

SA-2,3 cilieret naeseepithel og
alveolaere epithelceller
(Shinya et al. 2006)

SA-2,6 0g SA-2,3 trachea
(ito et al. 1998)

SA-2,3
hovedsagligt Men
SA-2,6 i trachea

(Kuchipudi et al. 2009)

2,3
(Kuchipudi et al. 2009)
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INFLUENZA A VIRUS HENHOLDSVIS AVIAR 0G
SVINEINFLUENZA SAMT SIALIC ACID RECEPTORER I
RESPIRATIONSVEJENE I EKSPERIMENTELT
INFICEREDE GRISE
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Sporgsmal Materialer og metoder
* Har grise begge receptorer (SA-a-2,3/2,6-terminal saccharide) i alle dele * Influenza inficerede grise
af luftvejene? - A/swine/Denmark/19126/1993 (H1N1) [T PID 4+56]
- Tidligere studier havde kun undersggt trachea. Ito et al. 1998 - A/swine/Denmark/10074/2004 (H1N2) [t PID 4+56]
* Hvilke dele af vaevene er foretrukket af henholdsvis avieer og - A/duck/Denmark/65472-26/2003 (H4N6) [t PID 4+ 8]
svineinfluenza virus? « Kontrol grise
e Er der overenstemmelse mellem influenza virus og receptorer? _ Ren allantois vaeske [t PID 4+ 8]
* Er der ned- eller opregulering af receptorerne? - Sentinel gris i H4N6 inficerede gruppe [t PID 8]
il = * Vaev
- Naese epithel
- Trachea
- Lunge 9 steder
- Tonsil
- Reg. Lymfeknude
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Materialer og metoder

« Demonstration af receptorer:
- Sialic Acid-a-2,6-terminal saccharide receptor (svin/human)
Sambucus Nigra (SNA) lectin
- Sialic Acid-a-2,3-terminal saccharide receptor (avizer)
Maackia Amurensis (MAA) lectin, isotype I og II

« Demonstration af influenza antigen:
- Polyklonalt kanin anti-svineinfluenza
- Polyklonalt ged anti-Influenza A virus

« Dobbelt farvning af influenza og epitel celler:

- Avieerinfluenza antigen/cytokeratin (epitel celle markgr)
- Svineinfluenza antigen/cytokeratin (epitel celle markgr)
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Resultater

* Makroskopiske aendringer
- generelt f8 lzesioner i avizer influenza inficerede dyr. Kun en gris t
PID4, mindre lobulaere fortaetninger i kraniale lunge lapper.
- Svineinfluenza inficerede, HIN2 mere udbredte laesioner end H1IN1.
- Negativ kontrol grise og sentinel gris havde ingen forandringer.
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Resultater
e Lectin farvning af receptorer.
- A. SNA (SA-a-2,6 -svin/human)
- B. MAAI C. MAAII (SA-a-2,3 -aviaer)

(original forstgrrelse x10) . 5
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Resultater
e Lectin scoring

1: 0-20%, 2: 20-40%, 3: 40-60%, 4: 60-80%, 5: 80-100%

EZE MAAI (SA-a-2,3 avizr)
EE3 MAAII (SA-a-2,3 aviar)
B3 SNA (SA-a-2,6 svin/human)
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Resultater

« IHC svineinfluenza inficerede grise (original forstgrrelse A. x20, B. x10)
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Udbredelsen af svineinfluenza antigen: Bronkier, bronkioler,
alveoler. Neese, trachea.
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Resultater

* IHC avieer influenza inficerede grise (original forstgrrelse A. x10, B. x20)
A R B -

N

Udbredelsen af avizer influenza antigen: Alveoler, bronkioler.
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Resultater

r ) b Resultater i
« Dobbelt farvning influenza / Cytokeratin = « Sammenligning af lectiner og influenza =
- A. og B. svineinfluenza inficerede gris (original forstgrrelse A. x10, B. - A. IHC svineinfluenza B. Parallel snit til A. SNA lectin svineinfluenza
x40) inficeret (A. og B. x10)
- C. og D. avieer influenza inficeret gris (original forstgrrelse C. x10, D. - C. IHC avieer influenza og D. Parallel snit til D. SNA lectin aviser
x40) influenza inficeret gris. (C. og D. x10)
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Opsummering og diskussion

« Svineinfluenza: naese, trachea, bronkie, bronkiole og alveolzere type I og
11 epitelceller.

* Avieer influenza: bronkiole og alveolzere type II epitelceller.
- Modsat fordeling avieer vs svineinfluenza.
- Human infektion lignende fund.

e SA-a-2,6-terminal saccharide (svin/human) receptor findes udbredt i
store meengder i alle omréder af respirationsvejene.
e SA-a-2,3-terminal saccharide (aviaer) kun nedre respirationsveje i
bronkioler men hovedsagligt alveolzere epitelceller.
* Match mellem influenza udbredelse og receptorer.
- Uoverenstemmelse med tidligere undersggelser
- Stemmer med epidemiologien
- Bekreeftet af andre sidenhen (e etsi. 2010, ven poucke etal. 2010) EE'J.
- Grisen som "blandekar”?? L
- Kyllinger, mennesker L
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Opsummering og diskussion

« Receptorerne kan ikke pavises i omrader med influenza inficerede celler.
- Er ikke rapporteret for
- Klgvet af neuraminidasen?
- Betydning for genetisk skift?
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Baggrund og formal
* 2003 ny reassorted H1N2 subtype i Danmark.
- 2010 35% af sager positive for svine influenza.
* Rapporteringer fra beszetningerne indikerer at HIN2 giver hgjere grad af
sygdom sammenlignet med H1IN1 og H3N2.
* Undersggelse af virulensen og antigeniciteten af ny reassorted HIN2 og
2eldre cirkulerende HIN1.
* Samt krydsbeskyttelsen mellem stammer.
EKSPERIMENTEL INFEKTION MED DEN DANSKE
REASSORTED H1N2 SVINEINFLUENZA SUBTYPE. ER
DEN MERE VIRULENT I GRISE END EN CIRKULERENDE
H1N1 SVINEINFLUENZA STAMME?
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Materialer og metoder
o Virus: |
- A/swine/Denmark/19126/93 (H1N1)
- A/swine/Denmark/10074/04 (H1N2)
e Gruppe 1
- 6 grise inokuleret PIDO HIN1
- 2 grise T PID4
- 4 sidste grise inokuleret PID28 H1N2 [t PID56].
e Gruppe 2
- 6 grise inokuleret PIDO H1N2
-2 grise t PID4
- 4 sidste grise inokuleret PID28 H1N1 [t PID56].
« Overvégning af symptomer
- Temperatur PID-3, 0-9, and 28-37.
* Provetagning
- Blod PID -3, 0, 7, 11, 14, 18, 22, 28, 35, 39, 42, 46, 50, 56.
- Neese svaber PID-3, 0-9, 11, 14, 18, 22, 28-37, 39, 42, 46, 50, 56.

19 DTU Ve, Technical University of Denmark

t

Materialer og metoder
* Post mortem
- Neese, trachea, tonsil, reg. lymfeknude, Lunge 9 steder
* Virus RNA oprensning
« Real time RT-PCR screening assay, NP-gene.
« Relative kvantificering ved real time RT-PCR, matrix-gene.
* Haemagglutinations Inhibition (HI)- test, antistof bestemmelse.

o Akut fase protein maling, ELISA-test: Haptoglobin, Serum amyloid A
(SAA), C-reaktivt protein (CRP).
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Virus titer i lungevaev, TCID50 pr ml, PID4
Resultater M&It med qRT-PCR, matrix gene
* Makroskopisk
Lunge omride Gruppel HINT Gruppe2 HIN2
Grisl G2 G7 G8
Lul 6.0x107 9.5x108 1.5x10% 2.3x107
Lu2 7.1x108 1.4x10° 3.1x107 1.8x108
Lu3 1.1x107 5.2x108 7.5x108 3.7x107
Lu4 2.0x10° 7.1x107 3.2x10* 4.5x10*
Lus 3.5x108 1.8x108 7.6x107 1.4x10°
Lu6 3.8x108 1.5x107 6.2x108 2.1x10°
Lu7 7.8x108 2.1x108 3.7x107 3.2x107
Lug 9.8x107 4.8x107 7.1x108 2.9x107
Lu9 1.6x108 3.7x108 2.9x108 8.5x104
21 OTU Ve, Technical Universiy of Denmark 22 01U Ve, Technical Universiy of Denmark
b b
s s
&= &=
Nasale virus udskillelse Akut fase proteiner o
A: Haptoglobin " Group 1 HIN1 PIDO, HIN2 PID28
250 ¢ Group 1 HIN1 PIDO, HIN2 PID28 12-

Gruppe 1 PIDO HIN1 Gruppe 2 PIDO HIN2
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Post infection day (PID) Post infection day (PID)

Efter anden inokulering var der minimal virus udskillelse i begge grupper.
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Haptoglobin, pg/m
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HE-titer

HE

HI-test Antistof bestemmelse

A/sw/Denmark/19126/1993(H1N1)
600, - Group 1 H1NI PIDD, HINZ PID2S
8 Group 2HINZ PIDO, HIN PID2S

A/sw/Denmark/13608/2004(H1N2)

50- =& Group 1 HIN1 PIDO, HIN2 PID28
POARNTLY LD DO PP 8 Group 2 HINZ PIDD, ikt pID28
PID

40-

Hi-titer
—

POARLSRIRHES IO S P
PID
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Fylogenetisk trae
i :

asainemkn{ HIN2, inoculum

Alswine/DK/ 126872003 HIND HAwa

Alswing/DK/103612004(HINT A

1000
| \lsineDK/102822004 HIND HAR

Y HIN2, HI antigen

fwine/DK/L4348- 2003 HINDHAaa

9

H1N1, inoculum og HI antigen

Alswine/Belgiom/ 13 HINDHAG AAD2SI1L

AA 1-566 HA ClustalX2 1000 bootstrap NJ-plot ckhj
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HI-test Gruppe 1 pigs HIN1*/H1N2**

Antigen: [ 191267 | 102827 | 12813° | 103617 [ 10074~ | 13608 | 12687% | 4104a0% | 15027
HINI [HINI |HINI |HIND [HIN2  [HIN2 [HIN2 [HIN2  [H3N2
g

PID -
3 0 [} 0 0 0 0 [} 0
[0} 0 0 0 0 0 0 0
7 3 0 0 8 0 0 [} 0
11 28 - - - 0 - [} [}
14 36 6 0 3 0 4 [} [}
18 20 - 0 - 0 0
2 192 20 0 0 4 0 2 0 0
28 224 24 4 4 0 12 0 0
35 192 2 14 2 10 4 16 [} [}
39 s || 20 - - 28 - 0 12
2 s || =m 12 2 16 32 46 [} 16
a6 [ oass [ 24 - 20 - 0 0
so [V s - 0 8 - 0 0
s | \22 B 8 8 2 2 0 0
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HI-test Gruppe 2 pigs HIN2* /H1N1**

Antigen: [ 101267 | 10282° | 12813 | 10361" | 100747 ] 13608" | 126877 | 4104307 | 15027
HINI [HIND [HIND [HIND [HIN2  [HIN2 [HIN2 |HIN2  |H3N2

)
3 0 0 0 o o o o o
o 0 0 0 - 0 0 0 0
7 0 40 30 8 16 4 0 0
i 0 28 - 12 - 0 0
14 0 28 2% 6 s 4 o o
18 0 32 - 0 - 0 0
2 0 40 10 6 24 0 2 0 0
2 4 2% 12 - 416 o 2 o o
35 20 2 10 4 256 4 10 0 4
39 28 20 - l - ’ 28 - 0 28
2 20 10 10 4 [T [] s 8 0 16
46 12 2% - I - 0 0
50 12 20 - 4 \ - s - [} [}
56 12 44 8 - \H]/ 0 4 0 0
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3D model af heemagglutinin molekylet

Center for Biological Sequence analysis - DTU

A: A/swine/Denmark/19126/1993 (H1N1) (inoculum) vs A/swine/Denmark/10282/2004 (H1N1)

B: A/swine/Denmark/10074/2004 (H1N2) (inoculum) vs A/swine/Denmark/13608/2004 (H1N2)

Sma& aendringer i aminosyresekvensen af HA proteinet
medfgrer store forskelle pd HI titeren
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Opsummering og diskussion

* HIN2 veerre lunge laesioner makroskopisk end HIN1
* Hgjere nasale virus udskillelse i HIN2 inficerede grise
- H1N2 mere virulent?
e Lav/ingen udskillelse efter reinokulering.
- Krydsbeskyttelse mellem H1IN1 og H1N2.
* Akut fase proteiner.
- Tydeligt respons ved inokulering og reinokulering.
— Primeer infektion HIN2 > langsommere respons ved reinokulering.
- H1N2 infektion relativt mere beskyttende mod H1N1 infektion.
* Antistof respons
- Boost i antistoffer > krydsbeskyttelse
 HI test specifik med identisk inokulum og test stamme. Sm& forskelle kan
have en stor betydning.
- Vigtigt i diagnostiske sammenhange
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* Supervisors
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3D modelling
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