Slutrapport, SLF
Proj.nr 0330007

Projekttitel: Molekyldrepidemiologisk Overvakning av BVDV wunder BVD-
programmets slutfas

Huvudsdékande: Sandor Beldk, Professor, VMD, Avdelningen for parasitologi och
virologi, BVF, SLU. Avdelningschef, Avdelningen for virologi, Sekt.
for forskning och utveckling, SVA

Medsdkande: Ann Lindberg, leg. vet., VMD, Svensk Mjolk
Karl Stdhl, leg. vet., VMD, Avdelningen for parasitologi och virologi,
BVF, SLU. Avdelningen for virologi, Sektionen for forskning och
utveckling, SVA

Claudia Baule, Forskare, VMD, Avdelningen for virologi, Sektionen
for forskning och utveckling, SVA

Stefan Alenius, Professor, VMD, Institutionen for kliniska
vetenskaper, SLU

Jorge Moreno-Lopez, Professor, VMD, Avdelningen for parasitologi
och virologi, BVF, SLU.

Djurslag: Notkreatur



Slutrapport, SLF
Proj.nr 0330007

1. Bakgrund

1.1 BVDV

Bovint virusdiarrévirus (BVDV) édr ett viktigt sjukdomsagens som ger upphov till stora
ekonomiska forluster i notkreatursbesittningar vérlden 6ver. BVDV tillhor genus Pestivirus i
familjen Flaviviridae och kan genetiskt delas upp i tvd genotyper, BVDV typ 1 och BVDV
typ 2 [10]. I allménhet anses de tvd genotyperna ge upphov till likartade sjukdomsspektra
[11], &ven om typ 2 framfor allt i USA och Canada, ocksd har forknippats med mycket
allvarliga utbrott med hog mortalitet och morbiditet [4, 9]. Forekomst av hogvirulent BVDV
typ 2 i Europa rapporterades forsta gdngen 1999 frdn Holland i samband med ett utbrott
orsakat av vaccinering mot IBR med vaccin kontaminerat med BVDV [2]. Dessutom har
mindre virulenta stammar av typ 2 isolerats i ett flertal ldnder i Europa [3, 5] men Sverige ar
dnnu sd lange fritt. BVDV typ 1 forekommer 6ver hela Sverige och sedan 1993 pdgar ett
bekdmpningsprogram som nu befinner sig i slutfasen [7, 8].

Akuta infektioner hos immunokompetenta seronegativa ndtkreatur forloper oftast subkliniskt
eller med milda kliniska symptom sdsom feber, nisflode, diarré och erosioner i munhélan.
Viruset ger d@ven upphov till immunosuppression vilket ger dkad mottaglighet for andra
infektionsagens. Infektion hos seronegativa dréiktiga djur kan resultera i transplacental
infektion med fosterddd och missbildningar som foljd. Infektion under tidig driktighet (forsta
trimestern) kan dven resultera i fodsel av immunotoleranta, persistent infekterade (PI) kalvar
[1]. Dessa kalvar saknar formaga att bilda antikroppar mot det persisterande viruset och
utsondrar darfor konstant stora méngder virus. De utgdr ddrigenom den viktigaste och
effektivaste smittkéllan for BVDV. Identifiering och eliminering av PI-djur utgér dérfor
grunden for de bekdmpningsstrategier som tillimpas i det svenska BVD-programmet [7, 8].

Trots Overvakning och regelbunden provtagning forekommer nyinfektioner i friforklarade
beséttningar utan att dessa bryter mot BVD-programmets strikta smittskyddsregler. Indirekta
smittvdgar via exempelvis besokare, veterindrer, semindrer och andra personer som ror sig
mellan besdttningar utgor idag -i slutfasen av programmet - relativt sett en storre risk, dels for
att konventionella smittvdgar &r vél kontrollerade och dels for att en storre del av
besittningspopulationen dr mottaglig. P4 grund av BVDs epidemiologi och BVD-
programmets uppldgg blir det ofta en fordrojning mellan infektionstillfille och upptéckt.
Killan till nyinfektion klargors dirfor aldrig i manga av dessa fall. En nyinfektion i en
friférklarad besittning far stora ekonomiska konsekvenser for savél producent som néring,
dels genom sdnkt produktion och okade veterindra kostnader, dels genom en fordrdjning av
programmets avslutande, och dirigenom fortsatt provtagningsintensitet pd dagens niva.
Genom att i varje fall av nyinfektion pé ett effektivt sétt klargdra smittans ursprung kan risker
och riskbeteende fOrebyggas. Dirigenom Okas mdjligheten att reducera antalet icke-
friférklarade beséttningar till ett minimum inom de ndrmsta aren.

BVD-programmet

Inom BVD-programmet provtas samtliga anslutna besittningar med mellan 4 och 12
manaders intervall. Proverna utgérs av mjolk (tank- eller samlingsprov) eller blod
(individprov) och provtyp liksom provtagningsintervall avgors av besittningstyp och av
respektive besdttnings status i programmet. Proverna analyseras med indirekt ELISA med
avseende pd forekomst av specifika antikroppar mot BVDV. Vid konstaterad nyinfektion tas
individuella prover frdn samtliga djur 6ver 12 veckors élder inom ett kort tidsintervall for att
identifiera potentiella PI-djur. Dérefter provtas samtliga kalvar under ca ett ars tid, sa snart de
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uppnatt 12 veckors alder. Detta gors for att finna eventuella PI-djur som @nnu inte var fodda
vid den initiala provtagningen. Prover dir antikroppar inte kan pdvisas analyseras vidare med
avseende péd forekomst av virus med immunoperoxidastest (IPX). All diagnostik i
programmet sker vid avdelningen for virologi, SVA, Uppsala.

Projektetets syfte var att med moderna molekyldrbiologiska metoder genetiskt karaktérisera
alla BVDV-isolat frdn svenska besdttningar for att uppna:

a) effektiv smittsparning for att kunna identifiera och férebygga potentiella smittvéigar
och riskfaktorer

b) effektiv dvervakning av det svenska BVDV-laget for att snabbt kunna uppticka och
minska konsekvenserna av eventuella introduktioner av nya BVDV-stammar.

Malséttningen var att paskynda slutfasen av BVD-programmet for att pd sikt officiellt kunna
forklara den svenska notkreaturspopulationen fri frain BVDV.

2. Material och metoder

2.1 BVDV-bank

Sedan oktober 2002 har serum fran samtliga djur som pavisats som infekterade inom BVD-
programmet sparats vid -20°C. Ett eller flera serumprover fran varje nyinfekterad besittning
har sedan valts ut for vidare hantering. Dessa prover har inokulerats pd cellkultur (bovina
turbinatceller) for att isolera och propagera virus. Inokulaten har sparats vid -70° C och utgér
grunden for en svensk BVDV-bank.

2.2 Svensk Mjélks BVDV-databas

Parallellt med BVDV-banken har en databas med information om viruspositiva djur och
besittningar, samt i forekommande fall smittsparningsrapporter frdn BVDV-programmet,
byggts upp. Dessutom har geografiska koordinater for flertalet beséttningar tagits fram.

2.3 Molekyldrepidemiologisk analys

En konserverad region, den s.k. icke-kodade 5’-&ndan (5’NCR), av BVDV-genomet fran
samtliga isolat har amplifierats med RT-PCR, foljt av sekvensanalys [13]. Sekvenser har
sedan jamforts genom fylogenetisk analys och vid dessa jaimforelser har sekvenser frin
internationellt beskrivna BVDV-stammar anvints som referenser. Svensk Mjolks BVDV-
databas med smittsparningsrapporter har anvints for att koppla samman missténkta smittvégar
med funna fylogenetiska samband, dvs likheter mellan BVDV-stammar. Sedan 2005 har
funna fylogenetiska samband anvénts for att rikta smittspdrningarna. Dessutom har
kartmaterial och geografiska koordinater anvints for att koppla samman fylogenetiska och
geografiska samband.

3. Resultat och diskussion

Till dags dato har mer dn 500 viruspositiva individprover frdn 150 beséttningar sparats och
katalogiserats. Proverna hirror fran besdttningar fran hela landet med en dominans frén
Skénesemin och Skara semins omrdden (n=110). Antalet nyinfekterade besdttningar har
successivt minskat (figur 1). I skrivande stund (26 september 2007) har endast tva
nyinfekterade beséttningar pavisats under &ret.
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Den fylogenetiska analysen av sekvenser frdn de 150 isolaten visar att Sverige
fortfarande &r fritt frn virulenta BVDV typ-2-stammar, och inga andra inte tidigare pavisade
typer/subtyper av BVDV har pavisats. De stammar som har cirkulerat i Sverige under
projektets ging tillhor samtliga genogrupp 1: subtyp la, 1b och 1d, med en stark dominans av
subtyp 1d (figur 2).

BVDV-2 890

la

Figur 2

Fylogenetiskt trdd baserat pa ett 237 baspar
lang fragment av en konserverad region av
genomet (5° NCR) frén svenska BVDV
stammar isolerade inom projektet.
Sekvenser fran referensstammar (kursiv,
fet stil) och andra tidigare beskrivna isolat
(fet stil) himtades frdn GenBank och
inkluderades som jamforelse. De svenska
stammarna dr kodade efter forening,
besittningsnummer och &r.
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Subtyp la har inte pavisats sedan 2004 och cirkulerar sannolikt inte lingre i den svenska
ndtkreaturspopulationen. Molekyldrepidemiologisk analys har i ménga fall (~80% av alla fall
mellan 2004-2007) gett upphov till information som varit viardefull for vidare smittsparning,
d.v.s. information som kunnat stirka eller avfirda misstinkta smittvagar, eller leda
smittsparningen i ny riktning. Mellan 2004 och 2007 har andelen uppklarade smittsparningar
okat fran 46-67%. Genom att majoriteten av alla BVDV-stammar som cirkulerat i den
Svenska notkreaturspopulationen under de senaste dren finns representerade i BVDV-banken
(vilket mdjliggor en effektiv och séker dvervakning) har vi dessutom vid fall av importerad
misstinkt BVDV-kontaminerad sperma kunnat forkasta att kontamineringen skett i Sverige
med svenska virusstammar.

En tydlig besdttningsspecifik distribution av stammar (i.e. de stammar som cirkulerar
inom en besittning dr identiska, baserat pd den analyserade regionen), vilket har observerats
vid tidigare studier av mer begriinsad omfattning, kunde bekriftas i de flesta fall. Aven i de
fall dér virus isolerats vid flertal tillfillen i en och samma beséttning och med flera ars
mellanrum, var stammarna identiska i den analyserade regionen. Detta visar hur stabilt viruset
ar nar det cirkulerar inom en bestdmd besittning.

Fran de 150 besittningarna har 78 unika stammar (baserat pd den analyserade
regionen) identifierats, varav 50 unika for enskilda besdttningar och 28 grupper bestadende av
identiska stammar hérrorande frdn mellan 2 och 17 olika beséttningar. Vid vidare analys av
den geografiska distributionen av ett urval av BVDV-1d, vilka representerar >50% av alla
stammar som isolerats under projektets gang, konstaterades en tydlig tendens till geografisk
anhopning av dessa grupper av identiska stammar, med ett tydligt undantag. En stam (hér
kallad 1d1), som isolerats fran 17 olika beséttningar, var spridd dver stora delar av landet
(figur 3a). En fylogenetiska analys av de utvalda stammarna visade vidare att stammen 1d1
var det mest sannolika gemensamma ursprunget till Gvriga stammar (figur 3b).

Figur 3

a) Geografisk distribution av
BVDV1d-stammar isolerade
under projektets gang.
Férgade kvadrater och cirklar
representerar grupper av
isolat med identiska S’NCR
sekvenser.

b) Fylogenetiskt tridd baserat
pa ett 237 baspar langt
fragment av 5 NCR fran
svenska BVDV-1d-stammar.
Stammar med fargade
kvadrater och cirklar ar dven
representerade i fig. 3a.
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Sammantaget antyder den geografiska distributionen och resultatet av den fylogenetiska
analysen att en stor andel av alla BVDV stammar som cirkulerat i landet under senare ar
hérrdr frén en enstaka introduktion, mojligen av en stam av typen 1dl. Denna stam har
cirkulerat i landets notkreaturspopulation i manga ar och spritts dver landet. Detta resultat
visar inte bara att BVDV kan cirkulera under langre tid utan att genetiskt forandras dven da
det sprids mellan beséttningar, vilket framfor allt dr av vetenskapligt intresse. Det visar
dessutom med pedagogisk tydlighet (figur 3) vad som kan ske ifall import och handel sker
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utan tillracklig kontroll, det vill sdga hur en enstaka oforsiktig import kan fa aterverkan pa
stora delar av néringen.

4. Konklusion

Detta projekt dr det forsta ddr man systematiskt tillimpat molekyldrepidemiologisk metodik
inom ett bekdmpningsprogram mot BVDV. Projektet anses mycket lyckat och har ront stor
uppmirksamhet d& resultat har presenterats vid internationella konferenser (se
resultatformedling nedan). Tack vare projektet har vi nu en mycket god uppfattning om vilka
virusstammar som cirkulerar i landet, vilket i sin tur mojliggdr en effektiv och sidker
overvakning. Introduktioner av icke tidigare beskrivna stammar kommer snabbt att kunna
upptdckas och spridning forhindras. Véra resultat har visat att metoden &r ett mycket
anvindbart komplement till systemet med smittsparningsrapporter som anvinds inom
programmet. I de fallen misstankar om smittvigar finns, kan dessa stirkas eller forkastas
aberopande fylogenetiska likheter eller skillnader. Tack vare detta kan vi, for producenter,
veterindrer och andra berdrda parter, belysa vikten av strikta smittskyddsrutiner och illustrera
betydelsen av den méanskliga faktorn for utgangen av ett kontrollprogram. Den direkta nyttan
for naringen kan sammanfattas:

* Genom informationsspridning till veterindrer, producenter och &vriga berdrda
personalkategorier, har vikten av strikta smittskyddsrutiner i djurhushéllningen belysts.
Den hojda medvetandegraden i hela produktionsledet kan forvintas ha reducerat risken
for indirekt smitta och har pé s sitt lett till sankt frekvens av nyinfektioner.

* Karaktériseringen och kartlaggningen av samtliga BVDV-stammar i landet har inneburit
en unik mojlighet till smittsparning och dvervakning av det svenska BVDV-ldget. Genom
ett molekyldrepidemiologiskt tillvdgagangssitt kan BVD-programmets slutfas forvéntas
ha pédskyndats.

* Som en f6ljd av minskad BVDV forekomst kan projektet forvintas ha gett upphov till
miljokonsekvenser vilka fOrst och frimst inbegriper forbéttrad djurhdlsa inom
ndtkreaturspopulationen. Dels genom sdnkt incidens av sjukdom och symptom direkt
orsakad av BVDV, dels genom sinkt frekvens av sekundéra infektioner. En sénkt
frekvens av sekundira infektioner bor som konsekvens ha fort med sig en minskad
anvidndning av antibiotika inom svensk mjolk- och koéttproduktion. Med tanke pd en
alltmer utbredd antibiotikaresistens &r detta en fortjénst av hogsta vikt.

5. Resultatformedling

Under projektets gang har resultat frin detta projekt formedlats nationellt och internationellt
till forskare, veterinédrer och producenter enligt foljande:

5.1. Publikationer

Stahl K, Kampa J., Baule C, Isaksson M., Moreno-Lépez J., Belak S., Alenius S and Lindberg
A. (2005). Molecular epidemiology of Bovine Viral Diarrhoea during the final phase of the
Swedish BVD-eradication programme. Prev Vet Med, 72 (1-2), 103-108.

Stahl K, Kampa J., Baule C, Belak S., Alenius S and Lindberg A. (2005). Bovine Viral
Diarrhoea Virus strains circulating in Sweden originate from one single introduction- a
geographical and phylogenetic analysis of BVDV-strains isolated during the final phase of the
Swedish BVD-eradication programme. (Manuskript)
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Stahl K, Lindberg A. (2004) Nytt projekt paskyndar BVD-programmet. Svensk Mjolks
Forskning Special, 2004-05-10.

Stahl K. (2005) Molekyldrepidemiologisk overvakning av BVDV under BVD-programmets
slutfas. Svensk Mjolks Forskning Special, 2005-03-24.

Stahl K. (2006) Bovine Viral Diarrhoea Virus and Other Reproductive Pathogens-
Epidemiological Studies in Peruvian Cattle. Doctoral thesis Swedish University of
Agricultural Sciences. Uppsala, Acta Universitatis Agriculturae Sueciae, 2006: 53, 29-31.
http://diss-epsilon.slu.se/archive/00001146/01/thesis.pdf

5.2. Internationella kongresser
Stahl K, C. Baule, S. Alenius, A. Lindberg, S. Belak (2004). Molecular epidemiology and
surveillance of BVDV during the last phase of the Swedish BVD-programme. SVEPM,
Martigny, Schweiz, Mars 2004.

Stahl K, Kampa J., Baule C, Isaksson M., Moreno-Lépez J., Belak S., Alenius S and Lindberg
A. (2004). Molecular epidemiology of Bovine Viral Diarrhoea during the final phase of the
Swedish BVD-eradication programme. In proceedings of the 2™ International Symposium on
BVDV Control, Porto, Portugal, 20-22 October 2004.

Lindberg A. (2005). Investigating New Cases of BVDV. In Proceedings of a BVDV
Symposium. FCE Publication No. 241: 34.1, 79-84. http://www.sciquest.org.nz/default.
asp?pageid=69&pub=3&vol=34.1&iss=

Stahl K, Kampa J., Baule C, Isaksson M., Moreno-Lépez J., Belak S., Alenius S and Lindberg
A. (2005). Molecular epidemiology of Bovine Viral Diarrhoea during the final phase of the
Swedish BVD-eradication programme. In proceedings of the 6 Pestivirus Symposium, Thun,
Switzerland, 13-16 September 2005. Pris for nést bésta muntliga vetenskapliga
presentation.

Stahl K., Lindberg A., Baule C, Isaksson M., Kampa J., Belak S. and Alenius S. (2006).
Molecular epidemiology of Bovine Viral Diarrhoea Virus during the Swedish BVD
eradication programme. In proceedings of the 11th Symposium of the International Society
for Veterinary Epidemiology and Economics, Cairns, Australia: ISVEE 11, 285, 2006.

5.3. Ovriga méten och seminarier
Resultaten har dessutom formedlats till kolleger och veterindrstudenter vid interna méten och
seminarier pa SLU, SVA och Svensk Mjolk.
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