Slutrapport: H0750371

Porcint circovirus type 2 (PCV2) och postweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS)
1 Sverige — hur bryts cirkeln?

Bakgrund

Vid tidpunkten for ansokan var PMWS ett allvarligt problem i svenska grisbesittningar
liksom i de flesta 6vriga grisproducerande linderna. Det var da klarlagt att porcint circovirus
typ 2 (PCV2) kan orsaka PMWS men langt ifran alla grisar som infekteras med PCV2
utvecklar PMWS. En rad undersokningar syftade till att identifiera faktorer i omgivningen
(skotsel, foder, “stress”, smittryck), hos djuren (genetik, alder, immunstatus) och hos viruset
(genotyp, virulensfaktorer, immunmodulering) som paverkade uppkomsten av PMWS.
Experimentella vaccin mot PCV2 utvecklades och deras formaga att skydda mot PMWS
behovde testas under féltméssiga forhallanden. Vara studier fokuserades till tre
fragestillningar:

1. Inverkar besittningsrutinerna pa uppkomsten av PMWS?
2. Finns det ett samband mellan genogruppen av PCV2 och uppkomsten av PMWS?
3. Paverkar PCV2 den normala cellfunktionen?

Material och metoder
For detaljerad beskrivning av material och metoder hinvisas till publikation 1-10.

Resultat

Inverkar besdittningsrutinerna pa uppkomsten av PMWS?

I den besittning som kom att riknas som indexbestittning for PMWS i Sverige forekom en
speciell form av grisuppfodning som innebar blandning av individer fran ett stort antal
besdttningar samt upprepade omgrupperingar av djuren. Innan besittningen stingdes
samlades ett begridnsat antal sekventiella serumprover in som senare analyserades for
forekomst av antikroppar mot PCV2 samt kvantifiering av méngden PCV2 DNA. Dessa
parametrar stilldes i relation till djurens tillvixt och sjukdoms-registreringar. Denna
retrospektiva analys av materialet visade att de djur som hade l4gst halt av antikroppar mot
PCV2 (Fig 1a) och stort antal PCV2 DNA-kopior i blodet (Fig 1b) var de djur som insjuknade
1 PMWS. Sjukdomsforloppet karaktériserades av en mycket snabb avmagring.
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Figur 1. Halten antikroppar mot PCV2 (a) och antalet PCV2 DNA kopior (b) i blodet fran
grisar under slaktsvinsperioden.



Iakttagelserna i denna studie (1), lag till grund for planringen och provtagningar i pafoljande
studie (2) som utfordes i en slaktsvinsbesittning som drabbats av PMWS (Fig. 2: Herd A).
Besittningen horde till en suggpool och tillimpade “all in / all out” principen. Som kontroll
togs samma prover (serum for analys av antikroppar mot PCV2 och bestdmning av antal
PCV2 DNA kopior samt métning av brostomfanget som ett matt pa tillvixt) vid samma
tidpunkter i en liknande svensk slaktsvinsbesittning som tillhérde samma suggpool (Fig. 2:
Herd B) samt i en norsk slaktsvinsbesittning. Vid denna tid ansags Norge fortfarande vara
fritt fran PMWS.
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Ett antal djur i besittning A utvecklade som forvintat PMWS. En drastisk hdmning av
tillvixten noterades hos dessa djur liksom en ndrmast total avsaknad av antikroppar mot
PCV2 smtidigt som viruset forekom i riklig méngd i blodet.

Jamforelse mellan besittningarna visade pa intressanta skillnader (Fig. 3). Miangden PCV2
DNA kopior lag pa samma niva i blodet hos de svenska grisarna en vecka efter insittning. [
den svenska besittningen som drabbades av PMWS skedde en 6kning av PCV2 medan halten
sjonk kontinuerligt i blodet fran de svenska grisarna som foddes upp i den PMWS-fria
besittningen. Halten antikroppar i blodet skiljde sig vidsentligt at mellan djuren i de tva
besittningarna. Vid inséttningen var den betydligt l4gre i besittning A 4n i beséttning B dér
antikroppshalten bibeholls pa en jamn ganska hog niva. En langsam Okning av
antikroppshalten skedde i genomsnitt hos djuren i besittningen med PMWS men inte hos de
djur som utvecklade sjukdomen.

I den norska besittningen sags ett helt annat monster, mangden PCV2 i serum var mycket lagt
vid inséttning och steg langsamt och djuren var seronegativa mot PCV2 under de sju forsta
veckorna i slaktsvinsstallet. Provtagningen forlingdes dérfor i denna beséttning och efter nio
veckor i slaktsvinsstallet serokonverterade djuren mot PCV2.
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Figur 3. Halterna av PCV2 (log antal DNA kopior per ml blod) och antikroppar mot PCV2
(titer) i blod fran grisar i de svenska besattningarna med PMWS (fylld romb) och utan
PMWS (fylld fyrkant) och i den Norska beattningen utan PMWS (ofylld fyrkant).

Sammantaget visade alltsa resultaten pa att antikroppshalten mot PCV2 i relation till
mangden PCV2 ar viktig for skyddet mot PMWS. Resultaten fran den norska
besattningen visar ocksa att dldern da djuren exponeras for PCV2 ar av betydelse. For
att fa en uppfattning om “stress”-nivderna i de olika besdttningarna mattes
kortisolhalten i saliv fran ett antal djur men inga signifikanta skillnader i den
parametern fanns mellan besattningarna. Vid noggrann genomgang av
besattningsrutinerna observerades det att Besattning A dndrat sina inkdpsrutiner under
en period och i tillagg handlat fran den oppna marknaden. Under denna period
reducerades tom-tiden mellan olika omgangar Kkraftigt vilket sannolikt var en
bidragande orsak till att besidttningen drabbades av PMWS. Det noterades dven att
genogruppen av PCV2 var densamma i de tva svenska besittningar medan det PCV2
som cirkulerade i den norska besattningen var av en annan genogrupp.

Finns det ett samband mellan genogruppen av PCV2 och uppkomsten av PMWS?
PCV2 ar ett av de minsta virus som pavisats och genomet innehadller en mycket
begransad mangd genetisk information. Sekvensen hos den 6ppna lasramen (ORF2) i



virusgemomet som kodar for det strukturella kapsidproteinet bestimdes i material fran
grisar i svenska besattningar med eller utan PMWS (3). Genom att jamfora likheter och
skillnader i nukleotidsekvenserna kunde vi urskilja tre genogrupper av PCV2 (SG1, SG2
och SG3). En liknande indelning i genogrupper framkom ocksd ndr vi anvdnde
sekvensen hos en annan lasram (ORF3) i virusgenomet for jamforelse (Fig. 4).

Figur 4. Fylogenetiska trid baserade pa sekvensen for PCV2 ORF2 (a) och PCV2 ORF 3 (b)
hos de tre svenska genogrupperna av PCV2; SG1, SG2 och SG3.

Indelningen av PCV2 i genogrupper var kontroversiell men liknande studier i andra linder
pavisade dven de distinkta skillnader och en gemensam internationell nomenklatur
introducerads didr SG1 och SG2 kom att héinforas till gruppen PCV2a och SG3 till gruppen
PCV2b (4). Det ir fortfarande kontroversiellt huruvida de olika genogrupperna skiljer sig at i
patogenisitet eller ej. Vara filtstudier i Sverige visar att SG3 (PCV2b) dominerar i de
besittningar som drabbas av PMWS.

Det var ocksa intressant att den norska besdttningen som anvindes for jamforelse i studie 2
visade sig vara infekterad med PCV2a men att PCV2b dr den genogrupp som dominerat i
Norge efter att dven norska grisbeittningar drabbats av PMWS. Studier pa t. ex. Irland visar
att det kan vara av betydelse om grisarna saminfekteras med PCV2a och PCV2b men att
ordningen som grisarna exponeras for viruset kan vara avgorande (5). Denna fragestéllning
har fatt extra tyngd eftersom de flesta kommersiella vaccin idag baseras pa PCV2a medan
PCV2b ir klart dominerande i dagens besittningar (6). Eftersom PCV2’s kapsidprotein anses
vara det viktigaste antigenet i vaccin mot PMWS har de flesta sekvensanalyser utforts pa ORF
2 regionen hos PCV2. Senare har dock mer intresse riktats mot ORF3. Studier i mdss liksom
ett fatal studier i gris antyder att ORF3 kodar for ett protein som kan inducera apoptos
”apopotin” och att detta bidrar till virusets patogenisitet.



Betydelsen av skillnader i ORF3 é&r fortfarande oklar men med hjidlp av dubbelfirgnings-
metoder och konfokalmikroskopi (7) kunde vi pavisa att ORF3 interagerar med ett viktigt
signaleringsprotein i cellerna, RGS16 (Fig. 5).

{a)

{c)

Figur 5. Lokalisering av RGS16 (a) och PCV2-ORF3
(b) i grislymfocyter som stimulerats med lipopoly-
sackarid. Overlappande r6d (RGS16) och gron (PCV2-
ORF3) fluorescens ger en gul signal som indikerar
samlokalisering, markerat med en pil (c).

Paverkar PCV2 den normala cellfunktionen?

Det kan inte uteslutas att interaktioner mellan virusprotein och celluldra protein paverkar
cellens normala funktion. Vi har i tidigare studier visat sekvenser i genomet ho PCV2
paverkar cellernas formaga till produktion av interferon-alfa (IFN-a). Studier av hur genomet
fran PCV2 paverkar den normala cytokinproduktionen hos grisens immunceller har till stor
del utforts med hjédlp av oligodesoxinukleotider (ODN) som representerar sekvenser fran
genomet hos PCV2 (ODNPCV2/1) samt en generell immunstimulatorisk sekvens, ODN2216.
Genom att anvinda fluorokrommérkta ODN kunde vi med konfokalmikroskopi studera deras
lokalisering i mononukledra celler som renats fram ur grisblod och inkuberats med
ODNPCV2/1 och ODN2216, var for sig eller tillsammans. Med konfokalmikroskopi kunde
konstaterats att ODNs togs upp i ett begrinsat antal celler och efter fyra timmar var
lokaliserades i cellernas cytoplasma, troligen i endosomer. ODN2216 pavisades i en storre
andel av cellerna &n ODNPCV2/1, men med en tendens till samlokalisering av de tva olika
ODNs vilket antyder att ODNPCV2/1 tidvlar med ODN2216 om att binda in till samma
receptor for signalering in i cellen (Fig. 6).



Figur 6. Konfokalmikroskopi som visar
lokalisering av ODN2216 (gron) och
ODNPCV?2/1 (r6d) i mononukleéra celler
fran gris efter 4 timmar. Bada ODN
aterfinns i cellens cytoplasma (bla
kirnfiargning) och samlokaliseras (gul) i
s vissa fall.

For att ytterligare studera inverkan av ODNPCV2/1 pa induktionen av cytokinproduktion i
porcina celler jamfordes hur cytokinproduktionen inducerad av syntetiskt DNA (ODN2216)
respektive RNA (polyl:C) paverkades (Fig. 7). Nédrvaro av ODNPCV?2/1 hade ingen effekt pa
cytokinproduktionen inducerad av polyl:C men himmade inte bara uttrycket av genen for
IFN-o utan dven uttrycket av generna for IL12p40, IL-6 och IL-10 nir cellerna inducerats
med ODN2216. Sammantaget tyder fynden i studie (8) pa att genomiskt DNA fran PCV2 kan
paverka grisens formaga till cytokinproduktion och att det framférallt dr en cytokinprofil som
induceras av immunstimulatorisk DNA via interaktion med TLR9 som himmas.
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Figur 7. Inverkan av ODNPCV2/1 pa uttrycket av cytokingener inducerat av ODN2216
respektive polyl:C.



I en studie (9) som bland annat syftade till att studera uttrycket av cytokingener i tarmen hos
grisar med diarré fann vi att grisar med pavisbart PCV2 DNA i tarmslemhinnan hade ett
forhojt uttryck av genen for IFN-y. En inverkan av PCV2 pa cytokinuttryck i tarmen
pavisades ocksa med qPCR analys av arkiverat material fran grisar i en experimentell studie
av PCV2/PMWS. I denna studie anvéndes dels det kanadensiska PCV2 isolatet "PCV2 10107,
dels det forsta svenska isolatet av PCV2 fran Hagalund (S-PCV?2) for att i saminfektion med
porcint parvovirus (PPV) framkalla PMWS. Som kontroll anvidndes tarm fran grisar som
enbart infekterats med PPV och tam fran oinfekterade grisar. Vid forsokets avslutning, cirka 4
veckor efter infektion kunde inte PPV pavisas ldngre i tarmen medan DNA fran PCV2
pavisades med qPCR. Generellt sett pavisades mer mRNA for IL-10, IL-6 och IFN-y hos
PCV2 infekterade grisar medan forhallandet mRNA for IFN-a var ldgre hos dessa djur dn hos
de som endast infekterats med PPV eller var oinfekterade (Fig. 8). For en rad oOvriga
analyserade cytokiner sags ingen skillnad och ingen tydlig skillnad beroende pa vilket isolat
av PCV2 som anviints for infektion framgick.
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Figur 8. Uttryck av generna for IL-10, IL-6, IFN-y och IFN-o i tarmmaterial fran grisar
experimentellt infekterade med S-PCV2 och PPV (fyllda cirklar), PCV2-1010 och PPV
(fyllda fyrkanter), PPV enbart (6ppna fyrkanter) eller oinfekterade (6ppna cirklar). Utrycket
av generna dr berdknat i forhallande till det hos grisar endast infekterade med PPV (fold
change).

I samma studie (10) utférdes dven en metagenomisk studie av det totala genuttrycket i tarm
fran de experimentellt infekterade grisarna. Heat-map analysen (Fig. 9) demonstrerade en klar
i skillnad i vilka gener som upp- och ned reglerats i tarm hos grisar infekterade med tva olika
isolat av PCV2, representerande tva olika genogrupper.

PCV2-1010
(group 3)
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Figur 9. Heat-map 111ustrat10n aV upp (gron) och ned (roéd) reg]ermg av gener i tarm fran
grisar som experimentellt infekterats med PCV2-1010 eller S-PCV2.




Diskussion

Under den tid som vara studier av PCV2 spant 6ver har PMWS ovegatt fran att vara en
exotisk till en endemisk sjukdom i Sverige. Spridningen av PMWS sker jamforelsevis
langsamt och med en forhallandevis 1ag insjuknandegrad. Bland de djur som drabbas kan
dock dodligheten vara hog. Vara filtstudier visar att besittningsrutinerna kan ha en stor
inverka pa uppkomsten av PMWS men att det dr relativt oférutsdgbart vilka djur som
insjuknar i en drabbad besittning, vilket har bidragit till alla fragetecken kring PMWS och
dess ursrpung. Det &r i dag utom allt tvivel att PCV2 dr den infektidsa orsaken till sjukdomen
och alla genogrupper av PCV2 tycks kunna ge upphov till sjukdom tillsammans med “ritt”
kostimulator. Didremot tycks en viss genogrupp dominera i borjan av nya utbrott. Vara in vitro
studier visar klart pd en immunmodulerande férmaga hos viruset vilket dven styrks av de
transkriptionella studierna och analyserna av “cytokinprofiler” i tarm fran grisar som
infekterats experimentellt med olika genogrupper av PCV2. Vara filtstudier visar pa liknande
sdtt som i andra lidnder att antikroppar (neutraliserande) mot PCV2 é&r viktiga i skyddet mot
PMWS. Dessa fynd stimmer ocksa vil med den skyddande effekten som vaccination mot
PCV2 har mot PMWS. I Sverige, liksom i Ovriga viarden far man déarfor anse att cirkeln
PCV2/PMWS ir bruten.
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Ovrig resultatformedling till niringen

De utforda studierna har till en 6vervigande del styrts av hur problematiken PCV2/PMWS
utvecklats i Sverige och har dirfor byggt pa en kontinuerlig kommunikation med djurdgarem,
besittningsveterindrer och veterindrer inom Svenska Djurhidlsovarden. De vetenskapliga
publikationer har ocksa varit av sadan kvalitet och nyhetsvirde att vara resultat presenterades
som plenarforeldsning vid 21st Internationel Pig Veterinary Society Congress (IPVS),
Vancouver, Canada. July 18-21, 2010 (11).



