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SAMMANFATTNING

Syftet med denna studie var att underséka om smagnagare utgor en naturlig
reservoar for encefalomyokarditvirus i svenska grisstallar.  Liknande
undersokningar &r inte tidigare genomforda i Sverige.

Kliniska sjukdomsutbrott orsakade av infektioner med encefalomyokarditvirus
(EMCV) har férekommit bland europeiska grisbeséttningar. Den kliniska bilden
varierade mellan utbrotten och fortfarande rader oklarheter kring den kliniska
betydelsen av EMCV. De symtom som kunnat ses hos drabbade grisar &r
reproduktionsstorningar och myokardit. Smagnagare har visat sig vara naturliga
vardar av EMCV. Virus kan spridas mellan gnagare, mellan gnagare och grisar
samt mellan grisar.

En tidigare undersdkning i Sverige har visat att 16,8 % av undersokta grisar var
seropositiva. Direkt pavisande av viruset har aldrig tidigare utforts i Sverige. |
svenska grisbesattningarna saknas ibland forklarande diagnoser vid plotsliga
dodsfall och reproduktionsstérningar. EMCV kan mdjligen ha en bidragande roll
kring de kliniska monstren som ses.

| studien analyserades forekomsten avn EMCV bland gnagare i svenska
grisbesattningar. Hjartvavnad fran 97 gnagare fangade i atta grisbesattningar, samt
ytterligare 28 gnagare analyserades, av vilka de senare var fangade i andra
miljoer. Analyserna genomférdes med hjélp av RT-PCR och 10 prover (10,3 %)
fran grisbesattningar visade sig vara positiva for EMCV. Femtio % av
besattningarna visade sig ha positiva prover och 75 % av dessa hade >1 positiv
gnagare. Ett positivt prov hittades i en varphonsbesattning.

Resultaten indikerar att infektion med EMCV ér vanligt eller mycket vanligt
forekommande i Sverige. Ytterligare undersokningar kravs for att faststalla den
kliniska relevansen av dess forekomst.



SUMMARY

The purpose of this study was to investigate whether small rodents are the natural
reservoir of encephalomyocarditis virus in Swedish pig herds. Similar studies
have not been carried out in Sweden.

Clinical outbreak of infections with encephalomyocarditis virus (EMCV) have
been recorded among European pig herds. The clinical picture varied between the
outbreaks and the clinical significance of EMCV is still unclear. Symptoms that
could be seen in affected pigs are reproductive failure and myocarditis. Small
rodents have proven to be the natural host of EMCV. Virus can be spread between
rodents, from rodents to pigs and between pigs.

An earlier study in Sweden has shown that 16.8% of the examined pigs were
seropositive. Direct detection of the virus has never before been performed in
Sweden. The Swedish pig herds sometimes lack diagnoses when sudden deaths
and reproductive disorders occur. EMCYV can possibly have a contributing role on
these clinical patterns.

This study analyzed the presence of EMCV among rodents in Swedish pig herds.
Cardiac tissue from 97 rodents captured in eight pig herds were analyzed along
with 28 rodents, which instead was trapped in other environments. The analysis
was conducted using RT-PCR and 10 samples (10.3%) from pig herds were found
to be positive for EMCV. Fifty % of these herds had positive samples of which
75% had >1 positive rodent. One additional positive sample was found in a
poultry farm.

The results indicate that EMCV is a common or very common infection in
Sweden. Further investigation is needed to determine the clinical relevance of its
occurrence.



INLEDNING
Bakgrund

Encefalomyokarditvirus (EMCV), genus Cardiovirus, ar ett icke holjeforsett
RNA-virus inom familjen Picornaviridae (Quinn et al., 2002 b). Viruset isolerades
forsta gangen 1945 i Florida hos schimpans (Helwig et al., 1945). Forsta gangen
som infektion upptacktes pa gris var 1960 i Panama (Murnane et al., 1960).
Viruset har visat sig kunna ge reproduktionsstérningar (Koenen et al., 1994) och
myocardit hos infekterade grisar (Billinis et al., 2004; Gelmetti et al., 2005).
EMCYV, isolerade fran fangade rattor i Europa, visade sig vara genetiskt lika
motsvarande virus isolerade fran gris i det aktuella landet (Koenen et al., 1999).

Fortfarande rader oklarheter kring den kliniska betydelsen av EMCV. Ute i
grisbesattningarna saknas ibland foérklarande diagnoser vid plotsliga dodsfall och
reproduktionsstorningar. EMCV kan mojligen ha en bidragande roll kring de
kliniska mdnstren som ses. Ett av de forsta stegen i utredningen kring EMCV kan
vara att skaffa sig en dverblick dver virusets forekomst bland gnagare i anslutning
till grisbesattningarna.

En tidigare undersokning i Sverige (Widén, 1994) visade att svenska
grisbeséttningar blivit exponerade for encefalomyokarditvirus. Serologiska tester
utfordes for att forsoka pavisa antikroppar mot EMCV och serokonversion kunde
pavisas hos 16,8 % av de testade grisarna.

Syfte
Syftet med denna studie var att underséka om smagnagare utgor en naturlig
reservoar for encefalomyokarditvirus i svenska grisstallar.  Liknande

undersokningar ar inte tidigare genomforda i Sverige.

LITTERATUROVERSIKT
Allmant om EMCV
Forekomst i Europa

Sjukdomsutbrott orsakade av encefalomyokarditvirus (EMCV) under 90-talet
studerades av Maurice et al., (2006). Ett antal europeiska lander studerades
avseende Kliniska utbrott av viruset med hjélp av serologisk undersokning.
Variation mellan de olika utbrotten i Europa kunde ses. De skilde sig at genom att
olika alderskategorier av grisarna angreps och de kliniska symtomen varierade i
uttryck. Lander som utbrott kunde ses i var Belgien, Italien, Grekland och Cypern,
medan seropositiva grisar utan nagra utbrott fanns i Frankrike och Osterrike.

Knowles et al., (1998) jamforde isolat av EMCV fran olika platser i Italien med
isolat fran Nederlanderna. Det visade sig att dessa isolat var narbeslaktade och att
grisar formodligen ligger bakom spridningen av viruset.

Acland et al., (1975), beskrev ett utbrott i sodra Wales 1970. En mortalitet fran
nagra fa procent upp till 50 procent kunde observeras hos smagrisar mellan 21
dagar och 16 veckor. Dock var de yngre mer drabbade.
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Virusgenomet

Denis et al., (2006) och Vanderhallen & Koenen (1998) visade att EMCV
genomet ar relativt stabilt. | ett foérsok gjorde Denis et al., (2006), tolv in vivo
passager hos atta veckor gamla smagrisar. Efterat kunde inga betydande
mutationer identifieras i virusets genotyp forutom i ett av isolaten. | det isolatet
kunde variation ses bade i virusets genotyp och i dess symtombild. Sammantaget
sa hittades inget samband eller nagon forklaring till varfor variation uppstar i den
kliniska sjukdomsbilden till féljd av virusets genotyp. Enligt Deniset et al., (2006)
kan virusets anpassningsformaga till olika arter eventuellt ha paskyndat och gjort
EMCV- problematiken aktuell idag.

Riskfaktorer for en beséattning

Undersokningar gjorda av Maurice et al., (2007) visade olika faktorers betydelse
for forekomst av EMCV i grisbeséttningar. Betydelsen av narvaro av maoss for att
infektionen skulle finnas i besattningen kunde styrkas. Ytterligare riskfaktorer
som identifierades var notkreatur i ndra anslutning till grisbesattningen,
automatisk utfodring samt om dricksystemen var gemensamma for grisgruppen.
Som skyddsfaktor fann man istéllet att allménna hygienrutiner tillsammans med
goda rutiner for avforingshantering hade en negativ inverkan pa spridningen. De
fann aven indikation pa att avforingen fran smittade grisar, som trangde upp
underifran genom spalten vid exempelvis avflodeshinder, skulle kunna fungera
som ett vaccin.

Naturliga vardar av EMCV

Naturliga vardar av EMCV é&r gnagare (Spyrou et al., 2004), dar rattor och moss
har visats vara barare av viruset (Psalla et al., 2006 a, b). Att rattor kan vara
barare av viruset starks av en studie dar ett kliniskt utbrott av EMCV i Panama
bland grisar undersoktes. Infangade rattor undersoktes serologiskt och rattorna
visade sig vid analys vara serologiskt positiva for EMCV (Murnane et al., 1960).
Tva olika stammar av EMCV, kanda for att ge reproduktionsstorningar respektive
myokardit, studerades av Koenen et al., (1997) i ett infektionsforsok. De visade
att de bada stammarna av viruset kunde orsaka bade myokardit och
reproduktionsstorningar, det vill sdga korsa placentan. Dock sags skillnader
mellan stammarna i virulens.

Forsok har gjorts dar rattor infekterats med tva olika stammar av EMCV, en
grekisk och en belgisk stam (Spyrou et al., 2004). Syftet var att undersoka hur
smittan 6verfordes mellan gnagare samt hur virussmittan paverkade det enskilda
djuret. Ingen av rattorna visade nagra kliniska symtom under forsoket. Det visade
sig ocksa att smittan spreds horisontellt och att alla kontaktdjuren blev smittade
utan att nagon dog. Fran levande rattor kunde enbart laga koncentrationer
neutraliserande antikroppar pavisas, troligen till foljd av att djuren avlivats tidigt.
I thymus och peyerska plaque kunde EMCYV isoleras oberoende av infektionsdos.
Efter infektionstillfallet minskade méngden virus i 6vriga vavnader i kroppen med
tiden. Man fann dven att en smittad ratta enkelt sprider viruset vidare till minst 2
andra rattor. Resultaten tyder pa en stor férmaga hos viruset att spridas mellan
rattor, hallas kvar inom rattpopulationen och darmed gora rattor till sin naturliga
reservoar.



Vidare sa diskuterade Psalla et al., (2006 a) EMCVs mojlighet att kunna
persistera bland rattor. Viruset pavisades i makrofager, i enlighet med Spyrou et
al., (2004), bland annat i thymus och i mjélten. I thymus kunde virus isoleras 56-
62 dagar efter infektion, vilket visar pa en stor formaga hos viruset att Gverleva i
rattan.

Patogenes vid EMCV
Infektion hos réattor

Psalla et al., (2006 a) visade att dverféring av EMCV mellan rattor, samt mellan
rattor och grisar, sker via rattans avforing. Enligt Spyrou et al., (2004) sa
utsondras EMCV i avforingen hos infekterade rattor mellan dag 2 och dag 29.
Detta bekréftar slutsatsen som Murnane et al., (1960) redan i tidigare studier
dragit om att avforing fran gnagare sprider viruset i grisarnas miljo da avféringen
kontaminerar bland annat grisarnas foder och vatten. | studien av Spyrou et al.,
(2004) visade ingen av forsoksrattorna nagra kliniska symtom. Vid obduktion av
de infekterade djuren kunde inte heller nagra makroskopiska lesioner pavisas.
Rattorna var under forsoket infekterade med en dos dodlig for grisar. Da ingen av
rattorna dog visar detta pa dess potential som smittspridare vid kliniska utbrott i
grisbesattningar.

Psalla et al., (2006 a) kunde &ven visa via immunmarkorer att rattans hjarta var
infekterat av viruset. Mer i detalj sags viruspartiklar bade i cellernas cytoplasma
och i deras cellkdrna. Virus kunde &aven frekvent isoleras fran pankreas hos
infekterade rattor. Vid histopatologisk undersokning av pankreas sags nekros,
degeneration och metaplasi av kortelvavnad. Detta tyder pa skillnader i de
cytopatogena egenskaperna hos de tva stammarna av EMCV som undersoktes.
Nar den grekiska och den belgiska stammen jamférdes, sags enbart patologiska
forandringar efter den grekiska stammen. Infektion av pankreas kunde eventuellt
forklara varfor det var mojligt att pavisa viruset i rattans avforing. Hos infekterade
rattor kunde EMCV isoleras fran lymfoid vavnad (Spyrou et al., 2004). Denna
egenskap hos viruset kunde aven ses vid infektion hos gris enligt Gelmetti et al.,
(2005).

Infektion hos moss

Psalla et al., (2006 b) satte upp ett forsok med mdss liknande det forsok som
Psalla et al., (2006 a) tidigare satt upp for rattor. Resultaten for moss liknade de
resultat som tidigare fatts fram for ratta. Psalla et al., (2006 b) visade att
Overforingen av viruset mellan mdss, samt mellan moss och grisar, sker via
musens avforing. Virusantigen kunde identifieras i olika organ, framfér allt fran
thymus, pankreas, avforing och hjarta. Skillnader fanns mellan moéss och rattor
vid undersokning av inre organ, inklusive thymus. Det man fann var att hos mus
var det inte mojligt att isolera viruspartiklar av EMCV med bibehallen struktur
eller cytopatogen effekt. Till skillnad fran ratta ar mojligheten till ny viremi inte
trolig hos mass i slutskedet av infektion (Psalla et al., 2006 b). Hos ratta daremot
kan viruset ater fa faste och pa nytt spridas i kroppen under slutskedet av
infektionen. Jamfort med rattor pagick utsondring av virus fran avféringen hos
mus endast under begransad tid. Detta gor att rattor kan anses spela en marginellt
mer betydande roll &n méss vid epidemiologin kring EMCV (Psalla et al., 2006
b). Vid forsok av LaRue et al., (2003) dog alla méss som infekterats med EMCV.
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Draktiga moss har i forsok inokulerats med EMCV for att studera effekten av
viruset under dréktighet (Nakayama et al., 2004). Resultatet blev fosterdod efter
3 dagar efter infektion och efter ytterligare tva dagar var sa gott som alla foster
doda. Livmodern visade sig vara opaverkad medan virusreplikationen agde rum i
foster och i placentan. Hos foster observerades myokardit 3 dagar efter infektion.
Infektion av placenta och foster anses vara den primara orsaken till dod hos
musfostren.

Infektion hos gris

Grisar har en relativt kort exkretionsfas av EMCV. Billinis et al., (2004) visade att
antikroppar mot EMCYV finns i blodet hos tidigare oexponerade grisar redan efter
tva till tre dagar efter infektionstillfallet. Detta kan forklara varfor den viremifas
som djuren genomgar ar sa kort. Billinis et al., (2004) visade att bade 6kningen av
antikroppshalten till f6ljd av 6kad virusdos, samt minskning av antikroppshalten i
relation till tid efter infektion, foljer linjara samband.

Encefalomyokarditvirusets spridning genom kroppen hos gris studerades av
Gelmetti et al., (2005). Tjugosex grisar, med vikt runt 15 kg, infekterades
oronasalt. Grisarna avlivades efter ett visst schema, om de inte sjalvdog under
forsokets gang. Att virusisolering fran hjarta hos avlivade grisar var méjlig redan
vid 12 timmar efter infektion visades av Gelmetti et al., (2005). Lever, mjélte,
tarm, bukspottkortel, njure och hjarna visade inga tecken pa férandringar vid
histologisk undersokning (Gelmetti et al, 2005). Alla organ, férutom tarm, var
negativa for EMCV och en generell spridning till organ liknande den hos mdss
och rattor i forsok utforda av Psalla et al., (2006 a, b) kunde inte ses hos dessa
grisar. Organ som Gelmetti et al., (2005) fann forandringar i var tonsiller,
lymfknutor och hjarta, i enlighet med Billinis et al., (1999). De lyckades pavisa en
primdr viremi som foljdes av en sekundar viremi.

Primdr viremi

Den priméra viremin inleds med att EMCV infekterar tonsillerna (Gelmetti et al.,
2005). | tonsillerna infekteras sedan makrofager och dar kunde virus detekteras 6-
12 timmar efter infektion. Dérefter foljer forandringar i lymfknutorna i form av
follikular hyperplasi och 12-24 timmar efter infektion kan virus pavisas i
hjartmuskelcellerna. Viruset befinner sig da i cellerna cytoplasma och enbart
lindrigt avgransade forandringar i hjartmuskelcellernas struktur (6-30 timmar efter
infektion) kan observeras, som resultat av den tidigare inledda replikationen.
Liknande resultat kunde ses av Billinis et al., (1999), dar forandringar i
hjartmuskel sags fran 36 timmar efter infektion. Enligt Gelmetti et al., (2005)
tyder detta pa att den inledande spridningen ut i griskroppen sker med hjalp av
makrofager, da virus i blodet inte kunde ses under den inledande primara
viremifasen. Kim et al., (1989) hittade rikligt med mononukledra celler i
hjartmuskeln hos ett grisfoster som dott till foljd av EMCV. Brewer et al., (2001)
identifierade ocksa, forutom i hjarta, forandringar i hjarnvavnaden under den
akuta fasen hos infekterade grisar. Man sag lymfocytinfiltration, degeneration av
nervceller och glios.



Sekunddr viremi

Den sekundéra viremin, da virus kan pavisas i blodet, startar vid 30 timmar efter
infektion (Gelmetti et al., 2005). Runt 42 timmar efter infektion observeras mer
omfattande foérandringar i hjartats struktur. | histologiska snitt av hjartat ses
omraden med nekros och cellinfiltration av lymfocyter, makrofager, plasma celler
samt en och annan neutrofil. Hjarmuskelcellerna kan vara hypertrofiska med
forandringar i cellkdarnan. Framst héger och vanster kammare far forandringar.
Billinis et al., (2004) kunde ocksa hitta liknande forandringar i hjartats kamrar,
men sag aven forandringar i epikardium och endokardium, samt i
papillarmusklerna. Zimmerman et al., (1990) fann &ven fibrosa sammanvaxningar
mellan hjartsack och hjarta.

Under den kroniska fasen i hjarnvavnaden sags istallet perivascular cuffing
(Brewer et al., 2001). Enligt Acland et al. (1975) sags fibros i myokardiet som var
under avlakning, men virus kunde inte isoleras.

Spridning mellan grisar

For att undersdka patogeniciteten hos en grekisk och en belgisk stam av EMCV,
samt spridningen mellan grisar, gjorde Billinis et al., (1999) ett forsok med totalt
21 grisar. Medelaldern pa grisarna var 40 dagar, da detta ar medelaldern for
Kliniska utbrott i falt.

For bada stammarna gallde att virus kunde isoleras i blodet med borjan en dag
efter exponering och darefter under cirka tva dagar (Billinis et al., 1999). Ett
monster liknande det som sags for utsondring av virus i blodet, kunde dven ses for
utsondringen av virus i avforing och nassekret. Det var alltsd under den akuta
fasen av sjukdomen (Gelmetti et al., 2005), det vill sdga den sekunddra viremin,
som framfor allt utsondringen av virus skedde.

Enligt Billinis et al., (1999) infekterades de friska kontaktindividerna inom 1-2
dagar efter introduktion till de smittade grupperna. Enligt Murnane et al., (1960)
kan spridningen av virus mellan grisar ocksa ske genom att infekterade grisar
faeceskontaminerar foder och dricksvatten eller da grisar &ater upp doda
infekterade individer (Maurice et al., 2002). En del grisar dor sa fort efter
infektion (Maurice et al., 2002) att nagon spridning mellan grisarna inte & mojlig.

Spridningen mellan grisar under ett utbrott blir formodligen begransad pa grund
av den korta viremifasen (Maurice et al., 2002). Dock kunde man inte belagga att
den begrénsade spridningen i beséttningen skulle hindra smittan fran att
persistera. Vad som styr sjukdomsutvecklingen &r annu inte helt kant. Enligt
Gelmetti et al., (2005) kan grisens formaga att hindra transporten av virus till
hjartmuskel- och purkinjecellerna vara avgérande, da storst virusmangd aterfinns
har nar kliniska symtom upptréder.

Enligt Maurice et al., (2002) boér fler studier goras for att studera betydelsen av
subkliniska fall av EMCV vid utbrott. Misstanke har ocksa riktats mot att andra
faktorer som smagnagare har betydelse for smittspridningen (Psalla et al., 2006 a,
b).



Symtom hos gris
Plotsliga dodsfall

Det enda symtom, som observerats av Gelmetti et al., (2005), var fyra plétsliga
dodsfall bland 26 infekterade grisar. Dodsfall kunde &ven ses vid forsok gjorda av
Billinis et al., (1999). Dar dog fem av de 21 grisar som ingick i forsoket, dar alla
som dog var infekterade med en grekiska stam.

En forklaring till de plotsliga dodsfallen kan man mojligen hitta hos Billinis et al.,
(1999). Under forsoket studerades vilka specifika celler i hjartmuskeln som
infekteras med EMCV. Ingen skillnad mellan de tva undersbka EMCV-
stammarna kunde ses och precis som Gelmetti et al., (2005), hittades virus i
hjartmuskeln. Vid den histologiska undersékningen av hjartmuskelvavnaden
pavisades viruspartiklar aven i makrofager, endotelceller och i purkinjeceller.
Infektion av purkinjecellerna kan eventuellt vara forklaringen till en del av de
plotsliga dodsfall som intraffar i samband med infektion av EMCV.

Vid obduktion av grisarna efter dodsfall eller avlivning, pavisades vitska i
bukhala, brosthala, hjartsack samt i lungorna (Billinis et al., 1999). Vétskeuttradet
till kroppshalor och organ kan vara orsakad av 6kad permeabilitet i blodkarlens
endotelceller till foljd av infektion av EMCV. En liknande iakttagelse gjordes av
Murnane et al., (1960). Obduktionsfynden stamde 6verrens med de Kliniska
symtom som observerades hos drabbade grisar under utbrottet. De hade da
kollapsat och dott efter fem minuter efter att forst ha drabbats av
andningsproblem. Dock var myokardit hos dessa grisar den dominerande
obduktionsbilden.

Billinis et al., (2004) kunde visa att dodligheten hos grisarna minskade i takt med
minskad virusdos. De kunde &ven visa ett inverterat samband mellan makro-
respektive mikroskopiska fynd, och grisarnas alder. Aldre djur kring 105 dagar
var relativt mer motstandskraftiga mot infektion an yngre individer mellan 20
dagar och 40 dagar. De aldre grisarna uppvisade mindre grad av forandringar i
inre organ men viremifasen varade dnda nagon dag langre jamfort med de yngre
grisarnas.

Reproduktionsproblem

Atta dréktiga suggor infekterades med en belgisk stam av EMCV for att studera
dess effekt pd draktigheten (Koenen et al., 1994). Stammen var kand for att
tidigare ha orsakat reproduktionsproblem hos suggor. Djuren infekterades vid
olika tidpunkter under draktigheten (mellan dag 60 och dag 92) antingen
intramuskulart eller intranasalt. Alla suggor utvecklade antikroppar mot EMCV.
Enbart de tva suggorna som infekterades dag 60 i dréaktigheten grisade tidigare an
beraknat, efter totalt 101 respektive 108 dagars draktighet. Ovriga suggor grisade
vid férvéantad tidpunkt. Intranasalt infekterade suggor fodde levande men svaga
kultingar, medan intramuskulart infekterade suggor férutom svaga kultingar &ven
hade nagon dodfodd kulting i kullen. Vid obduktion av de dodfodda kultingarna
hittades inga onormala fynd och kropparna var vél utvecklade. Fran hjarta och
mjélte hos en del kultingar kunde virus urskiljas. Detta demonstrerar en
transplacental infektion av foster, &ven under senare del av draktighet. Det
bekraftas ocksd av att man hos doda smagrisar &ven hittat antikroppar mot
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EMCV, trots att nagon ramjolksgiva annu inte hade givits och att transplacental
transport av antikroppar hos gris inte ar méjlig. Virus kunde aven isoleras fran
smagrisar som blivit en manad gamla.

Differentialdiagnoser
Reproduktionsstérningar

Problemet som praktikern ofta star infor vid reproduktionsproblem i falt ar att
aktuell agens inte ar narvarande nar symtom vél upptrader hos djuret (Straw et al.,
1999). Om det ror sig om exempelvis aborterade foster, sa kan fostren ha angripits
langt tidigare och orsaken ar da svar att finna. Har fostren vid abort ungefar
samma alder och deras beraknade alder stimmer med insemineringen, kan suggan
misstankas vara det bakomliggande problemet. Om suggan har en stor kull och ett
antal av kultingarna ar normalt utvecklade men ddda vid grisning kan orsaken
vara utdragen forlossning. Finns det mumifierade foster i kullen, b6ér dock en
infektion misstankas ligga bakom. Ar kultingarna vid abort dessutom av olika
aldrar bor en infektios orsak misstankas.

Enligt Koenen et al., (1994) och Joo et al., (1988) kan aborterade eller nyfodda
kultingar ha antikroppar mot EMCV i brosthalans vatska. Antikropparna kan
anvandas som diagnostisk metod for att hitta den bakomliggande orsaken till
aborten (Straw et al., 1999). Foster har normalt inga antikroppar i blodet vid
grisning da miljon i livmodern normalt &r steril och inga antikroppar kan passera
over placentan. Vid en infektion sa har fostret fran dag 70 i draktigheten formagan
att producera egna antikroppar. Antikroppar fran foster ar diagnostiskt. Narvaro
av antikroppar kan eventuellt minska mojligheten att genom virusisolering pavisa
virus i vavnader, da antikropparna kan ha en neutraliserande férmaga (Joo et al.,
1988; Kim et al., 1989).

Infektidsa agens (Tabell 1) vid abort hos sugga kan vara virus, bakterier, parasiter
eller mogel (Straw et al, 1999). Ovriga orsaker till abort &r
grisningskomplikationer, suggans néaringsstatus, miljofaktorer, toxiner eller
teratogener. Virus ar den mest framtrddande patogena orsaken till abort hos
suggor (Quinn et al., 2002 c).

Manga fler mikroorganismer an de som namns i Tabell 1 finns beskrivna som
orsak till abort (Straw et al., 1999). Dessa agens orsakar inte abort av foster
primért utan ger exempelvis upphov till en generell infektion i kroppen och ibland
aven infektion i livmodern med systemisk paverkan (Quinn et al., 2002 c).
Bakterier, virus och toxiner i blodet kan bland annat orsaka forhojd
kroppstemperatur och paverkad endokrin styrning av draktighet, vilket kan sétta
igang en abort. Exempel pa sadana agens ar bland annat Erysipelothrix
rhusiopathiae, Streptococcus suis typ 2 och Afrikansk svinpest.



Tabell 1, Patogener som ger upphov till reproduktionsproblem hos gris (efter: Straw et
al., (1999); Quinn et al., (2002 ¢)

Sjukdom Symtom
Virus
Klassisk svinpest SMEDI (stillbirth, mummification, embryonic
death and infertility), underutvecklade foster
Encefalomyokarditvirus SMEDI, myokardit
Porcine enterovirus SMEDI
Adenovirus
Reovirus
Cytomegalovirus
Aujeszky’s disease virus SMEDI, systemisk sjukdom
Porcine herpesvirus typ 2 Mumifiering och fosterdéd
Porcine parvovirus SMEDI
Porcine respiratory and SMEDI
reproductive virus (PRRS)
Bakterier
Brucellos (Brucella suis) Dodfddslar, abort i senare del av draktighet,
systemisk spridning
Leptospiros Abort i senare del av draktighet, subklinisk
infektion, dédfédslar, mumifiering och
svagfodda
Parasiter
Toxoplasma gondii Abort, dodfodslar
Mdogel
Zearalenone Abort, dodfodslar

Hjartmuskelsjukdomar

Manga olika typer av sjukdomar kan drabba hjartat (Darke et al., 1996). Antingen
kan sjukdomen vara isolerad till hjértat eller vara en del av ett sjukdomstillstand
dar hela kroppen é&r involverad. Sjukdomar, Tabell 2, som kan drabba
hjartmuskeln hos gris kan bland annat bero pad genetiska, infektidsa och
nutritionella orsaker (Radostits et al., 2007). Dessa kan ge upphov till hjartsvikt
antingen genom rythmrubbning eller genom inverkan pad hjartats
kontraktilitetsformaga (Darke et al., 1996). Beroende pa vilken sida av hjartat
som paverkats kan olika symtom komma till uttryck. Hogersidig hjartsvikt ger
bland annat ascites medan vanstersidig svikt kan ge lungodem.
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Tabell 2. Sjukdomar som kan ge myokardit hos gris (Efter: Aiello et al., 1998; Radostits
et al., 2007)

Sjukdom

Infektidsa
Mul- och klévsjuka
Swine vesicular disease
Parvovirus
Encefalomyokarditvirus
Porcine respiratory and reproductive virus (PRRS)
Salmonellos
Rddsjuka
Streptokockinfektioner
Nutritionella
Selen- och E-Vitamin brist
Kopparbrist
Jérnbrist
Genetiska
Malign hypertermi
Hypertrofisk cardiomyopati

EMCYV diagnhostik
Molekylardiagnostik

Reverse Transcriptas - Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

Mojligheten att anvdanda RT-PCR som alternativ till virusisolering och
virusneutralisation, undersoktes av Vanderhallen & Koenen (1998). Hjarta som
provmaterial visade sig vara det basta organet. Sensitiviteten var 94 % medan
specificiteten var 100 %. Nedre grans for mojlighet att identifiera EMCV lag pa
en viruspartikel per 100 mg vavnad. Enligt Quinn et al., (2002 b), gar det att
sarskilja EMCV fran FMDV (fot-and-mouth disease virus), som ocksa hittas i
familjen picornaviridae.

Serologiska tester

Serum neutralisationstest

Ett vanligt forekommande diagnostiskt verktyg for EMCV &r serum
neutralisationstest (Zimmerman et al., 1990). Testet gar ut pa att man i en brunn
tillsatter virus till celler som &r kéansliga for viruset (Quinn et al., 2002 a). |
brunnen finns ocksa tillsatt provserum som ska skydda cellerna fran viruset.
Provserumet har olika spadningar och med det minskar formagan att neutralisera
viruset och skydda de kénsliga cellerna. Utifran detta kan typen och mangden av
antikroppar ses.

Testet visade sig bade ha hog specificitet och sensitivitet (Zimmerman et al.,
1990). Vid titer >16 var specificiteten 100 % och sensitiviteten 93,9 %. Enligt
Zimmerman et al., (1990) ar det en fordel att anvanda parprov. Det & mojligt da
antikroppsnivaerna haller sig konstanta under minst ett par manader. Ett enskilt
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positivt serumprov racker inte for att kunna séga att det aktuella agens som hittats
ar orsaken till problemet (Straw et al, 1999). For att kunna sakert pavisa en
pagaende infektion kravs att man ser en titerstegring.

Negativa egenskaper for serum neutralisationstest ar testets oférmaga att ge
information om antikropparnas svar mot enskilda strukturer (Kim et al., 1991).
Aldre grisar kan ocksd av okand anledning visa positiva titrar, pd grund av
ospecifika antikroppar, utan att ha exponerats for EMCV. De viruskénsliga
cellerna paverkas ocksa av toxiska egenskaper i provet som kan paverka
avlasningen, som till exempel kontamination av provet med bakterier. Denna
paverkan kan ge en titerstegring upp till en titer av 1:8. Detta forsvarar tolkningen
av laga antikroppstitrar i serumet.

AGID (Agar gel immunodiffusionstest)

Till testet gjuts en gel med sex brunnar i cirkel runt en centralt placerad brunn
(Kim et al., 1991). | den centralt placerade brunnen placeras framrenat EMCV-
antigen. | brunnarna runt omkring, placeras provserum samt positiv och negativ
kontroll. Antikropparna och antigenet diffunderar i gelen och nar de moéts bildas
en utfallning i form av en linje som sedan kan l&sas av (Figur 1).

Figur 1. Agar gel immunodiffusionstest (Kim et al., 1991).

AGID-testet utvarderades av Kim et al., (1991). Det jamfordes med
hemagglutination-inhibitions- och serumneutralisationstestet for att pavisa
EMCV. Serumneutralisationstest ar det mest anvénda serologiska testet och det
visade sig att AGID i jamforelse hade mycket gott till utmérkt resultat.

Hemagglutination-inhibitionstest

EMCV har formagan att agglutinera réda blodkroppar och darfor har
hemagglutination-inhibitionstest utvecklats (Quinn et al., 2002 b). Provserum med
eventuella antikroppar satts till viruset och de rdda blodkropparna (Quinn et al.,
2002 a). Vid pavisande av antikropparses inhibition av agglutinationen av de réda
blodkropparna till foljd av att antikropparna binder in till viruset. Provserum
tillsatts i tva-stegs spadningar.

Positiva egenskaper for testet ar att det inte ar speciellt kansligt for dalig
provkvalité och det ar latt att genomfora (Kim et al., 1991). HOgre antikroppstitrar
sags jamfort med serum neutralisationstestet. Enligt Kim et al., (1991) kan detta
bero pd hogre halt av just denna typ av hammande antikroppar i fostret.
Hemagglutination inhibition testet star sig starkt jamfort med andra serologiska
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tester. Med serum neutralisationstestet som standard &ar sensitiviteten och
specificiteten 91,5 % respektive 81 %, vilket ansags tillfredsstallande.

Western immunoblottning

Genom att placera viruspartiklar i en gel och kora en elektrofores sa avskiljs
virusproteiner (Quinn et al., 2002 a). Dessa proteiner fasts pa ett membran i gelen
och bildar band. Membranet klipps i remsor och provserum tillsétts till remsorna.
Via antiglobuliner askadliggérs om nagra antikroppar fasts fran provserumet
genom att binda in till proteinbanden pa membranremsan.

Vid korning av Kim et al., (1991) bildades 3 proteinband pa membranremsan.
Testet visade en stor formaga att pavisa antikroppar i laga titrar, till skillnad fran
andra serologiska tester. Enligt Kim et al., (1991) bor man undersoka, for att
undvika falskt negativa resultat, minst tva foster fran tva onormala kullar per
EMCYV drabbad beséttning.

Enzym-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Vid ELISA renas virusantigen fram och fésts till botten av en brunn (Quinn et al.,
2002 a). Provserum tillsatts och reagerar med antigen pa botten av brunnen. Vid
tillsatts av antiglobuliner med ett enzym fastsatt i d&nden sker en fluorescerande
reaktion som askadliggor eventuell bindning av antikroppen till virusantigen.

Shanley (1980) undersokte mojligheten att anvanda ELISA for detektion av
EMCV-antikroppar av immunoglobulin G-klass. Vid analys av serum utan
antikroppar sags en svag reaktion trots att provet var negativt. Vid kdrning av
provserum positivt for antikroppar mot EMCV sags en tydlig reaktion och
skillnaden mot negativt provserum var uppenbar.

Ett antal fordelar vid analys med ELISA gentemot andra serologiska metoder
hittades (Shanley 1980). Virusets antigener visade sig vara hallbara och dugliga
uppemot ett halvér. Ovriga reagenser anvands flitigt och &r lattillgangliga vilket
gor anvandningen av metoden okomplicerad. Nackdelarna med ELISA éar att
metoden enbart testats pa musserum samt att antikroppar korsreagerar mellan
olika stammar av EMCV.

Zoonosaspekten avseende EMCV

Enligt Quinn et al., (2002 b), kan encefalomyokarditviruset &ven infektera
manniska. Undersokningar gjorda av Brewer et al., (2001) starker detta. Forsok
har gjorts for att isolera EMCV hos 100 grisar vilka var seronegativa for EMCV.
Det visade sig att isolering av viruset var mojligt hos tva av grisarna trots att
djuren var antikroppsnegativa. Detta tyder pa en mojlighet att viruset har en
formaga att persistera hos gris. Vidare undersokningar visade att EMCV kunde
infektera hjartvavnad fran manniska. Dessa upptéackter kan vara av stor betydelse
vid organtransplanation. Risken finns att ett infekterat grisorgan kan infektera den
mottagande manniskan.

LaRue et al., (2003) infekterade m@ss, grisar och makaker for att studera hur

manniska skulle reagera pa en EMCV-infektion. Alla méssen dog inom 7 dagar
efter infektionstillfallet. Av grisarna dog 16,2 % och resterande djur visade inte
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nagra kliniska symtom, men forandringar sags vid obduktion. Trots resultaten for
moss och grisar visade makaker inga symtom. Fran makakerna isolerades virus
fran blod, mjalte, lever, hjarta, hjarna, njure och skelettmuskulatur. Histologiska
forandringar sags i hjarna och hjarta. | hjarta sags inflammatoriska processer,
degeneration av hjartmuskelceller och nekrotiska omraden medan perivaskular
cuffings sags i hjarnan. Detta kan eventuellt tyda pa att méanniska inte
nodvandigtvis behover utveckla allvarliga symtom vid organtransplantation fran
grisar infekterade med EMCV. Vid organtransplantation &r patienterna
immunosupprimerade vilket formodligen okar risken for infektion och i varsta fall
allvarliga symptom.

MATERIAL OCH METODER
Gnagarmaterialet

For undersokning av forekomst av EMCV i Sverige, anvandes 97 gnagare fran 8
grisgardar insamlade under 13 manader i ett pagaende doktorandprojekt. Burflla,
slagfélla och gevér anvandes for att fanga dem. Darefter obducerades gnagarna
och bitar fran olika organ frystes in. Till detta projekt anvandes bitar fran hjarta
fran husmus, skogsmus, storre skogsmus och brunratta (Tabell 3). Totalt kom
gnagarna ifran atta olika gardar med grisproduktion.

Tabell 3. Antal och andel undersokta gnagare, samt kdnsfordelning i grisbesattningar

Art Antal Andel  Konsfordelning
Husmus 63 65% (honor 55,5 %, hanar 36,5 %, okéand 8 %)
Brunratta 27 28% (honor 33,3 %, hanar 63 %, okénd 3,7 %)
Storre skogsmus 5 5% (honor 20 %, hanar 80 %)
Skogsmus_ _ _______ 2 _ .= 2% _ _ (Honor 50 %, hanar50%) _ _ __ ______
Totalt 97 (Honor 47,5 %, hanar 46,4 %, okand 6,2 %)

Materialet kompletterades med gnagare fangade i andra typer av miljoer, totalt 6
olika platser. Dessa gnagare, 28 totalt, kom fran fjaderfabesattningar, en
notbesattning samt fran omraden med stadsmiljé. En narmare beskrivning av
provmaterialet visas i Tabell 4.
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Positiv och negativ kontroll

Encefalomyokarditvirus fran schimpans anvandes som positiv kontroll.
Schimpansen hade vid doden drabbats av lungddem, vatska i brosthalan och
myocardit. Viruset, VR-129 fran American Type Culture Collection (ATCC),
isolerades 1944 i Florida.

SuperQ-H,0 anvéndes som negative kontroll under hela analysen vid varje enskild
korning.

Primers

Aktuella primers (Tabell 5), CBA F och CBB R, anvéandes enligt Denis et al.,
(2006). Dessa bestélldes och producerades hos Thermo Scientfic, Ulm, Tyskland.
Aktuell genomregion heter 5’-UTR. Har amplifierar dessa primers en region pa
virusgenomet som &r 598 baspar lang.

Tabell 5. Aktuella primers och deras sekvens (Efter Denis et al., 2006)

Primer Sekvens Plats i virusgenomet (bp)
CBAF 5’- AAT AAG GCC GGT GTG CGT TTG-3* 307-328
CBBR 5’- GCA GAG CAT TTT GGG CAT TCC-3>  884-905

Homogenisering och extraktionsmetod

Da hjarta ar predilektionstéalle for EMCV, sa anvandes RNeasy® Fibrous Tissue
Mini Kit for att extrahera RNA fran hjartvavnaden. En rostfri metallkula, placerad
i ett 2 ml mikrocentrifugrér, homogeniserade vavnaden med hjélp av Tissuelyser
under tva ganger tva minuter vid 20 Hz. Upp till 30 mg hjartvavnad, som
forvarats i -80 °C, anvandes for analys. Efter homogeniseringen 6verfordes
hjartvavnaden till ett nytt provror, dar Proteinase K tillsattes och inkuberades
under 10 minuter i 65 °C. Detta steg var viktigt da det underlattade bade
sonderdelningen av hjartat, vilket ar ett utpréglat fibrost organ, och av
viruspartiklarna. Efter centrifugering samlades de fibrosa strukturerna i botten av
roret sa att surfaktanten med RNA kunde overforas via pipettering till ett nytt
provror.

De frigjorda RNA- molekylerna fanns nu tillsammans med andra komponenter i
surfaktanten. For att isolera RNA- molekylen filtrerades surfaktanten genom
RNeasy spin column med filter och ett membran till vilket molekylen féste.

Ett tillaggssteg i processen utnyttjades da eventuell storning fran DNA-segment
ville undvikas. 80 pul av DNAse tillsattes till RNeasy spin column och inkuberades
under 15 minuter i rumstemperatur.

Via olika reningssteg frigjordes sedan RNA genom tillsattning av 30 pl RNase
fritt vatten. Detta andrade osmolaliteten 6ver membranet i RNeasy spin column
och gjorde sa att RNA slappte och kunde sedan samlas upp via centrifugering i ett
nytt 1,5 ml microcentrifugrér. RNA hade nu renats fram fran hjartmuskeln.
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C(copy)DNA med hjalp av Random hexamers

For att kunna analysera RNA med hjalp av PCR maste det forst ske en produktion
av c(copy)DNA med hjélp av ett enzym, reverse transcriptas. Detta maste ske da
den extraherade produkten, EMCV, bestar av RNA. Steget producerar en mangd
kopior motsvarande en linjar 6kning av antalet. Fran cDNA- produkten kan sedan
en amplifiering ske av aktuellt segment, med en exponentiell 6kning av DNA
mangden.

Produktionen av cDNA kan ske pa tva satt. Det forsta sattet anvandes vid kdrning
av samtliga prov och ingar som ett enskilt steg i PCR-kérning, se QIAGEN®
OneStep RT-PCR Kit nedan. Det andra och alternativa steget for produktion av
cDNA kan ske som ett helt enskilt steg efter extraktionen innan PCR-k&rningen
(Tabell 6). D& anvands primers, Random Hexamers, for att konvertera hela
genomet fran RNA till DNA. Detta steg genomfordes pa RNA fran prov positiva
efter PCR, da storre totalmangd DNA behdvdes pa grund av alltfor svaga band.
Vid korning av cDNA i PCR:n far man da stérre mangd PCR- produkt vilket &r
onskvart i senare steg. Dock ar detta steg mer tidskravande &n det andra
alternativet.

Tabell 6. Reagenser och inkubering for cDNA i Thermocycler, som ett enskilt steg,
uppdelat pa tva delar efter varandra

Reagenser del | Mangd per reaktion
pdN6 (1:10) 2 ul
ddH20 3l
RNA 5ul

- Inkubering 65 °C, 10 min

Maéngd
Tillaggsreagenser infor Del 11 per reaktion
5x 1 st standardbuffert 4 ul
0,AMDTT 2ul
dNTP mix (10 mM) 2 ul
RNasin (32 U) 1l
M-MLV RT (200 U) 1pl

- Inkubering 37 °C i 90 minuter (RT enzym), darefter 95 °C i 5 minuter(inaktivering av
enzym)

Polymerase Chain Reaction (PCR)

For PCR-korningen anvandes QIAGEN® OneStep RT-PCR Kit. Detta kit kan
genomfora produktionen av cDNA och sedan direkt paborja att amplifiera 6nskat
segment med hjélp av utvalda primers.

QIAGEN® OneStep RT-PCR Kit innehaller enzym for bade reverse transcriptas
och amplifiering, Enzym mix RT Tabell 7, for reagenser och mangd. Omniscript
och Sensiscript reverse transcriptas anvands for produktion av DNA fran RNA
och de &r bada effektiva och specifika. Vidare i enzymblandningen sa ingar
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HotStar DNA Polymerase for en mycket specifik amplifiering. Under inledningen
av korningen sa ar HotStar DNA Polymerase helt inaktivt. Vid 6vergangen mellan
enzymerna sa hettas PCR:n upp till 95 °C under 15 minuter. Detta steg inaktiverar
Omniscript och Sensiscript reverse transcriptas, samtidigt som HotStar DNA
Polymerase aktiveras. Dessa egenskaper ar av stor vikt. Ospecifik amplifiering av
aktuella primers undviks och senare steg for amplifieringen av aktuellt virus
segment sker mer effektivt.

Tabell 7. Reagenser anvanda fran QIAGEN® OneStep RT-PCR Kit

Reagens Mangd per reaktion
5xone-step buffert 5ul
DNTP 1l
Primer 1 2ul
Primer 2 2 ul
RNase inhibitor 1l
Enzym mix RT- 1l
dH20 8 ul
Template RNA 5 ul

Total méngd 25 pl

Véarmeprogrammet for PCR:n innehdll sju steg (Tabell 8). Det forsta steget bestod
av reverse transcriptas och skapade cDNA strangar. Andra varmesteget syftade till
att skifta enzym. Korningen gick da vidare fran steget med reverse transcriptas till
steget for amplifieringen och detta blev alltsa starten for den egentliga PCR
korningen. Denaturerings-, anealings- och elongeringssteget upprepades sa att det
sammanlagt genomférdes 35 cykler.

Tabell 8. Varmeprogrammet for PCR

Steg Temperatur Tid

1 Reverse Transcriptas 50°C 30 minuter
2 Initialt PCR steg 95°C 15 minuter
3 Denaturering 94 °C 30 sekunder
4 Anealing 58 °C 1 minuter

5 Elongering 72°C 1 minuter

> Ater till steg tre 34 génger

6 Final extension 72°C 10 minuter
7 Paus 4°C Tillsvidare

Erhallna PCR produkter analyserades genom elektrofores pa gel, 1,5 % (Agaros
typ 2, Sigma). For att ett prov skulle raknas som positivt skulle det finnas ett band
pa gelen i niva med 600 baspar.

Nested PCR

Da proverna med cDNA kordes i PCR-maskinen, minskar mangden byggstenar
efterhand som PCR- produkter producerades. Om svaga band syntes pa gelen,
tydde det pa att en liten mangd DNA hade producerats. Da kunde eventuellt en
PCR-kérning pa PCR-produkten koras for att ytterligare 6ka pa den slutliga
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mangden DNA-produkt, dock med risk for ospecifik amplifiering. Detta
genomfordes pa de erhallna positiva proverna dar det var mojligt. En rening fran
gel var tvungen, se nedan, for att fa fram ren PCR-produkt innan korningen.

DNA-rening

For att vidare kunna analysera de positiva PCR- produkterna sa kravdes det att
DNA renades fram, koncentrerades och blev fritt fran bland annat salter och
primers. For detta dandamal anvandes Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System. | detta fall fanns majligheten att rena fram DNA fran tva olika alternativ.
| det ena fallet kunde DNA renas fram direkt fran PCR produkten om resultatet
fran elektroforesen visade starka, tydliga band utan ospecifik amplifiering. Om
banden istéllet var svaga med riklig ospecifik amplifiering fanns alternativet att
rena fram DNA direkt fran gelen. Banden i gelen synliggjordes genom att placeras
pa en UV-bank och skars sedan ut med hjalp av skalpell. Darefter I6stes gelbiten
upp som innehdll PCR- produkten. Darifran var tillvagagangssattet lika mellan de
bada alternativen. Produkterna kordes sedan genom SV Minicolumn innehallande
ett DNA-bindande membran. Via reningssteg frigjordes sedan DNA fran SV
Minicolumn genom tillsattning av cirka 25 pl Nuclease-Free Water direkt pa
membranet. Genom centrifugering samlades den framrenade DNA- produkten
upp i ett 1,5 ml microcentrifugror.

Cykelsekvensering

For att verifiera att det verkligen rorde sig om EMCV hos identifierade band pa
gelelektroforesen efter PCR- analysen sa kordes cykelsekvensering (Tabell 9).
Méngden renad PCR-produkt som anvéandes bestamdes utifran styrkan pa banden
efter gelelektroforesen. Cykelsekvenseringen genomférdes med tva ror fran varje
prov med en typ av primers i respektive ror i Termocyklern.

Tabell 9. Tillsattningen av reagenser infor cykelsekvensering

Maéngd
Reagens per reaktion
Big Dye 2ul
Sekvenseringsbuffert 3ul
Primer 1,8 ul
Renad-PCR produkt Individuell provméngd
Filterat vatten Tillsatts till totalméang 20 pl

Efter varmeprogrammet, (Tabell 10), genomfordes precipitering.

Tabell 10. Varmeprogrammet infér cykelsekvenseringen

Steg Temperatur Tid

1 +95°C 15 sekunder
2 +50°C 10 sekunder
3 +60°C 4 minuter

> Ater till steg ett 24 ganger

4 +4°C Tillsvidare
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Vid precipiteringen bildades en pellets av DNA. Den lostes upp i Formamid och
analyserades sedan med hjélp av cykelsekvensering. Resultatet presenterades
genom sekvenser producerade av nukleotiderna A, T, G och C. Dessa kordes i
databaser for att studera likheten med tidigare cykelsekvenserade
encefalomyokarditvirus.

RESULTAT

Av de totalt 97 gnagarna fangade i grisbesattningar, var 10 positiva for
encefalomyokarditvirus (Tabell 11). Detta utgor 10,3 % av gnagarna. Av dessa
var samtliga fangade med hjalp av slagfélla. De gnagare som utgér de positiva
proverna ar husmus och brunratta. Dock fanns en dominans av husmus med 8
positiva individer. De positiva proverna var jamt fordelade mellan kénen och kom
fran Upplands- och Stockholms lan. Ingen skillnad sags mellan olika slags
grisbesattningar.

Av de 28 gnagarna som var fangade i varphonsbesattning J var en husmus positiv
for EMCV (Tabell 11). Detta motsvarar att EMCV kunde pavisas hos 3,6 % av
gnagarna som inte infangats i grisbesattningar.

Tabell 11. Positiva prov for encefalomyokarditvirus efter RT-PCR

Gard Provnummer Besdttning Ras Kon Lan Falla
C 49 Smagris  Husmus Hona Uppland Slagfalla
C 50 Smagris  Husmus Hane Uppland Slagfélla
G 52 Smagris __ Husmus Hona  Uppland Slagfalla__
D 47 Slaktsvin ~ Husmus Hane  Stockholm  Slagfélla
D 55 Slaktsvin  Husmus Okand Stockholm  Slagfalla
Do 56 . Slaktsvin __ Husmus Hona __ Stockholm _Slagfalla
G 101 Integrerad _ Husmus Okdand __ Uppland Slagfélla__
H 109 Integrerad  Husmus Hona Uppland Slagfalla
H 112 Integrerad  Brunratta Hane Uppland Slagfalla
H 114 Integrerad  Brunratta Hane Uppland Slagfalla
Ovrigt
Gard Provnummer  Omrade Ras Kon Lan Falla
J 146 Varphons Husmus Hona  Stockholm  Slagfalla

Av de totalt 11 positiva proverna utférdes cykelsekvensering pa 5. Ett sjatte prov,
nr 56, gick forlorat under cykelsekvenseringen. Regionen som analyserades var
5’-UTR. Denna region &ar generellt val konserverad hos EMCV. Provernas
sekvenser var till 97-100 % identiska med denna region. | studien har darmed
EMCV pavisat hos humus och ratta i Sverige.

Prov 112 och 114 fran grisbesattning, samt 146 fran varphonsbesattning hade
alltfér svaga positiva band for att kunna analyseras vidare. Banden var inte
mojliga att skdra ut fran gelen da de inte kunde synliggoras vid UV-bestralning.
Nested PCR var inte aktuell pa grund av att den ospecifik amplifieringen var
alltfér omfattande och skulle ha stort PCR-analysen. Vidare sa var prov nr 109
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positiv vid gelelektrofores men foll ifran vid efterféljande reningssteg. Prov nr 55
var negativ efter cONA-steget.

Grisbesattningarna C, D, G och H hade respektive 22, 16, 11 och 16 gnagare. Hos
dessa gardar var andelen gnagare med positiva resultat 13,6 %, 18,8 %, 9,1 %
respektive 18,8 %. | undersokningen ingick totalt atta grisbesattningar positiva
gnagare fran fyra, vilket innebar att 50 % av besattningarna hade gnagare med
EMCV. Tre av dessa fyra beséttningar (75 %) hade >1 positiv gnagare.

Hos gard J, en varphonsbesattning, var antalet analyserade gnagare fem. Detta gav
en andel positiva pa 20 %.

Positiv kontroll fanns med for att kontrollera att PCR-analyserna fungerade. Alla
positiva kontroller blev positiva med tydliga band. Pa grund av risken for
kontamination av 6vriga prover cykelsekvenserades inte den positiva kontrollen.

DISKUSSION

| Europa har EMCV orsakat sjukdomsutbrott i grisbeséttningar (Maurice et al.,
2006). Nagra kliniska fall kopplade till EMCV har annu inte beskrivits i Sverige.
Dock pavisade Widén (1994) en prevalens av antikroppar mot EMCV pa 16,8 %
bland undersokta svenska grisar. | den har studien gjordes ett forsok att pavisa
viruset med PCR hos gnagare, da rattor och moss har visat sig kunna vara barare
av viruset (Spyrou et al., 2004; Psalla et al., 2006 a, b).

For forsta gangen i Sverige har encefalomyokarditvirus genom den hér studien
direkt pavisats bland gnagare i grisbesattningar. | 50 % av de undersokta
grisbesattningarna hittades gnagare positiva for EMCV. Andelen positiva gnagare
i besattningar som testats positivt varierade mellan 18,8 och 9,1 %, vilket innebér
att majoriteten av de positiva besattningarna hade >1 positiv gnagare. Nagon
konsskillnad kunde inte ses. Samtliga gardar med positivt resultat ligger i
Malarregionen, dar majoriteten av proverna aven ar insamlade.

Av de 28 proverna som fangades i annan lokal &n grishesattning var ett prov
positivt for EMCV. Detta positiva prov kom fran en varphonsbesattning i
Stockholm och var ett av totalt fem prover fran denna besattning.

Resultaten ger indikation pd att EMCV é&r ett vanligt eller mycket vanligt
forekommande infektionsagens bland gnagare i Sverige och att det finns aven i
gnagarpopulationer utanfor grisbesattningar.

| Europa har det visat sig att EMCV fran gnagare och grisar varit genetiskt
identiska, da de isolerats fran samma land (Koenen et al., 1999). Liknande
undersokningar har inte kunnat genomforas i den har studien eftersom tillgang till
provmaterial fran de olika besattningarnas grisar i form av organ, avforing, serum
eller foder saknades fran aktuell tidsperiod.

Enligt studier gjorda av Spyrou et al., (2004) och Psalla et al., (2006 a, b) &r
gnagarna motstandskraftiga mot infektion med EMCV Detta gor att
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gnagarmaterialet bor vara representativt. Infekterade rattor och mdss dor
formodligen inte utan har méjlighet att ta sig till fallorna och infangas.

Problemet vid analysen var den lilla méngd hjartvdvnad som var tillganglig. Den
erhallna provmangden och dess innehall av RNA var darfor liten. Det ledde till en
begransad mangd DNA som gav svaga band vid gelelektroforesen vilket
forsvarade efterfoljande steg som kravde relativt mycket DNA och det var darfor
inte mojligt att cykelsekvensera alla proverna. Den positiva EMCV-kontrollen
reagerade starkt i alla PCR-analyser men risken for kontamination av 6vriga
prover gjorde att denna inte sekvenserades.

Langden pa den RNA sekvens som valdes ut for amplifiering var 602 baspar. Den
valda regionen ar val konserverad i virusgenomet. Likheten mellan de
amplifierade sekvenserna och 0Ovriga i databaser tidigare deponerade EMCV-
sekvenser konfirmerar den positiva PCR-diagnosen och visar att det verkligen ar
EMCV som pavisats. Att regionen ar konserverad gor ocksa att det inte gar att
skilja mellan olika stammar av EMCV med hjalp av de erhallna sekvenserna.

Analys av antikroppar mot EMCV hos levande eller kastade grisfoster kan
anvandas for att indirekt pavisa viruset (Koenen et al., 1994: Joo et al., 1988).
Pavisande av antikroppar hos foster ar diagnostiskt viktigt. Grisfoster har
formagan att borja producera egna antikroppar fran dag 70 under dréktigheten
(Straw et al., 1999). Kultingarna lever normalt i en steril miljé i livmodern och
kommer darfor inte i kontakt med nagot som den kan producera antikroppar mot.
Antikroppar kan inte passera Gver placentan fran modern till fostret. Har
griskultingarna da inte atit ramjolk innehallande antikroppar maste de ha varit i
kontakt med agenset inne i livmodern. Om man misstanker att EMCV &r orsaken
till reproduktionsstérningar bor man &ven undersoka om kastade och dddfodda
foster har antikroppar mot EMCV.

Rattor och mdss utgor en risk for smitta till grisar eftersom de utsondrar virus i
avforingen (Psalla et al., 2006 a, b). Smitta fran gnagare till grisar sker bland
annat genom kontamination av grisarnas foder (Murnane et al., 1960: Psalla et al.,
2006 a). Manga gardar har idag en aktiv gnagarbekampning vilket &r viktigt for
att begransa smittspridningen.

Forutom spridning mellan gnagare och mellan gnagare och grisar finns en mangd
vagar for EMCYV att sprida sig i en besattning. Har grisarna vél blivit smittade kan
smittan spridas genom att doda infekterade grisar blir uppatna av andra i boxen
(Maurice et al., 2002). Smittade aldre djur har visat sig mer motstandskraftiga an
yngre individer. Dock finns risken att dessa &ldre djur uppforokar och sprider
viruset (Billinis et al., 2004). Yngre djur utsondrar ocksa mest virus i infektionens
akutstadie (Billins et al., 1999). Dock leder infektionen till att vissa grisar dor sa
fort till foljd av sjukdomen att de inte ens hinner boérja utsénda viruspartiklar
(Maurice et al., 2002). Betydelsen av eventuella subkliniska infektioner av EMCV
ar okand (Maurice et al., 2002), men Brewer et al., (2001) fann att EMCV kunde
persistera hos grisarna. Griskultingar kan ocksa bli persistent infekterade men
efter att ha blivit transplacentalt smittade under fosterlivet (Koenen et al., 1994).
Atgarder for att minska infektionstrycket i en drabbad beséttning ar darfor att
snabbt isolera misstankta och sjuka djur, avlagsna déda djur fran gruppen och
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identifiera persistent infekterade individer. Studier av moss visar ocksa att
placentan infekteras av viruset (Nakayama et al., 2004). Med hansyn till detta bor
placentan avlagsnas sa fort som mojligt vid grisning for att undvika kontakt och
spridning till andra individer i besattningen. For desinfektion kan klorbaserade
preparat anvandas (Taylor 2006). Viruset utsondras dven via nassekret. En
tankbar, ej tidigare beskriven, spridningsvag mellan grisar skulle ocksa kunna
vara via éron- och svansbitning.

De symtom som ses vid infektion av encefalomyokarditvirus, plotsliga dodsfall
och reproduktionsproblem, &r inte specifika vilket gor det svart for en kliniker att
stélla rétt diagnos. Darfor ar évervakning och genomférandet av mer omfattande
studier dver virusets férekomst i landet av stor vikt.

Att viruset kunnat infektera primater har varit k&nt sedan lange. Enligt Quinn et
al., (2002 b) kan viruset &ven smitta manniska. Forsék genomférda av Brewer et
al., (2001) visade att grisar kan vara persistent infekterade med EMCV och ha
virus i organ utan att vara seropositiv. Da prov har genomforts med att
transplantera organ fran gris till manniska ar detta fynd ytterst allvarligt. Det gor
att EMCV ér ett infektionsamne som maste studeras vidare.

D& moss kan vara barare av EMCV bor dven laboratorieméss undersokas over
forekomsten av viruset.

Slutsats

Encefalomyokardit virus har i den har undersokningen for forsta gangen i Sverige
pavisats med PCR hos gnagare i grisbesattningar. En del beséttningar hade inga
eller fA smittade gnagare samtidigt som vissa andra besattningar var mer
drabbade. PCR- analys fungerade bra for att identifiera EMCV.
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