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SUMMARY

Porcine circovirus type 2 (PCV2) is a common virus present in most parts of the world.
PCV2 has been pointed out as the major causative agent to post weaning multisystemic
wasting syndrome (PMWS) that affects pigs after weaning. The clinical symptoms of PMWS
are impaired growth, diarrhoea, respiratory problems and increased mortality. At autopsy
enlarged lymph nodes with depletion of lymphocytes are commonly found.

Since 1991 PMWS has spread all over the world and was first described among Swedish pigs
in 2003. Although PCV2 is widespread, only some pigs develop PCV2-related diseases.
Why this is and what other factors that are required in order for the disease to develop is yet
unknown. The main theories involve other infections, for example PRRS, and management
issues but also genetic differences between pigs and/or virus strains have been suggested. The
PCV?2 virus genome has four open reading frames (ORF ), ORF1 and ORF2 are connected by
two short introns. ORF1 codes for proteins involved in virus replication whereas ORF 2
codes for the capsid protein that most antibodies are directed to. Today the nature of the
proteins coded for by ORF 3 and 4 are unknown. Consequently, most studies of genomic
differences between various PCV2 isolates from different years and parts of the world have
focused on ORF2.

A serological survey in Sweden revealed that more than 90% of Swedish pigs have antibodies
to PCV2. It was also demonstrated that pigs in a SPF-herd seroconverted to PCV2 during
1993, possibly via introduction of contaminated semen. Pigs in this herd are still healthy
(<0,1% mortality) although PCV2 isolated from a pig in this herd repeatedly has caused
PMWS when used in experimental infection studies.

The purpose of the present study was partly to find out if PCV2 has been present in Swedish
pig farms prior to 1993 and, if so, how similar older PCV2 isolates are to virus recently
isolated from diseased pigs. In particular, isolates from the years just prior to the outbreak of
PMWS in Sweden are being studied.

The archived material analysed comprise formalin fixed and paraffin embedded tissue from
15 pigs, primarily lymphoid tissue. Three samples originated from 2001, 2002 and 2003, the
rest of the samples were from the years 1985-87. All samples were analysed for presence of
PCV2 by immunhistochemical labelling. Selected samples were deparaffinized and DNA was
extracted and processed by end-point PCR in order to detect PCV2. Samples from 1985-87
were also tested for PCV2 by real-time PCR.

PCV2 was found in the samples from 2002 and 2003 but not in older samples. Sequence
analyses of ORF2 revealed a great similarity between the isolates from 2002 and 1993
whereas the isolate from 2003 was more closely related to PCV?2 isolated from Swedish pigs
with PMWS. These preliminary results warrant extended analyses of PCV2 isolated from
diseased and non-diseased Swedish pigs, raised in various management systems.



INLEDNING

Porcint circovirus typ 2 (PCV?2) tillhor familjen circoviridae, och 4r ett icke holjeforsett virus
med ett cirkulart, enkelstrangat DNA genom pa 1768 nukleotider. Circovirus hor till de
minsta virus man kanner till hos ryggradsdjur. Till familjen finns dven beslédktade virus som
till exempel porcint circovirus typ 1, som till skillnad fran PCV2 ar ickepatogent. Men aven
andra arter har circovirus som ar mer eller mindre besliktade med PCV2. Hos fjaderfa finns t
ex ett circovirus, “chicken anemia virus”(CAV), som kopplas till blavingesjukan. Aven dar ar
andra faktorer som t ex stress involverade 1 sjukdomsutbrotten, men genom att vaccinera mot
CAYV kan man forhindra att faglar insjuknar i blavingesjukan. Ett annat beslaktat circovirus
orsakar “Psittascine beak and feather disease” hos papegojfaglar som ger forlust av fjadrar
samt deformation av nabb och klor. Det porcina circovirusets genom har fyra dppna lasramar
(ORF) och mellan ORF1 och ORF2 finns tva korta introner. ORF 1 kodar for tva proteiner
som ar involverade i replikation av viruset, ORF2 kodar for det huvudsakliga kapsidproteinet
som de flesta antikroppar ar riktade emot. ORF 3 och ORF 4 kodar for proteiner med okénd
funktion (Fenaux, M et al, 2002; Murphy, A.F. et al, 1999; Sanchez, R.E. Jr et al, 2001).

PCV?2 har pekats ut som en av de viktigaste faktorerna bakom sjukdomen postweaning
multisystemic wasting syndrome (PMWS) som framfor allt drabbar smagrisar strax efter
avvanjningen. PMWS ger nedsatt tillvéaxt, diarré, forstorade lymfknutor, luftvagsproblem och
okad dodlighet. Histologiskt ser man minskade antal lymfocyter samt infiltration av
multinukledra jatteceller 1 lymfoid vavnad.

PCV2 iar dock allmént forekommande hos alla grisar och darfor 4r anledningen till att vissa
grisar och gardar far problem med PMWS och andra inte oklar. Vilka andra faktorer, forutom
PCV2 infektionen, som styr sjukdomsutbrotten ar annu inte klarlagt. Miljoaspekter och
forekomst av andra infektionsamnen vilka hojer det allménna smittrycket i besattningen, t.ex.
PRRS, hor till de dominerande teorierna (Fenaux, M et al, 2002; Murphy, A.F. et al, 1999;
Sanchez, R.E. Jr et al, 2001).

PMWS beskrevs forsta gangen 1991 i Kanada och har sedan dess spridit sig over storre delen
av varlden. PCV2 forekommer dven hos ca 90 % av svenska grisar och har funnits 1 Sverige
sedan lange utan att ge upphov till PMWS. Redan 1993 uppticktes antikroppar mot PCV2 i
en besattning med SPF-grisar, troligtvis smittade via infekterad sperma (Wattrang, E. et al,
2002). SPF-besittningen ar fortfarande frisk (< 0,1% dodlighet) trots att virusisolatet visats
orsaka PMWS i en rad experimentella infektionsstudier (Allan, G. et al, 2003; Hasslung, F. et al,
i press). I Sverige har under 2003 de forsta fallen av PMWS diagnosticerats, hittills har ett 15-
tal besattningar anmélts. Geografiskt ar de spridda 1 sodra och mellersta Sverige och det finns
inga klara anknytningar mellan dem. Den stora fragan ar naturligtvis varfor detta intraffar nu?
Standarden i1 svenska grisstallar har successivt blivit béttre och smittrycket lagre allteftersom
byggnader, lakemedel och vaccin utvecklas. Eftersom PCV2 funnits i Sverige i flera ar, borde
vi da inte ha haft vart forsta fall av PMWS langt tidigare? Under 80-talet, efter att
antibiotikainblandning forbjudits och tagits bort ur grisfodret 1986, okade smagrisdodligheten
markant i Sverige. En del av de beskrivna symptomen liknar manga av de symptom som i dag
beskrivs for PMWS. Denna studies syfte var darfor att analysera forekomsten av PCV2 i
utvalt historiskt material.



Bakgrund

Trots att Sverige har haft PCV2 i svinbesattningarna sedan atminstonde 1993, har den
allvarliga sjukdomen PMWS aldrig patraffats i svenska grisar, forran for ca ett ar sedan. Det
virus som isolerades 1993 har dock visats vara patogent i experimentella infektioner. Daremot
verkar det inte vara patogent, dvs. orsaka PMWS under naturliga forhallanden. Det virus som
isolerades vid forra hostens utbrott tycks vid en preliminar analys dock skilja sig fran de
tidigare isolaten. Det kan vara en indikation pa att viruset forandrat sig och blivit mer
patogent. Annu sa lange finns dock inga belagg for ett sadant pastaende. Aven internationellt
har man forsokt sarskilja specifikt patogena fran icke-patogena isolat av PCV2 utan att lyckas.
Det kan tyda pa att andra faktorer ar viktiga for utvecklingen av PMWS (Larochelle, R. et al,
2003).

Vid sekvensering jamfors sekvensen pa nukleotid och aminosyraniva hos PCV2 isolat fran
olika ar, lander och besattningar. Som “mall” anvands oftast det forsta PCV2 isolatet som
hittades hos PMWS-grisar i Saskatoon, Kanada 1991 (Stoon). Det ar framfor allt den del av
viruset som benamns ORF2 som analyseras. Den delen av genomet ar sarskilt intressant da
huvuddelen av de forandringar som viruset genomgar sker har. Om man kan hitta nagon del
av virussekvensen som bara finns i de virus som hittats hos sjuka djur och inte i de virus som
hittats hos friska barare av virus, skulle det kunna innebéara att vissa virus ar mer virulenta och
da orsakar sjukdom. Annu har dock inget sadant omrade hittats i genomet hos de PCV2 isolat
som undersokts.

Eftersom alla grisar med PCV2 inte utvecklar PMWS finns det olika teorier om vilken “faktor
x” som kan orsaka utbrott av PMWS. Andra virusinfektioner t ex PRRS, PPV, influensa
liksom bakteriella infektioner 1 kombination med olika skotselfaktorer ar de huvudsakliga
teorierna. Bland skotselfaktorerna koncentrerar man sig framst pa avvanjningsalder,
djurtathet, tomtid, rengoring och ramjolk. Man har sett i Sverige att de besattningar som
drabbats av PMWS ar de som haft 1ag avvanjningsalder pa en del kullar, eftersatta grisar kvar
och blandat de med nyinsatta grisar 1 besattningen, intensiva system med lite tomtid och tid
for rengoring, Overbelaggning och omgrupperingar (Stampe, M., 2004).

Kriterierna for att diagnosen PMWS ska stéllas ar kliniska symtom, typiska patologiska och
histopatologiska forandringar samt pavisandet av PCV2 i skadad vavnad. Symtomen ar okad
smagrisdodlighet och fler eftersatta smagrisar efter avvanjning pa besattningsniva, blot och
bubblande hosta, magra och bleka grisar, diarré och forstorade lymfknutor. Drabbade djur ér
7-16 veckor gamla och svarar inte pa antibiotikabehandling. Patologi/histopatologi visar
daligt naringstillstand, forstorade lymfknutor, mjalte och njurar, icke kollaberade lungor,
interstitiell pneumoni, ikterus och blodningar. Histologiska forandringar forekommer framfor
allt 1 lymfatisk vavnad och karaktériseras av histiocytar-granulomatos inflammation med
multinukledra jatteceller, samt avsaknad av lymfocyter som ofta ersatts av makrofager.
Nekrotiserande granulomatosa forandringar pavisas ofta i lungor, tarm, njurar, lever, (CNS,
hjarta, pankreas). Intracytoplasmatiska inklusionskroppar forekommer 1 makrofager. Med
immunohistokemisk fargning baserad pa mono- eller polyklonala antikroppar kan
virusantigen detekteras i infekterade celler, oftast ses PCV2 nukleinsyra eller antigen i
cytoplasman hos histiocytara celler, jatteceller eller alveolara celler.



For att en besattning ska anses drabbad av PMWS ska den ha ett dokat antal grisar med
PMWS-symtom, signifikant okad dodlighet samt individuell diagnos av PMWS pa ett flertal
grisar (Rodriguez-Arrioja, G.M. et al, 2003; Rovira, A. et al, 2002).

PMWS-drabbade besattningar i Sverige har en sammanlagd siffra pa dodlighet och ”pelle-
grisar” pa 7,2 %. Det ar internationellt sett lagt, t ex i Danmark ligger siffran for enbart
dodlighet pa 11 %. Men den normala dodligheten i Sverige fran avvanjningen till formedling
ar 2,5 %. Det ar fortfarande bara ett fatal drabbade besattningar i Sverige. Fran mitten av
november 2004 var 14 besattningar konstaterade med PMWS och 12 besiattningar under
utredning, 15 besattningar var friforklarade efter utredning. Antibiotika fungerar som tidigare
namnts inte mot PMWS och det finns heller inga vaccin kommersiellt tillgangliga idag. Man
har visat experimentellt att PMWS ar en smittsam sjukdom genom att blanda sjuka djur fran
fyra olika besattningar (i separata grupper) med friska djur fran andra besattningar, de friska
djuren utvecklade da PMWS (Hassing, A.-G., 2004).

Diffrentialdiagnoser

Sjukdomar som kan forvaxlas med PMWS ar framfor allt de som ger diarré och/eller
luftvagsproblem samt nedsatt tillviaxt bland grisar efter avvanjningen. En av de framsta
diffrentialdiagnoserna ar PPE (porcine proliferativ enteropati) som orsakas av Lawsonia
intracellularis och ger smagrisar med nedsatt tillvaxt och diarré. Grisar med PPE svarar dock
pa antibiotikabehandling. Spiroketal diarré (porcine colonic spirochaetosis, PCS), ar en annan
mojlig diffrentialdiagnos. Sjukdomen som orsakas av Brachyspira pilosicoli ger eftersatta
smagrisar samt grisar med cementliknande, slemmig diarré. Grisar med PCS svarar dock pa
antibiotika. Actinobacillus pleuropneumonie ar en diffrentialdiagnos framst vad galler den
perakuta/akuta formen som orsakas av serotyp 2 och 3. De serotyperna ger avmagring, hosta
och dyspné samt sekundarinfekteras ofta. Aven dessa grisar svarar pa behandling med
antibiotika. Enzootisk Pneumonie (SEP) som orsakas av Mycoplasma hyopneumonie ar
ytterligare en diffrentialdiagnos i sin akuta form. Infektionen ger hosta och diarré, vid
sekundira infektioner far grisarna paverkat allmantillstand, dyspné och ojamn tillvaxt. Grisar
med SEP behandlas aven de med antibiotika (Lofstedt, M. G., 2004).

Syfte

Syftet med denna studie ar dels att undersoka den eventuella forekomsten av PCV2 1 Sverige
redan 1985, -86 och -87. Om vi hittar PCV2 i material fran dessa ar skall virusets genom
sekvensbestammas och jamforas med dagens isolat och darav hoppas vi kunna fa ytterligare
information om virusets utveckling. Dessutom skall isolat strax fore utbrottet av PMWS i
Sverige jamforas med isolat fran sjalva utbrottet. Sammantaget kan detta ge viktig
information om dagens virus ser annorlunda ut fran tidigare ar och det kan kanske ge en
forklaring till PMWS-utbrottet i ar. Med andra ord om en mer patogen variant har utvecklats.
Om inte sa ar det ytterligare en signal om att andra faktorer spelar en stor roll i uppkomsten av
PMWS.



MATERIAL OCH METODER

Undersokt material

Formalinfixerad och paraffininbaddad vavnad fran grisar med misstankta symtom som
skickats till SVA och fran obduktioner som genomforts finns bevarat pa SVA. Detta material
undersoktes med avseende pa histologiska forandringar dverensstimmande med PMWS samt
forekomst av PCV2 med immunohistokemi och PCR. Vavnaden var framst fran lymfknutor,
lever och mjalte, i nagra fall fran lunga, hjarna eller jejunum, fran totalt 15 grisar. Alla med
en anamnes som overensstimmde med PMWS. Tre av vavnadsproverna var fran 2001, -02
respektive -03, resterande prover var fran 1985-87 (Tabell 1). Tva negativa kontroller testades
ocksa, dessa kom fran not. Urvalsprocessen baserades till storsta delen pa grisarnas alder, 1-4
manader, forekomsten av histologiska lesioner som tyder pa PMWS samt pa tillgangen till
lamplig véavnad (helst lymfoid vavnad).

Tabell 1. Antal fall som testats for forekomst av PCV2 uppdelat pa respektive ar

Ar Antal fall
1985 6
1986 4
1987 2

Immunohistokemisk fargning och DNA preparation

I ett forsta steg genomfordes en immunohistokemisk fargning av materialet for att forsoka
pavisa PCV2 samt identifiera typiska histologiska forandringar som ar karakteristiska for
PMWS. Vid fargningen anvands bade monoklonala och polyklonala antikroppar mot PCV2
infargade med ABC-metod som gor att infekterade celler far en brunfargad cytoplasma som
kan detekteras vid undersokning i mikroskop. Darefter plockades lampliga fall ut for fortsatt
undersokning. Dessa utgjordes 1 forsta hand av vivnadsprover som varit positiva
immunohistokemiskt och histologiskt.

For att fa fram PCV2 fran materialet renas forst DNA fram fran vavnaden. For extraktion av
DNA anviandes ett for andamalet avsett kit, QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen), enligt
tillverkarens instruktioner. Innan DNA renades fram deparaffiniserades vdvnaden genom att
preparatet lades i xylen 1 2x10 minuter och darefter i etanol 1 2x10 minuter. Direfter foljdes
protokollet som bygger pa fyra olika buffertlosningar dar vavnaden genomgar lysis genom
tillsats av Proteinase K. Sedan extraherades DNAt, bands upp pa specifika DNA bindande
support och eluerades darefter (Griersson, S.S. et al, 2004; Rodriguez-Arrioja, G.M. et al, 2003).
Kvaliteten av DNAt testades genom PCR analys av interferon § genen. Det 4r en gen som ger
en indikation om DNAt ar av sadan kvalité att man Ooverhuvudtaget kan forvianta sig att hitta
PCV2 om djuret varit smittat. Denna utfordes samtidigt med PCV2 PCR analysen.



PCR

Forekomsten av PCV2 testades darefter med hjalp av PCR. Den vanligaste typen av PCR
reaktion ar en s.k. end-point PCR. Under reaktionen féaster primers till DNA-strangarna vid
det omrade man valt ut sa de kan kopieras, man har en forward och en reverse primer. Den
PCR-produkt som blir resultatet analyseras med agarosegel-elektrofores innehallande
etidiumbromid, dar eventuella fynd av PCV2 askadliggors som band pa gelen. En annan
PCR-metod for att detektera t ex PCV?2 ar en s.k. realtids PCR, en sadan utvecklades under
arbetets gang och anvandes till proverna fran 1985-87. Realtids PCR metoden utvecklades for
att dels kunna detektera mindre mangder viralt DNA samt DNA av samre kvalitet. Real-tids
PCR i4r en vidareutveckling pa klassisk PCR, dar bildandet av PCR produkten kan detekteras
under amplifieringen. For detta behovs liksom tidigare tva specifika primers for det man vill
amplifiera samt en probe. Proben kan vara av olika typer och principer, men dom flesta
baseras pa att proben ar inmarkt samt binder sekvensspecifikt till PCR produkten. Nar proben
binder till PCR produkten utsiander den en fluorescerande farg. Vi anvéande oss av en s.k.
Tagman princip dar proben bestar av en fluorescerande farg och en "slackare" som forhindrar
att fluorescensen skickas ut av proben nér den ej bundit PCR produkten. Nar proben bundit
till den nybildade PCR produkten kommer vid bildandet av en ny DNA strang Taq
polymeraset tugga sonder proben och den fluorescerande fargen kan sdndas ut eftersom
"slackaren" inte langre har narkontakt med "utskickaren". Fluorescensesignalen registreras av
en detektor som skickar denna vidare till en dator som registrerar signalens styrka under tiden
som PCR produkterna bildas, darav namnet real-tids PCR. Vid utvecklingen av en real-tids
PCR for PCV2 jamfordes ett stort antal PCV2 sekvenser fran databaser och konserverade
regioner som forekommer hos kédnda isolat valdes ut. Metodens specificitet och kanslighet
utvarderades (Tabell 2) med hjalp av material fran en experimentell infektionsstudie
(Hasslung, F. et al, i press). Utvarderingen visade att den nyutvecklade real-tids PCR metoden
var mycket kanslig.

Tabell 2. Resultat fran utvardering av real-tids PCR for pavisande av PCV2. Prover uttagna fran grisar som
infekterats experimentellt med antingen ett svenskt isolat av PCV2 (S-PCV2) eller det kanadensiska isolatet fran
1991 (PCV2 Stoon). Resultatet anges som antalet cykler till detektion av PCV2. I utprovningen ingick dven
material fran tva oinfekterade grisar (mock)

Infektionsmodell Antal cykler
S-PCV2 10
S-PCV2 15
PCV2 Stoon 17
PCV2 Stoon 20
mock -

mock -

Till end-point PCR blandas vavnadsDNA med en reaktionblandning bestaende av vatten,
PCR buffert, Taq-polymeras, MgCl2 och en mix av DNA byggstenarna (ANTP). Till denna
blandning tillsatts ocksa primers, i detta fall primers till virusets tva huvuddelar ORF 1 och
ORF 2. Den PCR-produkt som blir resultatet analyseras med agarosegel-elektrofores dar
eventuella fynd av PCV2 askadliggors som band pa gelen.



Till realtids-PCR blandas vavnads DNA med en reaktionblanding bestaende av Titanium Taq
buffert, ANTP mix, Texas red (probinmérkning), Titanium Taq polymeras, forward primer
(FAM mairkt) och reverse primer for ORF2 samt vatten. Temperaturen under reaktionen var
forst 95 °C 1 2 minuter darefter 55 cykler med 95°C 15s, 52°C 15s, 75°C 15s.

Sekvensanalys

I det historiska materialet bestimdes sekvensen for ORF2 och sekvenserna jamfordes med
motsvarande sekvenser fran svenska grisar som utvecklat PMWS under 2004. Positiva prover
fran PCR och elektrofores renades innan PCV2-sekvensen bestamdes. Reningen sker med
hjalp av ett kit, Jetquick Spin Column Technique — PCR Purification (Qiagen). Aven detta kit
bygger pa ett antal buffertlosningar, har tva stycken som “tvattar” PCR-produkten. Slutligen
elueras DNA 1 sterilt vatten. Proverna lamnades for sekvensering vid Institutionen for
husdjursgenetik, SLU. Sekvensen bestamdes pa nukleotidniva och oversattes till motsvarande
aminosyror. Man kan med hjalp av detta jamfora olika virusisolat med varandra i en s.k.
alignment dar man oftast anvander isolatet Stoon fran 1991 som referens.

RESULTAT

PCV2 isolat strax fore PMWS utbrottet liknar de isolerade fran sjuka
grisar

Forst undersoktes forekomsten av PCV2 DNA i vavnadsprover fran grisar fran aren strax
innan utbrottet av PMWS 2003. Det var prover fran 2001, 2002 och 2003. De proverna hade
plockats ut fran grisar som var i ratt alder for PMWS, hade symtom som forekommer vid
PMWS, var positiva vid immunohistokemisk fargning for PCV2 men saknade de typiska
histopatologiska forandringar som ses vid PMWS. Det betyder att @ven om man konstaterar
infektion med PCV2 hos dem sa uppfyller de inte alla de kriterier som kravs for att klassas
som PMWS. Proverna undersoktes med traditionell s.k. end-point PCR. De testades for
narvaro av PCV1, PCV2 samt porcint interferon-f (IFN-f), dar den senare framfor allt
fungerade som en markor for kvalitén pa det DNA som testades. Om man ej far ett positivt
utslag pa IFN-f tyder det pa att det DNA man arbetar med ar degraderat och chansen att hitta
PCV2 ar da lag aven om djuret var smittat. [ alla de PCR som utfordes fanns aven en negativ
kontroll med for varje variabel som testades. Resultatet av PCR gav att proverna fran 2002
och 2003 var positiva for PCV2 samt IFN-f. Provet fran 2001 var varken positivt pa PCV2
eller IFN-p, troligtvis var grisen alltfor kadaverost forandrad nar vavnadsproverna togs ut. De
negativa kontrollerna var negativa (Figur 1).
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Figur 1. Undersokning av PCV2 ORF2 med end-point PCR i material fran ar 2001, 2002 och 2003

M: Molekylviktsmarkor 5: ORF1 2003 10: ORF 2 2002
1: ORF1 2001 6: Neg kontroll 11: ORF2 2003

2: ORF1 2001 7: ORF2 2001 12: Neg kontroll
3: ORF1 2002 8: ORF2 2001 13: tom

4: ORF1 2003 9: ORF2 2002 14: tom

Sekvensbestimning av isolat fran 2002 och 2003

Sekvensbestamning av ORF2 fran 2002 och 2003 och jamforelse med andra isolat visade
overensstammelser med virus som isolerats fran friska grisar tidigare samt sjuka grisar fran
2004, men aven en del forandringar som skiljer dem at. I figur 2 visas de aminosyror som
skiljer isolaten at med sin enbokstavsforkortning medan de aminosyror som ar desamma syns
som punkter. Virusisolatet fran 2002 har fler likheter med virusisolat fran 1993 an vad
virusisolatet fran 2003 har. Isolatet fran 2003 har i sin tur fler likheter med isolaten fran 2004.
Sammantaget visar detta tydligt att de svenska isolaten fran 2002 och 2003 utvecklats mot att
likna de som orsakat PMWS i svenska besittningar.
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Figur 2. Alignment av aminosyrasekvenser for olika virusisolat. Uppifran och ned #r det: Kanadensiskt isolat
fran 1991, det svenska isolat fran 1993(dels direkt fran lymfknuta samt efter upprepade passager i cellkultur),
isolaten fran 2002 och 2003 som isolerats i detta projekt samt slutligen tva nya sjukdomsframkallande isolat fran
2004.
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PCV2 DNA ej pavisat i material fran svenska grisar 1985-1987

Vi undersokte darefter grisar fran annu tidigare argangar. Det var prover fran 1985, 1986 och
1987. De inledande immunohistokemiska fargningarna var helt negativa for alla proverna.
Dessa testades sedan dels med en traditionell end-point PCR men dven med realtids PCR som
ar betydligt kansligare an den traditionella och kan uppticka mycket sma mangder virus.
Ingen av dessa undersokningar gav dock nagot positivt resultat for PCV2. Det var dessutom
endast tva av dessa prover som visade sig vara positiva for IFNP. Detta tyder pa att DNA var
i de flesta fall alltfor degraderat for saker analys. De tva negativa kontrollerna som utgjordes
av notprover var negativa.

DISKUSSION

Sverige ar fortfarande ett land som ar relativt forskonat fran PMWS. Fa besattningar ar
drabbade och forlusterna i dessa drabbade besattningar ar inte sa alarmerande som i andra
delar av varlden. Troligtvis star orsaken till detta att finna i den djurhallning som vi har i
Sverige. Att sjukdomen PMWS borjat dyka upp just nu kan bero pa att en tuffare ekonomisk
situation for svinproducenter idag har satt hogre krav pa effektivitet, med kortare tomtid och
overbelaggning som foljd. Syftet med detta projekt var att ta reda pa om PCV2, som orsak till
PMWS, funnits i Sverige tidigare an 2004 samt att se om man med ledning av de sekvenser
som man eventuellt fick fram kunde utlasa nagot om PCV2:s betydelse for utvecklingen av
sjukdomen PMWS.

Ett stort problem med de vavnadsprover som fanns sparade var att majoriteten av dem kom
fran djur som varit mattligt-kraftigt kadaverost forandrade vid uttagandet. Detta visar sig i
resultatet dar 2 av 3 respektive bara 2 av 12 prover var positiva for IFNf. Det faktum att
proverna var sa gamla kan dven ha haft betydelse for mojligheten att fa fram fungerande
DNA.

Vad man kan sédga ar att PCV2 fanns 1 Sverige 2002, detta ar dock ingen overraskning
eftersom man har fynd som &r aldre an sa. Man kan aven se pa sekvenserna att det skett en
utveckling av viruset. Forandringarna som hade skett i genomet i virusisolatet fran friska
grisar 1993 aterfinns dven i virusisolatet fran 2002. Det virusisolat som orsakade PMWS i
Sverige 2004 har i sin tur vissa gemensamma forandringar i genomet med virusisolatet fran
2003. Proverna fran 2002 och 2003 intar dirmed en mellanstallning mellan 90-talet och idag.
Forandringarna i genomet kan ha lett till att viruset blivit mer patogent och att det, i
kombination med brister i skotseln, ligger bakom PMWS-fallen i Sverige. Det gar dock inte
att avgora om sa ar fallet med bara virussekvenserna som underlag.

I proverna fran 1985-87 hittades daremot inget virus. Om detta beror pa att vavnaden var
kadaverost forandrad med DNA av dalig kvalité eller om det inte fanns PCV2 i Sverige da ar
svart att saga. Proverna var utvalda efter kriterier for att maximera chansen att de skulle vara
infekterade med PCV2. Trots detta var de alla negativa pa immunohistokemisk fargning samt
PCR, end-point och realtid. Men for att kunna saga nagot sakert om forekomsten av PCV2 i
Sverige under den perioden behover mer material undersokas. Oavsett nar PCV2 forst dok
upp i Sverige kvarstar anda den stora fragan varfor den ger sjukdom hos vissa besattningar
idag.
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