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Denne rapport beskriver resultaterne der er opnaet i henhold til ”"Projektplan vedr. overvagning af avizer
influenza i vilde fugle i Danmark i 2017”. Overvagningen er udfgrt af DTU Veterinarinstituttet (DTU-VET) i
samarbejde med Fgdevarestyrelsen (FVST) og Statens Naturhistoriske Museum (SNM).

2017 har igen veeret et specielt ar, idet der har vaeret udbrud af hgjpatogen fugleinfluenza i vilde fugle i
Europa inkl., Danmark. Udbruddet startede i november 2016 og fortsatte ind i 2017. Neervaerende rapport
indeholder ikke en uddybende karakterisering af udbruddet, men data fra 2017 er beskrevet. Uddybende
analyser er endnu ikke afsluttede og afventer flere data som tilvejebringes i 2018.

En stor tak rettes til indsamlerne af prgver fra vilde fugle i naturen, herunder de frivillige ringmeerkere.
Vildthdndteringsvirksomhederne Kivan Food, Klosterheden Vildt og Alpevej Vildtbehandling takkes for
nedlagt fjervildtprgver. Private borgere takkes for sd vidt angdr dagde fugle til den passive overvdgning for
fugleinfluenza.

Endvidere takkes laboranter og dyrleeger i PCR-diagnostik, virologi, serologi og patologi, Afdeling for
Diagnostik og Beredskab, DTU-VET, for omhyggelig udfgrelse af laboratorieundersggelserne.

Vibeke Frakjser Jensen, Afdeling for Diagnostik og Beredskab, DTU-VET takkes for at tegne kortene over
praveindsamling og resultater, figur 2 og 3.
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Sammenfatning og konklusion

Overvagning af fugleinfluenza, avieer influenza (Al), pa EU niveau gar tilbage til 2002, og Danmark fglger EU
kommissionens bestemmelser for udformning af overvagningen, der har skiftet gennem arene i takt med
indhgstede erfaringer.

| 2017 blev der udf@rt EU lovomfattet passiv overvagning af dgde vilde fugle, der blev fundet i naturen. Der
blev testet 154 fugle. Udbrud af hgjpatogen avizer influenza (HPAI) virus subtype H5N8, der startede i 2016
ved fund af HPAI H5NS8 virus i en dgd troldand fundet den 7. november i Stadsgraven ved Christiania,
Kgbenhavn, fortsatte i 2017. HPAI H5NS8 blev i alt pavist i 17 dgde vilde fugle i 2017 (1 ederfugl, 3 havgrne, 7
musvager, 1 pibeand, 3 svartbage, 1 sglvmage, 1 vandrefalk) fordelt over det meste af landet. HPAI H5N8 er
dermed i alt pavist i 82 vilde fugle, der blev fundet dgde i naturen i perioden fra 7. november 2016 til 4. april
2017.

HPAI H5NS8 blev ogsa pavist i en hobby besatning beliggende ved Helsinggr i november 2016, og i gaes fra et
museum ved Maribo i februar 2017.

Molekylzerfylogenetisk analyse af HA genet i HPAI HSN8 virus fundet i Danmark i 2016 og 2017 viste, at disse
virus er nzert besleegtede med hinanden og med samtidige HPAI H5 clade 2.3.4.4b virus fra andre europzeiske
lande. Virus adskiller sig imidlertid genetisk fra HPAI H5SNS clade 2.3.4.4a virus fra vinteren 2014/2015, hvor
der var enkelte fund af HPAI i fjerkree og/eller dgde vilde fugle i England, Tyskland, Holland, Italien, Ungarn
og Sverige.

Der blev ogsa udfgrt en aktiv overvagning af Al virus i vilde fugle i Danmark i 2016. Denne blev udfgrt i
samarbejde mellem Veterinzerinstituttet, Danmarks Tekniske Universitet (DTU-VET), Fgdevarestyrelsen
(FVST) og Statens Naturhistoriske Museum, Kgbenhavns Universitet (SNM) i henhold til “Projektplan vedr.
overvagning af avieer influenza i vilde fugle i Danmark i 2017” (bilag 5). Omfanget af overvagningen var som
i 2016, dvs. reduceret til 900 fugle i forhold til de foregdende ar og kun med fokus pa H5/H7 virus.

Der blev i alt testet 896 fugle som 248 pools af kloaksvabere fra op til 5 fugle af samme art, fundet pa samme
sted og pa samme tid. | lighed med proceduren i 2013-2016, blev prgverne udtaget fra enkeltdyr og sendt til
laboratoriet (DTU-VET), hvor de blev poolet inden test. Prgverne blev indsamlet i Jylland, pa Fyn, Lolland,
Sjeelland og i Hovedstadsregionen. FVST varetog udtagelse af prgver fra 445 fugle fra nedlagte aender og gaes,
der var indleveret pa vildthandteringsvirksomhederne Kivan Food, Alpevej Vildtbehandling og Klosterheden
Vildt. Statens Naturhistoriske Museum (SNM) koordinerede indsamling af prgver fra 451 vildtlevende fugle.
| alt 73 pools (29 %) blev fundet positive for Al virus ved PCR. Af disse var 15 (21 %) lavpatogen Al (LPAI) H5,
der blev ikke pavist LPAIH7 i prgverne. Andelen og antallet af positive pools i 2017 var pa niveau med tidligere
ar. Materiale fra positive pools blev podet i 2eg med henblik pa at isolere Al virus, succesraten var 19 %,
hvilket er pa niveau med tidligere ar.

| lighed med 2014-2016, var overvagningen i 2017 udvidet med molekyleer karakterisering af de virus, der
blev pavist bade i vilde fugle og i fjerkree, og dette bidrog til en dybere og mere pracis karakterisering af
virus, sa vi ret praecist ved hvilke virus varianter, vi har pavist. Dermed er opnaet en god indikation af hvilke
Al virus, der cirkulerer i Danmark, og en viden om at disse virus pt. ikke udgegr en gget trussel mod den
humane sundhed. Overvagningen viser dog, at der til stadighed cirkulerer LPAI H5 og H7 virus i den vilde
fauna, som potentielt kan true dyresundheden, sa der er fortsat et behov for at overvage forekomsten af Al
virus i fjerkraeflokke.

Fylogenetisk analyse af LPAI H5 gener fra virus pavist i 2017 viste, at disse var naert besleegtede med H5 gener
fra virus i prgver fra vilde fugle, der blevindsamlet i Danmark de foregdende ar, samt med virus fra vilde fugle
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og fjerkrae i Europa. Analysen afslgrede som forventet ogsa en betydelig genetisk drift i forhold til de tidligere
ar.

Sekventering af LPAI H5 generne gav ogsa mulighed for at undersgge, hvor godt de anvendte RT-PCR assays,
som er de samme der anvendes til diagnostisk undersggelse af Al mistanker, matcher nutidige Al virus.
Resultatet af analysen af de tre H5 specifikke RT-PCR assays viste, at de overordnet set er anvendelige overfor
de virus, der cirkulerer i Danmark i dag, pa trods af den drift i sekvenserne, som afslgres af fuldlaengde HA
sekventeringen. Men analysen viste ogsa, at det er ngdvendigt med en strategi, der involverer samtidig
anvendelse af flere af disse subtypningsassays for en sensitiv pavisning af LPAI H5 virus.

Fitness-analysen understregede vigtigheden af, at der foretages en lgbende monitorering af drift i
sekvenserne, sa de anvendte assays kan opdateres ved behov. Da EU referencelaboratoriet sjaldent har
adgang til LPAI sekvenser fra vilde fugle i real-time, og da der endvidere kun sker et meget begraenset fund/
offentligggrelse af fund af LPAI H5/H7 virus i vilde fugle, kan EU referencelaboratoriet ikke udfgre en
fyldestggrende analyse af driften i H5/H7 virus. Det er derfor ngdvendigt, at vi selv holder gje med
situationen under danske forhold, via en fortsat overvagning af driften i H5/H7 virus. P4 den made kan vi
bedst sikre, at vi har det rette veerktgj til at pavise H5/H7 virus med hgj sensitivitet, nar der opstar mistanke
om Al virus i danske fjerkraebesaetninger, og saledes hurtigt fa kontrol over de anmeldepligtige Al virus til
gavn for bade dyresundheden og samfundsgkonomien.

2016-2017 har pa europzisk plan iszer vaeret praeget af udbrud med HPAI H5NS i vilde fugle og fierkrae i en
lang raekke lande, og udveksling af virus mellem disse segmenter. Dette gaelder ogsa i Danmark. Der var ikke
udbrud af LPAI virus i fjerkrae i Danmark i 2017. 1 2016 var der udbrud af LPAI virus i to graandeflokke pa hhv.
Fyn (juli 2016) og i Nordjylland (august 2016), hvor der blev pavist hhv. H7N7 og H5N2 i forbindelse med
virologisk screening af rutine overvagningsprgver i fjervildtopdreet.

Overvagning af avieer influenza i vilde fugle i Danmark 2017 4



Indholdsfortegnelse

Sammenfatning 08 KONKIUSION .......cooi i ettt e e e et e e e seate e e e ssateeeeeabeeeesenteeaeaans 3
TaTe ] aTe] fo K oY g = d s =Y Y YRR 5
T dgeTo [V] S A oYy VRO PRROPPTOPRRPPO 6
2 =4 U1 o PSP 6
o) 4 - PRSP 9

Y YT o P (Yo T= s g Tl o o 1T SRR 10
Prgveindsamling, passiv overvagning - dgde vilde fUgle.........ccueieiiiiii i 10
Prgveindsamling, aktiv overvagning - raske vilde fUgle ..........ccuiieeiiiii i 10
PCR-screening, -subtypning og patogenicitetshbestemmelSe ........cevveevccciiiieei i 10
Dyrkning og subtypning af isolater samt patogenicitetshestemmelse ........cccceeevciiiiicci e, 10
RESUILATEr OF AISKUSSION . .viiiiiiiiieeciiee ettt s e e st e e et e e e et e e e e aba e e e s abaee e e asaeeeessaeeeanstaeeeaaseeesennseeenanss 11
Passiv overvagning - d@de Vilde fUBIE.......ccuv it sre e s s e enns 11
Aktiv overvagning — 1evende VIlde fUBIE ...........eie it e e e arae e 13

e 7 Y= PP PPTPUPT 13

PCR FESUIATET ..ttt ettt st e e sae e e s et e e st e e s be e e sabeesabeesabeeeneeesareesn senneenne 15

RV U T Yo - =T USSP 16
Pregver indeholdende flEre VirUS ......c...ooeiiiiiiieeeeeeee ettt st 17
Sammenligning med resultater fra tidliIZEre Ar .......ooooiii e e 17
Molekylaer Karakterisering af Al VIrUS.........coiiiiiiee ettt e et e e e tee e e e ae e e e nbae e e ennreeeenaneeas 18
H5 evaluering af diagnostiske @SSays .........uuiiiiiii i e e e e e arraes 18

L R I S A o LAY Y| = APPSR 19

o N o Y e VY Y =1 PSR 21

HT7 QIVEISITEOT ..ttt ettt st s ae e sat e st st e bt et e et e et e e nbeenbe e senteeneenne 22

HO VITUS .ttt et e st e st et e e st e e e s e et e e s e e e e e e e s anrae e e snreee s 22

LY RV VI =T o (- TR URPU 23

2] LT =T g1l ST OSSPSR PRPOPSRP 25
Bilag 1. Oversigt over den pasSiVe OVEIVAZNING ......ccveecvveeiieeiiieeeiieeeieeesiteesteeesteeessaeesseesssseessseesssesssessnsseans 27
Bilag 2. Oversigt over den aktive OVEIVAENING ......ccccviieciieecieecciee et es e s teeerte e e stae e s beessbaeestaeessaeestaesseeenns 30
Bilag 3. VirUSiSOIatOVEISIGLEN .....veiiiiiie et e et e e et te e e e st e e e e e ate e e e s abteeeentaeesenseeeeennsens 31
Bilag 4. Match mellem virus sekvenser og primere og prober i diagnostiske H5 RT-PCR assays..........cc.uu.... 32
Bilag 5. Projektplan for overvagningen af Al i vilde fugle i Danmark 2017. ........cccooiieeeiiiieeeiiee e 35

Overvagning af avieer influenza i vilde fugle i Danmark 2017 5



Introduktion

Baggrund

Avizer influenza (Al) er en smitsom virusinfektion, som kan angribe alle fuglearter, og som er forarsaget af
influenza A virus. Influenza A virus tilhgrer Orthomyxoviridae virusfamilien og har et negativ-sense,
enkeltstrenget, segmenteret RNA genom. Influenza A virus kan inficere mange dyrearter inkl. mennesker,
grise, heste og fugle. Vilde fugle af ordenerne Anseriformes (a&nder, gaes og svaner) og Charadriiformes
(mager, terner og vadefugle) menes at udggre det naturlige reservoir for influenza A virus (Verhagen et al.
2011).

Influenza A virus udviser en stor diversitet. Mest udtalt er den genetiske og antigene variation af
overfladeproteinerne hamagglutinin (HA) og neuraminidase (NA). Virus klassificeres ud fra den antigene
variation af disse HA og NA proteiner. | fugle kendes 16 hovedvarianter af HA og 9 varianter af NA. De findes
i mange kombinationer, og disse sakaldte virussubtyper (f.eks. HIN1, H5N1 og H7N3) anvendes i influenza A
virus klassifikationen og nomenklaturen. Al virus kan yderligere klassificeres pa baggrund af deres patogene
faenotype i kyllinger. Hgjpatogen aviaer influenza (HPAI) er en akut systemisk sygdomstilstand i fjerkrae, hvor
mortaliteten kan vaere op til 100 %. HPAI er med meget fa undtagelser begraenset til virus af subtyperne H5
og H7, men det er ikke alle H5 og H7 virus, der er hgjpatogene. Alle andre avizre influenzavirus er
lavpatogene (LPAI), og forvolder mildere eller ingen sygdom (Verhagen et al. 2011). Udvikling af sygdom efter
infektion med Al virus er vaertsafhaengig, sdledes at et givent virus i nogle arter giver kliniske symptomer,
mens det i andre arter giver mildere symptomer eller slet ingen. LPAI virus forekommer enzootisk hos vilde
fugle, mens kun fa HPAI virus er enzootisk forekommende og kun udenfor Europa (f.eks. H5N1) (Alexander,
2000a).

Udbrud af HPAI i fjerkrae kendes tilbage til 1959, hvor det fgrste udbrud med HPAI H5SN1 blev pavist i hgns i
Skotland. Frem til omkring 2003 var der ca. 20 udbrud i tamfjerkree med HPAI H5 eller H7 virus pa
verdensplan. Frekvensen af udbrud har siden veeret stigende. De fleste udbrud har vaeret i hgns og har typisk
involveret fra tusindvis til millioner af dyr (Alexander, 2007). | 2003 zndrede situationen sig imidlertid
dramatisk, idet HPAI H5N1 af asiatisk oprindelse blev enzootisk forekommende i dele af Asien og bredte sig
til Europa og Afrika, hvor virus har vaeret arsag til udbrud i vilde fugle og/eller fjerkrae i over 60 lande, heraf
24 europeiske (Cattoli et al. 2009). Udover at veere et problem i fjerkraeproduktionen, anses HPAI H5N1 virus
for at veere en betydelig human trussel med mere end 400 fatale tilfeelde og en frygt for, at dette virus vil
kunne udvikle sig til et virus med pandemisk potentiale (Capua og Alexander, 2007).

Ved udbrud af HPAI i fjerkrae, iseer i tamaender der opdraettes pa friland, vil der vaere risiko for overfgrsel til
vildfugle populationen (Alexander 2007) og virus kan potentielt spredes over store afstande af vilde fugle,
isaer hvis de ikke eller kun i ringe grad er klinisk syge (Keawcharoen et al. 2008).

LPAI virus kan mutere til HPAI virus. Aminosyre sekvensen omkring HA klgvningsstedet er afggrende for
patogeniteten, men konstellationen af de gvrige gener og individuelle genmutationer spiller ligeledes en rolle
(Hatta et al. 2001; Stech et al. 2009). De faktorer der medfg@rer transition fra LPAI til HPAI kendes ikke. | nogle
tilfeelde ser det ud til at virus har muteret fra LPAI til HPAI umiddelbart efter introduktion af LPAI til fjerkrze,
mens LPAI virus i andre tilfselde har cirkuleret i manedsvis fgr den/de ngdvendige mutationer er sket (Banks
et al. 2001). Det er saledes rimeligt at antage, at risikoen for, at eendringen fra LPAI til HPAI vil ske, afhaenger
af hvor laenge og hvor mange LPAl virus der cirkulerer i en flok (Alexander, 2007). Dermed er det en ugnsket
situation at have LPAI H5/H7 virus cirkulerende i fjerkraeflokke, og saledes er det vigtigt at undga introduktion
af LPAI H5/H7 virus. Hvis introduktion sker, er en hurtig diagnose og effektiv bekeempelse, f.eks. ved
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de-population (aflivning), af yderste vigtighed. Vilde fugle er i nogle tilfaelde identificeret som en mulig kilde
til introduktion af virus til fjerkreeflokke (Alexander, 2007). Dette kan ske enten ved direkte kontakt eller
indirekte kontakt, hvor andre dyrearter, mennesker eller utensilier mekanisk har baret virus ind i flokken.
Denne sekundaere transmission af virus er i nogle stgrre udbrud af Al, keedet sammen med bevagelse af
personale og materiel mellem besatninger. Virus er stabilt i miljget og kan overleve i laengere tid i f.eks.
overfladevand, som dermed udggr en kilde til virus og bidrager til cirkulation af virus i bestanden af vilde
fugle, iseer svpmmefugle (Alexander, 2007).

LPAl virus kan inddeles i to fylogenetiske hovedlinjer: den eurasiske og den amerikanske linje. Denne opdeling
af influenzavirus kan forklares ud fra den geografiske og gkologiske adskillelse af fugle der benytter traekruter
enten over Europa/Asien/Afrika/Australien eller Amerika (Munster and Fouchier, 2009; Verhagen et al.
2011). Ud over den geografiske opdeling af Al virus ses ogsa en opdeling baseret pa vaertspopulationer. Et
eksempel herpa er H13 og H16 subtyper der primaert isoleres fra mager og terner (Charadriiformes) (Fouchier
et al. 2005). Disse Al virus har udviklet sig til separate genetiske linjer, der er forskellige fra Al virus af
subtyperne H1 — H12 der primaert findes i eender (Anseriformes) (Munster et al. 2007).

| starten af 2014 blev der rapporteret udbrud af et nyt euroasiatisk H5N8 virus i treekfugle og fjerkrae i Kina,
Japan og Korea. Dette virus var hgjpatogent i fierkrae og er et reassortment med H5 fra clade 2.3.4.4 HPAI.
Der har ikke vaeret rapporter om at dette virus har forarsaget sygdom i mennesker eller andre pattedyr. |
vinteren 2014/2015 blev dette virus rapporteret fra bade vilde fugle og fjerkrae i EU (Tyskland, Holland, UK,
Sverige, Italien, Ungarn). Genetiske undersggelser af virus fra bade vilde fugle og fjerkrae peger pa en rolle
for vilde fugle i spredningen af virus. H5N8 virusset blev ogsa fundet i USA, og reassorterede efterfglgende
med amerikansk linje NA gener. Reassorterede HPAI H5 clade 2.3.4.4 virus med andre N typer end N8 (H5N5,
H5N6) er ligeledes fundet i Asien.

| 2016 blev der igen rapporteret om HPAI H5N8 virus i Europa. Det fgrste fund var 27. oktober 2016 i en vild
fugl i Ungarn. En uge senere blev der rapporteret om det fgrste udbrud i fijerkrae i Ungarn. Virusset spredte
sig herefter hurtigt til de fleste europeaiske lande, herunder Danmark 7. november 2016. | fgrste omgang
blev udbrud iszer set i forbindelse med massedgdsfald blandt troldeender. Senere var der ogsa mange fund i
mager og rovfugle. Udbruddet fortsatte ind i 2017, og omfattede pr. 3. maj 2018 tusindevis af udbrud i
fierkrae, vilde fugle og fugle i fangenskab i 59 lande, men ingen humane cases (http://www.fao.org/
ag/againfo/programmes/en/empres/H5N8/situation _update.html).

Genetiske analyser af HA genet indikerer at udbruddene er forarsaget af naert beslaegtede virus, som danner
et distinkt fylogenetisk cluster, og at de er forskellige fra H5N8 virus fra 2014/2015-udbruddene i EU. De
europaeiske HPAI H5NS8 virus fra 2014/2015 kaldes nu for H5 clade 2.3.4.4a virus, mens europaiske HPAI
H5N8 virus fra 2016/2017 kaldes for H5 clade 2.3.4.4.b . Det er sandsynligt, at virus er introduceret med vilde
fugle fra Rusland via hhv. en nord- og en centraleuropaisk rute. Virus er taet beslaegtet med virus, der blev

pavist tidligere pa aret i Tyva, Rusland. FAO (The Food and Agriculture Organization) advarede i september
2016 om, at der var stor risiko for spredning af HPAI H5N8 vest og syd for Tyva med traekfugle, pa baggrund
af dette fund og ved sammenligning med dynamikken af tidligere introduktioner af HPAI virus til Europa (Sims
et al. 2016).

Udover H5NS, er der i mindre omfang pavist HPAI reassortments H5N5 og H5N6 i Europa. Disse virus er
sandsynligvis opstaet ved reassortment mellem H5N8 HPAI og lokale lavpatogene virus. De er saledes ikke
nzert besleegtede med humanpatogene H5NG6 virus fra Sydg@stasien, der siden 2014 har kraevet 6 dgdsfald i
Kina, blandt 19 laboratoriebekraeftede tilfaelde (WHO).
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HIN2 virus er enzootisk forekommende i forskellige typer af terrestrisk fjerkrae flere steder pa det
euroasiatiske kontinent, nogle gange med gget sygelighed. Dette virus blev fgrste gang pavist i Guangdong
provinseniKina i 1994. Smitte til mennesker med d@delig udgang er forekommet og virus har doneret interne
gener til zoonotiske influenzavirus Asian H7N9 og H10ONS8.

Virus med subtypen H7N9 kendes fra tidligere, men i marts 2013 blev en szerlig H7N9 variant, i det
efterfglgende benaevnt ”“Asian H7N9”, fundet i Kina. Dette specifikke virus menes at vaere opstaet ved
multiple reassortment events af virus fra asiatiske fugle; H7N9 virusset har formodentlig faet sit HA gen fra
domesticerede @ander, NA genet fra vilde fugle og de resterende gener fra HON2 virus fra domesticeret
fijerkree. Virusset er udbredt i fjerkrae i Kina. Virusset kendtes i begyndelsen kun i en lavpatogen form (LPAI) i
fijerkree, som dog kunne forarsage alvorlig sygdom i mennesker. Der har varet 1624
laboratoriediagnosticerede humane tilfeelde af infektion, primaert i Kina, heraf mindst 621 med dgdelig
udgang (pr. 24. januar 2018). Siden februar 2017 er der ogsa pavist HPAI H7N9 virus i fjerkrae. Dette virus kan
ogsa smitte mennesker og forarsagede en stigning i antallet af humane tilfaelde under den 5. bglge af H7N9
epidemien (oktober 2016 - september 2017) og en geografisk spredning af tilfaeldene. Sidelpbende med de
humane cases er nye tilfeelde i fjerkree og omgivelserne (http://www.fao.org/ag/againfo/

programmes/en/empres/H7N9/situation update.html).

| perioden 2003 — 2017 (inkl.) har der vaeret 860 laboratoriediagnosticerede humane tilfelde af smitte med
asian lineage HPAI H5N1 virus fra 16 lande indrapporteret til WHO, heraf 454 med dgdelig udgang
(http://www.who.int/influenza/human _animal interface/2018 03 02 tableH5N1.pdf?ua=1&ua=1).

De fleste tilfeelde er fra Asien, iseer Indonesien og Vietnam, og Egypten. | 2017 er kun indrapporteret 4

tilfeelde, heraf 2 med dgdelig udgang. De humane cases relateres til kontakt med smittede levende eller dgde
fugle eller inficeret miljg.

2016 og 2017 har pa europaeisk plan iseer vaeret preeget af udbrud med HPAI H5N8 i vilde fugle og fjerkreae i
en lang raekke lande, og udveksling af virus mellem disse segmenter. Dette galder ogsa Danmark.
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Formal

Formalet med Al overvagningen i vilde fugle i Danmark er at sikre en tidlig pavisning af HPAI (passiv
overvagning) og at belyse vilde fugles rolle i spredningen af Al virus (aktiv overvagning). Overvagningen
udfgres som en virologisk screening, der primaert er rettet mod Al virus med subtyperne H5 og H7. Fund af
andre Al virus i vilde fugle subtypes sa vidt muligt. Via den molekylaere karakterisering af de virus, der pavises
i vilde fugle i den danske fauna, og fjerkrae der opdrattes pa dansk grund, opnas en mere pracis
karakterisering af virus end blot pa subtype niveau, fx til hurtig karakterisering af H7 virus med henblik pa
identifikation af Asian H7N9 like virus og andre varianter af Al virus med zoonotisk potentiale. De molekylzere
analyser frembringer ligeledes veerdifulde data til en Igbende evaluering af egnetheden af de
molekylaerdiagnostiske assays, der anvendes til at undersgge mistanker om Al i fjerkrae. Dette er en stadig
ngdvendighed, da Al virus konstant muterer.

Al overvagningen i vilde fugle i Danmark i 2017 bestod af:

1) Passiv overvagning.

Overvagning for HPAI i dgde og syge vilde fugle i medfgr af Kommissionens afggrelse af 25. juni 2010
(2010/367/EU), bilag Il. Malgruppen af fugle er angivet i artslisten (https://eur-lex.europa.eu/legal-
content/en/ALL/?uri=CELEX:32010D0367).

FVST indberettede laboratorieresultaterne fra den passive overvagning til EU kommissionen.

2) Aktiv overvagning.
En national aktiv overvagning for LPAI virus i levende vilde fugle, herunder nedlagte fugle.

3) Molekyleaer karakterisering.

Udvalgte virus og gener fra 1) + 2), samt virus i fjerkreebesaetninger pavist i forbindelse med Al mistanker og
virologisk overvagning af opdreettet fjervildt, blev karakteriseret molekylaert med fokus pa karakterisering
af H5 og H7 virus.
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Materialer og metoder

Prgveindsamling, passiv overvagning - dgde vilde fugle

Kadavere af fugle fundet dgde i naturen blev indsendt til DTU-VET, hvor der blev udtaget kloaksvabere
og/eller trachealsvabere i Al kloak(flerstyrke)medie hhv. enkeltstyrkemedie til analyse for Al virus. Svaberne
blev testet enkeltvist eller som pools af kloak- og sveelgsvaber fra den samme fugl udtaget i kloakmedie.
Laboratoriesvar blev sendt til indsender med kopi til FVST, Dyresundhed. Fuglene og de tilhgrende
laboratorieresultater blev ligeledes Ipbende registreret i FVST’'s offentligt tilgeengelige fugleinfluenza
database (http://fvst.gis34.dk/).

Prgveindsamling, aktiv overvagning - raske vilde fugle
Til den aktive overvagning af raske vilde fugle blev der indsamlet kloaksvaberprgver fra vilde fugle, som i det
efterfglgende er opdelt i to kategorier baseret pa indsamlingsmetoden:

1) Nedlagt fijervildt. FVST varetog udtagelse af prgver fra nedlagte sender og gaes, der var indleveret pa

vildthandteringsvirksomhederne Kivan Food, Alpevej Vildtbehandling og Klosterheden Vildt, i alt 445 fugle.
Prgverne blev udtaget i perioden 11. september - 20. november 2017, og indsendt pa kgl til DTU-VET med
FVST’s kurerservice.

2) Levende fugle. SNM koordinerede udtagelse af prgver fra vildtlevende fugle, der enten blev fanget og
frigivet i forbindelse med ringmaerkning eller nedlagt ved jagt samme dag, som prgverne blev taget. Prgverne
blev udtaget som kloaksvabere i kloak(flerstyrke)medie og indleveret eller indsendt med PostNord til
DTU-VET pa kel. Der blev indsendt prgver fra 451 fugle, indsamlet 7. februar og i perioden 1. september - 14.
december 2017.

Prgver fra op til 5 fugle af samme art og udtaget pa samme tid og sted, blev poolet pa laboratoriet f@r test.
Alle pools blev undersggt pa DTU-VET med laboratoriemetoder udfgrt i henhold til den diagnostiske manual
for avieer influenza, EU direktiv 2005/94/EF, med mindre andet er angivet.

PCR-screening, -subtypning og patogenicitetsbestemmelse

Alle pools blev indledningsvist screenet for tilstedeveerelsen af Influenza A virus med real-time RT-PCR
malrettet matrix-genet. Influenza A virus positive pools blev subtypet med specifik RT-PCR (real-time og/eller
konventionel RT-PCR) mod H5 og H7 subtyperne. H5 og H7 positive pools blev ligeledes konfirmeret ved
sekventering henover HA-klgvningsstedet, og sekvensen blev anvendt til bestemmelse af patogeniciteten
som hhv. lavpatogen Al virus (LPAI) og hgjpatogen Al virus (HPAI)

Dyrkning og subtypning af isolater samt patogenicitetsbestemmelse

Alle pools, der var PCR positive for Al virus, blev podet i embryonerede hgnseseeg med det formal at isolere
virus. Al virusisolater blev pavist med pan-Al RT-PCR, og H og N subtypet ved anvendelse af
haeemagglutinations inhibitionstest (HI-test) og neuraminidase inhibitionstest (N-test), og/eller ved
sekventering af HA og NA generne med in-house protokoller med primere modificeret fra Hofmann et al.
(2001). | de fleste tilfselde hvor virusisolaterne ikke var Al virus, blev isolaterne testet med RT-PCR for PMV1
og evt. ved HI-test overfor avieer paramyxovirustype PMV1-9 antisera.
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Resultater og diskussion

Passiv overvagning - dgde vilde fugle

Som led i den passive overvagning for Al virus i 2017, blev der testet 154 fugle, som var fundet dgde i naturen
(figur 1, bilag 1). Elleve af disse var indsendt til faldvildtundersggelser under Center for Vildtsundhed, mens
de @vrige var rekvireret undersggt af FVST pga mistanke om HPAI.

12016, med start den 7. november, blev der pavist HSN8 HPAI virus i 65 dgde vilde fugle i Danmark (1 duehgg,
1 ederfugl, 3 havegrne, 1 haettemage, 8 knopsvaner, 5 musvager, 1 ravn, 1 sangsvane, 3 stormmager, 9
svartbage, 4 sglvmager, 28 troldeender). Dette udbrud i vilde fugle fortsatte i 2017, hvor HSN8 HPAI virus
blev pavist i 17 vilde fugle (1 ederfugl, 3 havegrne, 7 musvager, 1 pibeand, 3 svartbage, 1 sglvmage, 1
vandrefalk). Seneste fund af H5N8 HPAI virus var i en havgrn fundet pa £belg ved Nordfyn den 4. april 2017.
Desuden blev H5 LPAI virus pavist i en knopsvane og influenza A virus, som ikke var H5 eller H7, blev pavist i
4 grazender fundet sammen. | 2017 var der en overvaegt af fund af HPAI virus i rovfugle og mager, hvilket er
i modsaetning til 2016, hvor der isaer tidligt i udbruddet var en overveaegt af positive fund i svugmmeaender og
svaner.

Den geografiske fordeling af fugle indsendt til undersggelse i 2017 fremgar af figur 1. De testede fugle er
fundet fordelt over hele landet. De positive fund er koncentreret i den sydlige og vestlige del af Danmark.
Dette er i modsaetning til 2016, hvor de positive fugle blev fundet udbredt gst for en akse fra Frederikshavn
i nord til Senderborg i syd.
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Figur 1. Passiv overvagning af Al, Danmark 2017. Detaljerede oplysninger fremgar af http://fvst.gis34.dk/ og bilag 1.

Tendensen fra 2016 med at de positive fund af HSN8 HPAI virus bevaegede sig over tid fra gst mod vest og
dernaest op langs den jyske @stkyst er dermed fortsat i 2017. Ligeledes er tendensen til
artssammensatningen af positive fugle fortsat, sa det primaert er rovfugle og mager der er fundet positive
hen mod slutningen af perioden. Forklaringen herpa er uafklaret, men kunne maske vaere at rovfugle og
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mager smittes ved sekundaer smitte via indtagelse af inficerede fgdeemner, og dermed indikere at nye
introduktioner af HPAI virus ind i Danmark ikke er forekommet i 2017.

| den periode hvor der er pavist HPAI H5N8 i vilde fugle i Danmark, er der ogsa pavist HPAI H5N8 i en lang
raeekke europaeiske lande og flere steder i Asien, Afrika og Mellemgsten. Baseret pa sekvensanalyse af HA og
NA generne er H5NS virus pavist i Danmark nart beslaegtet med virus fra det gvrige Europa (afsnit om H5
HPAI diversitet).

Tabel 1. Oversigt over den passive overvagning af Al i Danmark 2009-2017.

Dgde vilde fugle 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017
Antal fugle testet 83 56 33 18 10 10 37 204 154
Al virus PCR positive 1 3 1 2 0 0 1 66 22
H5/H7 LPAI positive 1 0 0 0 0 0 0 0 1
H5/H7 HPAI positive* 0 0 0 0 0 0 0 65 17

*alle HPAI virus var HSN8 HPAL.
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Aktiv overvagning - levende vilde fugle

Prgver

Indsamlingen var malrettet de arter, som bedst muligt tilgodeser gnsket om at indsamle prgver fra fugle, der
udggr en forhgjet risiko med hensyn til fugleinfluenza (jf. EU kommissionsafggrelsen nr. 367 af 25. juni 2010),
hvilket primzert er vandfuglearter. Der blev indsamlet prgver fra vilde fugle indleveret pa
vildthandteringsvirksomheder ("Nedlagt fjervildt”) og fra raske vilde fugle i naturen (”"Levende fugle”).

| kategorien "nedlagt fjervildt” blev der indsamlet kloaksvaberprgver fra 445 fugle med nedskudssteder
geografisk fordelt som vist i figur 2. Fuglene var skudt ved jagt og indleveret pa vildthandteringsvirksomheder,
hvor prgverne blev udtaget.

| kategorien ”“levende fugle” indgik kloaksvaberprgver fra 451 fugle. Ringmzrkere fra
Ringmaerkningscentralen, Statens Naturhistoriske Museum, indsamlede kloaksvabere fra vildtlevende fugle
pa flere lokaliteter (figur 2). De ”levende fugle” blev enten fanget og frigivet i forbindelse med ringmaerkning,
eller nedlagt ved jagt samme dag som prgverne blev taget.

B Levende vilde fugle
B Nedlagt fjervildt

Figur 2. Indsamlingssteder pa postnr.-niveau for fugle i den aktive overvagning for aviaer influenza 2017. Bade
nedskudssteder for fugle i kategorien ”nedlagt fjervildt”, hvorfra der blev udtaget prgver pa
vildthandteringsvirksomheder, og indsamlingslokaliteter for kategorien ”levende fugle”, der dakker over prgver
indsamlet af Statens Naturhistoriske Museum (SNM), er vist pa kortet. Hvert punkt reprasenterer én pool, punkterne
er distribueret i koncentriske cirkler med oprindelse i centrum af disse cirkler.
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Der blev i alt underspgt 248 pools af kloaksvabere fra 896 fugle fordelt pa 20 arter og de fleste landsdele
(tabel 2). Geografisk fordelte fuglene sig med 64 % fra Jylland og 8 % fra Hovedstadsomrdadet. Dermed blev
malet om at fa inddraget en stor andel af vilde fugle fra Jylland, og kun en mindre del fra Hovedstadsomradet,
naet.

Tabel 2. Antal fugle fordelt pa arter og landsdele, 2017.

Art Jylland Fyn Sjeelland Hovedstadsomradet  Sum (antal fugle)
Alm. ryle 2 2
Blishgne 4 1 5
Bramgas 49 15 64
Dobbeltbekkasin 1 1
Grgnbenet rgrhgne 1 1
Graand, levende fugle 45 18 24 87
Graand, nedlagt fjervildt 262 83 67 412
Gragas, levende fugle 12 15 1 28
Gragas, nedlagt fjervildt 27 27
Haettemage 9 2 23 34
Knopsvane 3 4 7
Krikand, levende fugle 52 1 53
Krikand, nedlagt 6 6
Mage 2 2
Pibeand 83 83
Skovsneppe 8 8
Spidsand 21 21
Spurvehgg 30 30
Stor praestekrave 6 6
Stormmage 3 3
Strandhjejle 1 1
Sglvmage 5 5
Troldand 10 10
Sum (antal fugle) 575 112 136 73 896

Lokalitet: KBH, Hovedstadsomradet postnr. 1xxx, 2xxx; Sjeelland, postnr. 3xxx, 4xxx; Fyn, postnr. 5xxx; Jylland, postnr.
6xxXX, 7XXX, 8xxx, 9xxx. Fangstmetode: Nedlagt, nedlagt fjervildt fra vildthandteringsvirksomheder; Levende, levende
ved prgveudtagelse eller skudt ved jagt umiddelbart forinden.

Indsamlingen af prgver var koncentreret i efterarshalvaret, ud fra den erfaring at chancen for at finde
fugleinfluenzavirus er stgrst i denne periode. | 2017 blev der indsamlet prgver fra 31 fugle i 1. kvartal. De var
alle fra Hovedstadsomradet og negative for influenzavirus. Prgver fra de resterende fugle blev indsamlet i
perioden 1. september — 14. december og fordelte sig med 238 fugle i 3. kvartal og 627 i 4. kvartal. Der blev
testet i alt 896 fugle fordelt i 248 prgver, heraf var 201 pools af mere end én prgve og 47 var enkeltprgve-
pools (tabel 3).

Tabel 3. Oversigt over antal fugle i de testede prgver, 2017.

Antal fugle pr. pool Antal pools testet Antal fugle
Levende fugle Nedlagt fjervildt
1 47 0 47
2 24 1 50
3 20 11 93
4 9 10 76
5 52 74 630
| alt 152 96 896
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PCR resultater

De poolede prgver blev indledningsvist testet med PCR for influenza A virus. | alt var 73 pools positive,
svarende til 29 % (tabel 4). De positive pools blev testet med specifikke subtypnings PCR metoder, for om de
var H5 eller H7 subtyper. Heraf blev 15 pools subtypet og patogenicitetsbestemt ved sekventering til LPAI
H5; der var ingen HPAI H5 positive pools, og der blev ikke pavist H7 virus. Antallet af de positive pools fordelte
sig ligeligt pa kategorierne "nedlagt fjervildt” og "levende fugle”, men frekvensen af positive prgver var
dobbelt sa hgj for nedlagt fiervildt som for levende fugle (tabel 4). Godt halvdelen af de undersggte pools
bestod af prgver fra grazender, og de bidrog med 74 % af de positive pools.

Tabel 4. PCR resultater for de testede pools fra den aktive overvagning af Al 2017.

lalt Levende fugle Nedlagt fjervildt Grazender
(pools) (pools) (pools)
Antal pools 248 152 96 123 (56 %)**
Al PCR positiv 73 (29 %) 25 48 54 (74 %)**
HS5 LPAI 15 (21 %)* 10 5 7 (50 %)**
H7 LPAI 0 0 0 0

*H5/H7 resultater er angivet i % af antal positive pools; **for grasender er angivet % af hhv. antal pools, samt Al PCR og H5 LPAI
positive pools.

Influenza A Negativ

Intluenza A Positiv, H3/HT negativ
Influenza A Positiv, HS LPAL
Influenza A Positiv, H7 LPAI

EEEO

Figur 3. Geografisk fordeling pa postnr.-niveau af prgver indsamlet i den aktive overvagning af Al i Danmark 2017.
Hvert punkt repraesenterer en pool, som er distribueret i koncentriske cirkler med oprindelse i centrum af disse
cirkler.
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Prgverne blev indsamlet i Jylland, pa Fyn, Lolland, Sjaelland og herunder i Hovedstadsregionen. Der blev
fundet influenzavirus i pools fra naesten alle landsdele (figur 3). Flest positive pools (n=55) var fra Jylland,
hvor frekvensen af positive ogsa var stgrst (38 %).

Der blev udtaget prgver i 1. kvartal og 3.-4. kvartal af 2017. Som naevnt var ingen af prgverne fra 1. kvartal
positive for influenzavirus (bilag 2). Derimod var 44 % af pools fra 3. kvartal positive for influenzavirus (n=28),
mens 26 % af pools fra 4. kvartal var positive (n=45). Der sas samme fordeling af positive pools i 2016, bortset
fra at der i 3. kvartal kun var 13 % af poolsne der var positive.

De 73 pools, der var positive for influenzavirus, var alle fra fugle tilhgrende ordenen andefugle
(anseriformes). De positive pools var bade fra svpsmmeaender (graand, krikand, pibeand, spidsand) og fra
underfamilien af svaner og gaes (knopsvane, bramgas, gragas). Graaender stod for langt stgrstedelen af de
positive pools (n=54), og halvdelen af de H5 virus positive pools var fra s&ender (n=12) (figur 4). Resultatet er
i overensstemmelse med bade europaiske (Munster et al. 2007) og danske overvagningsresultater fra
tidligere ar (Hjulsager et al. 2012a,b) samt den generelt anerkendte opfattelse af andefugles (primaert
svemmefugles) rolle som de primaere baerere af Al virus (Munster et al. 2007).
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Figur 4. Prgvefordelingen udspecificeret pa fugleart. Diagrammet angiver antal prgver (pools) fordelt pa fugleart og
Al PCR-resultatet pa primarmateriale inkl. H5/H7 subtypning. NF=nedlagt fjervildt, LF=levende fugle.

Virusisolater

Haemagglutinerende virus (virusisolater) kunne isoleres efter podning i embryonerede hgnseaeg fra 23 pools
fra vilde fugle i den aktive overvagning, 14 var Al virus og 9 var avian paramyxovirus (PMV) (bilag 3). Isolater
af H5N8 HPAI virus fra vilde fugle er ikke medregnet og molekylaergenetiske analyser af disse er ikke afsluttet

pt.

Aviaer influenza

Ved subtypning af Al virusisolaterne fra den aktive overvagning i vilde fugle blev der fundet virus med
felgende subtyper: H3N8 (n=3), H4N6 (n=6), H6N1 (n=1), HEN2(n=1), HEN8 (n=1), H10N1 (n=1) og H1ON7
(n=1) (Bilag 3). Alle isolaterne var fra svsmmeander, og subtypekombinationerne er fgr fundet i Danmark
(Hjulsager et al. 2012b). Succesraten for isolation af Al virus var pa niveau med de foregaende ar.
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Paramyxovirus

Overvagningen var ikke rettet mod pavisning af paramyxovirus (PMV), og der blev derfor ikke foretaget en
systematisk screening af alle prgver for PMV. Bade Al virus og PMV er imidlertid ha&amagglutinerende virus,
derfor testes virusisolater, der ikke kan subtypes som Al virus, rutinemaessigt for PMV-1, og i de fleste tilfaelde
ogsa for de gvrige PMV typer.

Der blev pavist PMV-1 virus i 6 pools, PMV-6 i 2 pools og PMV-8 virus i 1 pool. PMV-1 og PMV-6 er blandt de
hyppigst paviste typer i de foregaende ar. Otte af ni PMV isolater var fra svgmmeaender og et var fra bramgas
(bilag 3). Det tyder pa at svpmmeanderne ofte er inficerede med paramyxovirus, og @&nder betragtes da
ogsad som naturlig veaert for de fundne PMV typer (Alexander, 2000b). Da andefugle bade betragtes som
naturlig veert for Al og PMV virus, er fundet af PMV i Al overvagningsprgverne forventet.

Prgver indeholdende flere virus

Subtypning af virus afslgrede tilstedevarelsen af mere end et Al virus med forskellige subtyper i nogle pools.
Fx var der en prgve, hvorfra der blev isoleret H6 virus i &g, men pavist H5 LPAI ved PCR og sekventering pa
primaermaterialet (bilag 3). Den aktive overvagning i vilde fugle er siden 2011 udfgrt pa poolede prover,
hvilket kan vaere en del af forklaringen pa at der kan pavises flere virus i samme prgve. Men det er et naturligt
forekommende faenomen, at fugle er inficeret med flere forskellige virus pa samme tid (fx Dugan et al. 2008).
Dette danner basis for dannelsen af virus reassortments, som er en udbredt mekanisme til evolution af Al
virus, hvor nye Al virus dannes ved at gener fra forskellige virus blandes, nar den samme celle er inficeret
med forskellige virus.

Sammenligning med resultater fra tidligere ar

Nggletallene fra den aktive overvagning af Ali2014-17 er angivet i tabel 5. Det var et krav at prgver der indgik
i overvagningen blev modtaget indenfor 5 dage efter udtagelse. Malet pa 900 fugle blev ndet, og andelen og
antallet af positive pools i 2017 var pa niveau med de foregaende ar. Antallet og andelen af H5 positive var
0gsa pa niveau med tidligere, og var basis for at vi igen i ar kunne udfgre en vurdering af egnetheden af de
diagnostiske RT-PCR assays der anvendes til afklaring af Al mistanker (se afsnit om Molekylaer karakterisering
af Al virus) og fylogenetiske analyser til at belyse H5 diversiteten i danske vilde fugle. Andelen af pools,
hvorfra der kunne isoleres virus, var pa niveau med tidligere ar.

Fuglearten/familien synes at vaere den afggrende faktor for sandsynligheden for indsamling af en Al virus
positiv pool. Forskelle i indsamlingsstrategierne og deraf fglgende handtering af prgverne undervejs til
laboratoriet synes af mindre betydning i denne sammenhang. De anvendte indsamlingsmetoder har
suppleret hinanden, saledes at overvagningen har indbefattet flere forskellige arter, samtidig med at der blev
pavist relativt mange Al virus.

Tabel 5. Sammenligning af Al overvagning 2014-17 i vilde fugle, aktiv overvagning. PCR screenings-
resultater pa primaermateriale og succesrate for dyrkning af Al virus i seg.

2014 2015 2016 2017

fugle prever® fugle prover* fugle prever® fugle prover®
Nedlagt fjervildt* 499 101 494 100 377 80 445 96
Levende fugle** 513 185 479 164 544 163 451 152
lalt 1012 286 973 264 921 243 896 248
PCR positive - 50 (17 %) - 72 (27 %) - 50 (21 %) - 73 (29 %)
H5 LPAI - 5 (10 %) - 20 (28 %) - 12 (24 %) - 15 (21 %)
H7 LPAI - 3 (6 %) - 1(1%) - 1(2%) - 0
Al VI positive - 13 (26 %) - 11 (15 %) - 11 (22 %) - 14 (19 %)

#Prgver er pools af 1-5 kloaksvabere udtaget fra samme art, pd samme sted (postnr.) og tid. *Prgver fra nedlagt
fiervildt er indsamlet pa vildthandteringsvirksomheder. **Prgver fra Levende fugle er indsamlet via SNM og er enten
levende vilde fugle genudsat efter prgveudtagelse eller nedlagt ved jagt og samplet samme dag.
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Molekyleer karakterisering af Al virus

H5 evaluering af diagnostiske assays

EU referencelaboratoriet vurderede egnetheden af de diagnostiske RT-PCR assays til detektion af clade
2.2.4.4 HPAI H5N8 virus der cirkulerede i Europa siden oktober 2016, som vaerende god. | analysen indgik
ogsa det fgrste danske virus, A/tufted duck/Denmark/17740-1/2016(H5N8). HPAI H5N8 indgar ikke i vores
egen analyse af assay fitness, som i stedet er malrettet de LPAI H5 virus, der er udbredt i de danske
fuglebestande.

Der blev udfgrt fuldlengde HA sekventering pa 12 pools fra den aktive overvagning i vilde fugle. Der blev ikke
opnaet fuldlaengde sekvens pa alle 12 pools, men for alle var der tilstreekkelig sekvens til at deekke alle eller
de fleste primer/probe regioner. Sekvenserne indgik i en assay fitness analyse (bilag 4), hvor de diagnostiske
H5 RT-PCR assays blev evalueret. Til subtypning og patogenicitetsbestemmelse af H5 virus anvendes de EU
anbefalede specifikke RT-PCR assays (Slomka et al. 2007a; Slomka et al. 2007b; Slomka et al. 2012)
rutinemaessigt til Al diagnostik og overvagning pa DTU-VET. Primer- og probesekvenserne for de tre H5
specifikke RT-PCR assays blev sammenlignet med de 12 LPAI H5 virussekvenser fra 2017, samt tilgeengelige
danske sekvenser fra 2012-2016.

For hvert RT-PCR assay blev H5 resultatet korreleret til pan influenza detektions assay resultatet (”Al-matrix”
Ct-veerdien). Der var blevet pavist LPAI H5 virus i prgver med en Al-matrix Ct-veerdi pa op til 36, hvilket er pa
niveau med detektionsgraensen for Al-matrix assayet.

For det EU anbefalede “konventionel H5 KHA” assay, der anvendes til sekventering af klgvningsstedet for
patogenicitetsbestemmelse, er der i alle sekvenser fra 2017-prgverne ét mismatch i hver af de 2 primere. Det
er de samme mismatch, der er i alle sekvenserne, og de findes ogsa i alle virus fra de tidligere ar, hvoraf
enkelte virus fra 2015 har yderligere 1-2 mismatches til primersekvenserne. Fitness for dette assay overfor
2017-virus er dermed den samme, eller bedre, som overfor de aldre H5 virus i analysen. Man kan overveje
at opdatere dette assay til perfect match overfor 2017-virus, da samme mismatch trend nu er vist siden 2012.

For "H5” assayet, der er det EU anbefalede real-time assay til screening for H5 virus, er der 2-4 mismatches
til den ene primer, og for et virus er der ydermere et mismatch til proben. Der ses en forskel pa op til 7 Ct-
veerdier mellem Al-matrix og H5 Ct-veaerdierne. H5 virus i tre prgver fra 2017 bliver slet ikke detekteret med
dette assay (H5 Ct=0), hvilket kan forklares af mismatches til primeren i kombination med et lavt indhold af
virus (Al-matrix Ct= 32, 33, 36). Situationen er den samme for virus fra gvrige ar, hvor der ogsa var mange H5
virus positive prgver, der ikke kunne detekteres med dette assay. Det EU anbefalede H5 real-time
screeningsassay er dermed ikke tilstreekkeligt sensitivt overfor nuveerende cirkulerende virus, til at man kan
forvente, at det kan pavise H5 virus i svagt positive prgver. Pa denne baggrund anvender DTU-VET dette assay
til screening for H5 i kombination med "H5CS” real-time assayet, for at opna en bedre sensitivitet.

"H5CS” real-time assayet, er ikke et officielt EU anbefalet assay, men EU referencelaboratoriet anbefaler det
som real-time assay til sekventering af H5 klgvningsstedet til patogenicitetsbestemmelse. For 2017 prgverne
ligger Al-matrix resultatet max 3 Ct-vaerdier hgjere end H5CS Ct-veerdierne, der er dog typisk 2 mismatches
til den ene primer og/eller 1 mismatch til den anden primer, men ingen mismatch til proben. Der er dermed
god overensstemmelse til Al-matrix resultatet, og alle H5 virus detekteres af assayet. For prgverne fra de
foregdende ar er der perfect match for naesten alle prgverne til badde primere og probe, og forskellen i Ct til
Al-matrix er typisk 0-1 Ct-veerdi, eller ligefrem negativ (H5CS Ct < Al-matrix Ct). Der er saledes akkumuleret
mismatches til primersekvenserne, og det er formodentligt det, der afspejles i den marginalt darligere
sensitivitet, der observeres overfor H5 i 2017-prgverne i sammenligning med prgverne fra de tidligere ar.
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Analysen indikerer at "H5CS” assayet er bedre egnet til sensitiv detektion af nuvaerende cirkulerende LPAI
H5 virus, og at det er vigtigt at fortsaette overvagning af LPAI H5 virus evolutionen, med henblik pa en
eventuel opdatering af H5 real-time screeningsstrategien hvis trenden fortsaetter. P4 DTU-VET anvender vi
"H5CS” assayet til screening for H5 i kombination med ”H5” real-time assayet, for at opna en tilfredsstillende
sensitivitet overfor cirkulerende H5 virus.

Analysen indikererede, at de assays, der anvendes til subtypning af H5, er anvendelige overfor de virus, der
cirkulerer i Danmark i dag, pa trods af den drift i sekvenserne, som afslgres af fuldlaengde HA sekventeringen.
Men analysen viste ogsa, at det er ngdvendigt med en strategi, der involverer samtidig anvendelse af bade
"H5"” og "H5CS” real-time assays’ne for at opna en sensitiv pavisning af LPAI H5 virus. Da de danske virus jo i
f@rste omgang er fanget af disse assay, er der naturligvis en bias i resultatet. Der er dog ikke fundet yderligere
H5 virus ved subtypning af isolater og primaerprgver, der ikke i fgrste omgang var subtypet som H5, med de
H5 specifikke RT-PCR assays. Det er ogsa vigtigt at supplere med bevagenhed overfor fremkomst af nye virus
i omkringliggende lande og resten af verden, szerligt Euroasien, som de danske virusgener oftest udveksles
med. Det kan vaere umuligt at designe et enkelt assay bestdende af to primere og en probe, som sensitivt
kan detektere alle varianter af H5. Det er derfor relevant at anvende flere assays i rutinediagnostikken for at
opna en bedre sensitivitet, ligesom det g@res i dag pa DTU-VET, hvor vi rutinemaessigt altid anvender bade
"H5” og "H5CS” samtidigt til subtypning af H5. Fitness-analysen understreger vigtigheden af, at der foretages
en lgbende monitorering af drift i sekvenserne, sa de anvendte assays kan opdateres ved behov. Da EU
referencelaboratoriet sjeeldent har adgang til LPAI sekvenser fra vilde fugle i real-time, og da der endvidere
kun sker en meget begraenset offentligggrelse af fund af H5/H7 LPAIl virus i vilde fugle, kan EU
referencelaboratoriet ikke udfgre en fyldestggrende analyse af driften i H5/H7 virus. Det er derfor
ngdvendigt at vi holder gje med situationen under danske forhold med en fortsat overvagning af driften i
H5/H7 virus, for pa den made at vaere i stand til at pavise H5/H7 virus med hgj sensitivitet nar der opstar
mistanke om Al virus i danske fjerkreebesaetninger.

H5 LPAI diversitet

Der blev udfgrt fylogenetisk analyse af HA sekvenserne fra 11 LPAI H5 positive pools fra den aktive
overvagning i 2017. Sekvenserne blev sammenlignet med sekvenser fra danske og udenlandske virus fra
tidligere ar, bade fra vilde fugle og fjerkrae (figur 5).

Den fylogenetiske analyse viser, at H5 generne fra prgverne fra 2017 er beslaegtede med H5 gener fra virus i
prgver fra vilde fugle, der blev indsamlet i Danmark i 2012-2016 (figur 5). Analysen afslgrer en betydelig
genetisk drift i forhold til de tidligere ar. Ti af de danske 2017-virus ligger desuden i deres eget lille cluster
sammen med det nyeste LPAI H5 virus fra GISAID influenzavirus sekvensdatabasen (pr. 20. maj 2017),
A/chicken/Scotland/532/2016(H5N1)_EP1687187. Der er kun fa nyere H5 LPAI virussekvenser tilgaengelige i
databasen, de gvrige er 5 franske H5 virus, fx A/duck/France/160927/2016(H5N1) EPI11153409, der er lidt
fijernere besleegtede med de danske 2017-virussekvenser. En enkelt dansk H5 2017-virussekvens,
A/mallard/Denmark/16246-46/2017-10-16(H5), ligger udenfor clusteret af de @vrige danske 2017-
virussekvenser. Den er kun 95 % identiske med de gvrige 2017-virussekvenser over et omrade pa 814 bp,
mens de gvrige er mere end 98 % indbyrdes identiske i samme omrade af HA sekvensen. Prgven er udtaget
samme sted og tid som fx A/mallard/Denmark/16246-47w/2017-10-16(H5), sa der er ikke nogen umiddelbar
epidemiologisk forklaring pa dette, og det illustrer at diversiteten ma formodes at vaere stgrre end den vi
finder, som fglge af vores lave stikprgvestgrrelse. Analysen er i overensstemmelse med den udbredte
antagelse, at der cirkulerer forskellige grupper af virus blandt vilde fugle.
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Figur 5. Fylogenetisk analyse af danske LPAI H5 gener fra vilde fugle og fjerkrae. Sekvenser fra H5 virus fra

Danmark 2017 er med rgd tekst. Traeet er baseret pa ca. 1500 bp fragment fra HA-genet. HPAI angiver
hgjpatogen Al. w=vild fugl. cckommercielt fjerkrae. s&PAI H5N2 fra udbrud af Al i farmede grédsender 2016.

Overvagning af avieer influenza i vilde fugle i Danmark 2017

20



H5 HPAI diversitet

Der er udfgrt fuldleengde sekventering af HA genet fra udvalgte virus fra vilde fugle og fra de to hidtil eneste

fund af HPAI H5NS virus i fjerkrae pa dansk grund, hhv. en hobbybesaetning ved Helsinggr i november 2016,
A/duck/Denmark/19062-5Sp1c/2016-11-19(H5N8), og i gees fra et museum ved Maribo i februar 2017,
A/goose/Denmark/1365-1p1c/2017-02-06(H5N8). Molekylaerfylogenetisk analyse (figur 6) viste, at disse
virus var nzert beslaegtede med hinanden og med samtidige HPAI H5 clade 2.2.4.4b virus fra andre
europaiske lande. Virus adskilte sig imidlertid genetisk fra HPAI H5N8 fra vinteren 2014/2015 (clade
2.2.4.4a), hvor der var enkelte fund af HPAI i fjerkrae og/eller dgde vilde fugle i England, Tyskland, Holland,
Italien, Ungarn og Sverige. Virus adskilte sig ydermere fra H5N6 der har smittet mennesker i Asien, og fra

virus i det foregdende udbrud af HPAI i Danmark, hvor HPAI virus med subtype H5N1 var arsag til udbrud i

vilde fugle i 2006. Yderligere analyser pa fuldgenom sekvensdata af danske H5N8 HPAI virus pagar.
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A/duck/France/161108h/2016-11-28(H5N8)_EPIS69809
A/ chicken/Croatia/ 103/2016(H5N8)_EPIB73212
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A/ chicken/Poland/002/2017-01-03(H5N8)
A/Common-coot/Egypt/ CA285/2016-11-26(HSN8)
A/duck/India/ 10CA01/2016-10-17(H5N8)
A/wild_duck/Tyva/35/2016-05-25(HSN8)_EPI823748
A/common_tern/Uvs-Nuur_Lake/26/2016-05-25(H5N8)_EPIB36614
A/black-headed_gull/ Tyva/41/2016-05-25(HSN8)_EPI823756
A/grey_heron/Uvs-Nuur_Lake/20/2016-05-25(H5N8)_EPIS36606
A/great_crested_grebe/Tyva/34/2016-05-25(HSN8)_EPI823460
A/wigeon/Italy/ 16VIR9616-3/2016(HS5NS)_| EPISﬂBGOD
A/mute_swan/Croatia/102/2016(H5NS)_EPI87361
A/mute_swan/Czech_Republic/2031- l.?fZOl?(HSNS) EPI931200
A/mute_swan/Poland/64/2017(HSNS)_EPI959444
A/great_crested_grebe/Uvs-Nuur_Lake/341/2016-05-25(H5N8)_EPI773757
A/duck /Eastern_China/$1109/2014(H5N8)_KP732646
A_duck_Eastern China_$1210_2013(H5N8)_KP732637
A_duck_Eastern China_S0215_2014(HSN8)_KP732640
Alturkey/Germany-MV/R2472/2014-11-04(HSN8)_EPIS434756
A/domestic_duck/Hungary/7341/2015-02-23(HSN8)_EPIS84823
A/ chicken/Netherlands/emc-3/2014-11-21(H5N8)_EPI596301
A/duck/England/36254/2014-11-14(HSN8)_EPI537673
A/eurasian_wigeon/Netherlands/2/2014-11-24(HSN8)_EPI596295
A/MuteSwan/Sweden/SVA150313KU0141/52543/2015-03-05(HSN8)_EPIS76391
A/MuteSwan/Sweden/SVA150311KU0277/52502/2015(H5N8)_EPI76384
A/Shenzhen/1/2016(H5N6G)_EP1687704
A/Hubei/29578/2016(H5N6_EPI961183
A/Guangdong/99710/2014(HSN6)_EPIT49881
A/Yunnan/DQ002/2015(HSN6)_EPI668895
A_duck_Eastern China_L0722_2012(HSN8)_KP732632
-, A/Egypt/MOH-NRC-8434/2014(H5N1)_KR063683
= A/ chicken/Egypt/2U118/2016(HSN1)_KY029068

H5N8
Clade 2.3.4.4b
2016/2017

H5N8
clade 2.3.4.4a
2014/2015

H5N6 human

s1 A/ chicken/Egypt/Q107778/2015(H5N1)_KU715864
s0A/ chicken/Egypt/N126438/2016(H5N1)_KYS58850

A/Egypt/NO004/2015(H5N1)_KP864434
A/buzzard/Denmark/6370/2006(H5N1)_EF523687
A/fowl/Denmark/60296/2006(HSN1)_EF523696
A/tufted_duck/Denmark/6431/2006(H5N1)_EF523691
A/goose/Guangdong/1/1996(H5N1)_NC007362
A/chicken/Niger/ 1SVIR2060-15/2015(H5N1)_KU971325

H5N1

oA/ chicken/Nigeria/ VRD985/2015(HS5N1)_KU971605

A/chicken/Lebanon/157/2016(HSN1)_KX644141
A/common_buzzard/Bulgaria/38WB/2010-03(H5N1)_CY110854
A/duck/Bangladesh/28389/2016(H5N1)_KY635518
A_mallard_Denmark_11286-1Kp1c_2016(H7N7)

Figur 6. Fylogenetisk analyse af danske fuldlaangde HPAI H5 gensekvenser fra vilde fugle. Sekvenser af H5
HPAI virus fra Danmark 2016/2017 er fremhavet med rgd tekst. Traeet er baseret pa 1631 bp fragmenter fra

HA-genet.
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H7 diversitet

Der er ikke pavist H7 virus i 2017. De foregaende ar er der typisk fundet ganske fa (ofte bare én) H7 LPAI
viruspositiv prgve, sa pa den baggrund er det ikke overraskende at der ikke er pavist H7 virus i 2017.
Fylogenetisk analyse af prgver fra de foregaende ar har vist at de danske H7 virus ikke er naert beslaegtede
med den humanpatogene H7N9 virus variant fra Asien, der kan smitte fra fugle til mennesker. Danske LPAI
H7 virus fundet i vilde fugle og fjerkrae de senere ar er imidlertid nzert beslaegtede med hinanden og med
LPAI H7 virus fra gvrige Europa (figur 7).

A_mallard_Sweden_95_2005(H7N7) CY077016
A_mallard_Denmark_64590-5_2005_H7N5_HTra
A_chicken_Netherlands_06022003_2006(H7N7) HE802065
A_mallard_Netherlands_33_2006(H7N8) CY041410
A_duck_Denmark_53-147-8c_2008_H7N1
A_mallard_Sweden_85_2002(H7N7)_GU053135
A_Mallard_Sweden_107_02(H7N7) AY999991
A_mallard_Netherlands_12_2000(H7N3) KFe952339
A_turkey ltaly_4042_1939(H7N1) CY099613
A/mallard/Netherlands/25/2015(H7N8)_KY784914
A/chicken/Netherlands/160073110-37041/2016_EPIT73765
A/mallard/Netherlands/13/2013(HTN7)_KX979399
A_common_teal_Denmark_14570-21w_2016_H7
A/mallard/Netherlands/2/2015(HTNT7)_KX979185
A_turkey_Germany-NI_R534_2013_EPI470366
A/mallard/Askania-Nova/39-15-02/2011(HTN7)_KUE84462
A_mallard_Republic of Georgia_2_2010(H7N7) KC190169
A_swan_Czech Republic_5416_2011(H7TNT7)
A_swan_Czech Republic_5416_2011(H7N7) JN966905
A_mallard_Denmark_303878-1Kc_2013(HTNT)
A/mallard/Denmark/58-62-KLSV-119¢/09_EP1492308
Alturkey/Netherlands/11011530/2011(H7N7)_KY&76327
A_Chicken_NL-D_15004745-001-005_2015_EPI629344
A_chicken_NL-Barneveld_15004745-006-010_2015_EPI629349
A_mallard_Netherlands_14_2015(H7N7)_KY777636
A_mallard_Denmark_9959-29w_2014(H7TN3)
A_mallard_Denmark_9959-27p2w_2014(H7N3)
A_mallard_Denmark_11286-1Kp1c_2016(H7TNT)
A_African starling_England-Q_983_1979(H7N1)

A/Guangdong/HP001/2017(HTN9)_KY&43843_HPAI
A/Guangdong/SP440/2017(HTN9)_KY643844_HPAI HPAI
A/Qingyuan/GIRD01/2017(H7N9)_KY6&21542_HPAI
A_Hunan_02285_2017_JAN-HA_EPI887644_LPAI_YangtzeRiverDeltaLineage
A/environment/ChongqingHC/2-20/2017_EPI972304

A/Henan/14905/2017_EPI971524 .
A/Yunnan/0129/2017(HTN9)_KY910837 Asian
Alchicken/Shanghai/S3084/2014(HTN9)_KP766053
Achicken/Anhui/A1118/2014(HTN9)_KP765978 H7N9
Alchicken/Ganzhou/GZ79/2016(HTN9)_KY415641

A_Shanghai_2_2013_H7NS

A_Anhui_1_2013_H7N9
A_Guangdong_60061_2016_DEC-HA_EPI887980_PeariRiverDeltaLineage
A_Shanghai_1_2013_H7N9

A_duck_Denmark_65047w_2004_H5N2

Figur 7. Fylogenetisk analyse af danske LPAI H7 gener fra vilde fugle og fjerkreze. Virus fra Danmark 2016 er
med bla tekst. w=vild fugl. cckommercielt fjerkree. Neighbour-Joining trae baseret pa 1613 bp sekvenser.
% = LPAI H7N7 fra udbrud af Al i farmede graender 2016.

LPAI H7 virus pavises med meget lavere frekvens end H5 LPAI virus i vilde fugle i Danmark. Ikke desto mindre
er det netop H7 LPAl virus, der har givet anledning til flest udbrud i fjerkrae de senere ar, senest i 2016 og fgr
det i 2013, 2010 og 2008. Der sker tilsyneladende en udveksling af virus mellem vilde fugle og fjerkree, idet
de virus, der bliver fundet i fjerkrae, er nzert besleegtede med virus fra vilde fugle i Danmark. Fylogenetisk
analyse af tilgeengelige danske H7 virus HA sekvenser indikerer et taet sleegtskab mellem virus i vilde fugle og
virus fra udbrud i fjerkree, i overensstemmelse med teorien om at virus introduceres til fjerkree via vilde fugle.

H9 virus

Der er en stigende bevagenhed overfor Al virus med H9 subtypen, da denne subtype har opnaet enzootisk
udbredelse i flere dele af verden, herunder Kina og Mellemgsten, og ogsa optraeder i Europa. Der er ligeledes
rapporter om, at HIN2 virus kan vare mere patogene i fjerkrae end andre LPAI, og sa har de ogsa vist
zoonotisk potentiale bade ved smitte af HON2 virus til mennesker, men isaer fordi HON2 virus ogsa menes at
have doneret en del af generne til den humanpatogene LPAI Asian H7N9 virus, samt til HPAl H5N8.
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Alle Al virusisolater fra overvagningen i vilde fugle 2017 er subtypet ved sekventering af HA og NA generne.
Ingen Al virus isolater var H9 subtype (bilag 3). Baseret pa HA sekvenserne, er de danske H9N2 virus, der
tidligere er pavist, neermest beslaegtede med dem, der er fundet i vilde fugle i Skandinavien og landene
omkring os. De er ikke teet beslaegtet med enzootisk forekommende HIN2 fra Asien.

Al virus i fjerkrae
Der har ikke vaeret udbrud af LPAI H5 eller H7 virus i danske fjerkraebesatninger i 2017, hvilket da ogsa er en
relativt sjeelden begivenhed.

| virologiske screening af rutine overvagningsprgver fra fjervildtopdraet i 2017 blev i alt undersggt 274
indsendelseri2017 (tabel 8); 228 af fasaner, 36 af grasender, 10 af agerhgns. Hver indsendelse blev undersggt
for Al virus med PCR pa en pool af kloaksvabere og pa en pool af trachealsvabere fra 10 kadavere indsendt
til DTU-VET. Formalet var at pavise LPAlI H5/H7 virus, for at undga udslip til den vilde fauna og for at undga
at disse skal udvikle sig til HPAI. Der blev pavist Influenza A virus i to indsendelser fra grdandeopdrzet. Disse
var ikke H5/H7 subtype, og fra den ene kunne H4NG6 virus isoleres.

Der har veeret 5 serologiske Al mistanker/laboratoriemistanker, hvor der er pavist H5 og/eller H7 antistoffer
i rutineovervagningsprgver med Hl-test ved reaktion med H5/H7 referenceantigener. | lighed med 2016, og
pa foranledning af EU, er influenza antistofpositive prgver testet overfor et ekstra H5 antigen, H5N8, som
kan reagere med antistoffer udlgst af infektion med H5N8 HPAI og besleegtede virus. H5N8-antigenet
anvendes kun til &nder og gees, da disse ikke kan forventes altid at udvise tydelige kliniske tegn pa infektion
med H5N8 HPAI virusset. Virusset er imidlertid ekstremt patogent for fjerkrae der tilhgrer galliformes
ordenen, derfor er det ikke indiceret at teste disse med H5N8-antigenet.

En indsendelse var fra hgns, en fra hgns+fasan, 2 fra graander og en fra graand+fasan. Disse blev undersggt
for tilstedevaerelsen af cirkulerende Al virus ved virologisk undersggelse med PCR pa svaberprgver udtaget
umiddelbart efter antistofpavisningen. Influenza A virus kunne pavises i 2 tilfaelde (besaetning C og D, tabel
7). | en indsendelse fra graand+fasan blev pavist H8 virus i fasanerne og avian euroasiatisk lineage HIN1 i
graeznderne. | en indsendelse fra grdeender kunne virus ikke subtypes yderligere, end til at det ikke var H5
eller H7 subtype.

Til sammenligning var der i 2016 10 serologiske Al mistanker/laboratoriemistanker, fem indsendelser fra
hans og fem fra graandebesatninger. Influenza A virus blev pavist i 3 tilfeelde, alle graandeflokke. | den ene
kunne virus subtypes til HI0N4, mens de gvrige to ikke kunne subtypes yderligere end at de ikke var H5 eller
H7 subtype. | 2015 var der to serologiske mistanker. En fra hgns og en fra graaender. Begge fik pavist Al
antistoffer pa baggrund af reaktion overfor H7 antigen i Hi-test. Der kunne ikke pavises Influenza A virus i
opfglgende mistanke svaberprgver.

I 2016 kunne en del af forklaringen pa de mange seropositive indsendelser sgges i tre gentagne indsendelser
fra den samme seropositive flok i hhv. april, juli og august 2016, og i tre indsendelser hvor prgverne kun
reagerede overfor det nyimplementerede H5N8 antigen, hvortil der ikke forefandtes tilgaengeligt sekundaert
antigen til at udelukke reaktion baseret pa N-typen (HxN8). De fem indsendelser med reaktioner overfor
H5/H7 antigener er alle fra besaetninger med forskellige CHR.-numre og der er ikke tilsvarende forklaring pa
antallet som i 2016.

Arsager til fund af flere H5/H7 seropositive indsendelser end i 2015, s&fremt dette overhovedet kan siges at
vaere en signifikant stigning, kan vaere en gget eksponering af flokkene i overvagningsprogrammet for H5/H7
virus, fx hvis der florerer mere H5/H7 virus i den vilde fauna, eller som fglge af en stigning i andelen af
overvagede flokke med adgang til udearealer (gkologiske og fritgdende hgns). En anden arsag kan vare en
andring af cirkulerende virus, fx i vilde fugle, til varianter, der kan krydsreagere med de anvendte H5/H7
antigener, der udvaelges af EU referencelaboratoriet.
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Der er pavist Al virus i en klinisk mistanke i gaes af kategorien “andre fugle i fangenskab”. Virus var HPAI H5NS,
og fylogenetiske analyser viste det var besleegtet med samtidige fund af HPAI i vilde fugle i Danmark (figur
6).

Tabel 7. Al virus positive indsendelser fra fjerkraebeszetninger i 2017.

Besaetnings- Indsendels  Udtagelsesdato Fugleart Indsendelsesarsag  virus Al  positiv
ID e for svaberprgver prgve
A 17-8746 12.06.2017 Graand Fjervildt Ikke K+S
H5/H7
B 17-8001 30.05.2017* Graand Fjervildt H4ANG (K) K+S
(isolat fra K)
C 17-3611 23.02.2017 Fasan Antistofpavisning H8 S (fasan)
Graand H1N1 K (graand)
D 17-4161 02.03.2017 Graand Antistofpavisning Ikke
H5/H7
E 17-1365 06.02.2018 Gaes Klinisk mistanke, H5N8 KS pools
andre fugle i HPAI
fangenskab

K=kloaksvaber; S=trachealsvaber/svaelgsvaber (der er undersggt bade K og S fra hver indsendelse). KS pool er pool af K
og S fra det samme dyr.

Indsendelsesarsag, fjervildt er fra den virologiske overvagning i fierkree; Antistofpavisning er i forbindelse med den
serologiske Al fjerkraeovervagning. *modtagelsesdato, da udtagelsesdato ikke var oplyst.

Tabel 8. Oversigt over antal indsendelser til den virologiske overvagning af opdraettet fjervildt i perioden
2006-2017. Modificeret fra Hjulsager et al. 2012b.
Indsendelser 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

Antal ca. 395 362 333 307 258 272 267 255 256 260 274
250
Al virus 7 2 4 7 0 4 0 3 6 2 4 2
positive
Al H5/H7* 3 0 0 0 0 0 0 1 0 0 2 0
positive
*alle er LPAL.
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Bilag 1. Oversigt over den passive overvagning

Al 2017 - passiv overvagning
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FVST
FVST
FVST
FVST

Tilstand
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd

Art
Knopsvane
Havgrn
Solsort
Havgrn
Spurvehgg
Knopsvane
Husskade
Knopsvane
Knopsvane
Tarnfalk
Musvage
Musvage
Musvage
Haettemage
Havgrn
Sangsvane
Pibeand
Knopsvane
Fiskehejre
Splvmage
Sangsvane
Knopsvane
Sangsvane
Knopsvane
Knopsvane
Grakrage
Spurvehgg
Knopsvane
Duehgg
Splvmage
Rage
Graand
Rage

Rage
Sangsvane
Knopsvane
Knopsvane
Duehgg
Fiskehejre
Knopsvane
Gragas
Bramgas
Musvage
Husskade
Grakrage
Knopsvane
Knopsvane
Graand
Graand
Graand
Spurvehgg
Musvage
Duehgg
Sangsvane
Musvage
Musvage
Skarv
Sortkrage
Musvage

VET sagsnr.

17-00159-01
17-03972-01
17-00158-01
17-00168-01
17-00251-01
17-00187-01
17-00252-01
17-00290-01
17-02910-01
17-01205-01
17-01204-01
17-01206-01
17-01370-01
17-01904-01
17-03973-01
17-00293-01
17-01327-01
17-01905-01
17-01369-01
17-01127-01
17-01128-01
17-01328-01
17-01329-01
17-01330-01
17-01368-01
17-02122-01
17-02123-01
17-02124-01
17-01332-01
17-01361-01
17-01362-01
17-02121-01
17-01331-01
17-01363-01
17-02041-01
17-02045-01
17-02046-01
17-02037-01
17-02038-01
17-02043-01
17-02033-01
17-02034-01
17-02036-01
17-02039-01
17-02040-01
17-02044-01
17-02042-01
17-01366-01
17-01367-01
17-02126-01
17-02188-01
17-02030-01
17-02031-01
17-02128-01
17-02302-01
17-02303-01
17-02031-01
17-02193-01
17-02851-01

Kommune
Norddjurs
Ringkgbing-Skjern
Horsens
Haderslev
Favrskov
Lolland
Gribskov
Ringkgbing-Skjern
Vordingborg
Guldborgsund
Furesg
Lemvig
Aabenraa
Aarhus
Tender
Naestved
Aarhus
Naestved
Aarhus

Odder

Vejle
Guldborgsund
Guldborgsund
Guldborgsund
Guldborgsund
Sorg

Koge
Kalundborg
Bornholm
Horsens
Skanderborg
Rgdovre
Gribskov
Svenborg
Naestved
Naestved
Naestved
Ringsted
Stevns
Guldborgsund
Kalundborg
Kgbenhavn
Guldborgsund
Naestved
Odsherred
Vordingborg
Faaborg-Midtfyn
Bornholm
Bornholm
Bornholm
Nyborg
Guldborgsund
Halsnaes
Randers
Vejen

Vejen
Kalundborg
Skanderborg
Faxe
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Indsamlingsdato

01-01-2017
02-01-2017
04-01-2017
07-01-2017
08-01-2017
09-01-2017
09-01-2017
09-01-2017
11-01-2017
14-01-2017
15-01-2017
16-01-2017
19-01-2017
20-01-2017
20-01-2017
23-01-2017
23-01-2017
23-01-2017
24-01-2017
25-01-2017
25-01-2017
25-01-2017
25-01-2017
25-01-2017
25-01-2017
25-01-2017
25-01-2017
25-01-2017
26-01-2017
26-01-2017
26-01-2017
26-01-2017
27-01-2017
28-01-2017
28-01-2017
28-01-2017
28-01-2017
29-01-2017
29-01-2017
29-01-2017
31-01-2017
31-01-2017
31-01-2017
31-01-2017
31-01-2017
31-01-2017
01-02-2017
02-02-2017
02-02-2017
02-02-2017
02-02-2017
03-02-2017
03-02-2017
03-02-2017
04-02-2017
04-02-2017
08-02-2017
10-02-2017
10-02-2017

Resultat
Negativ
H5N8 HPA
Negativ
H5N8 HPA
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
H5N8 HPAI
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
H5 LPAI
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
H5N8 HPAI
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
H5N8 HPA
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
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FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST

Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd

Fiskehejre
Musvage
Rage
Fiskehejre
Vandrefalk
Blishgne
Slgrugle
Tarnfalk
Fiskehejre
Knopsvane
Fiskehejre
Sglvmage
Musvage
Musvage
Musvage
Musvage
Graand
Tarnfalk
Splvmage
Musvage
Spurvehgg
Sglvmage
Musvage
Musvage
Musvage
Pibeand
Musvage
Sglvmage
Musvage
Musvage
Spurvehgg
Duehgg
Duehgg
Musvage
Musvage
Svartbag
Svartbag
Svartbag
Skarv

Sule
Ederfugl
Sglvmage
Natugle
Sortand
Spurvehgg
Skovhornugle
Skovhornugle
Knopsvane
Blishgne
Duehgg
Musvage
Musvage
Gragas
Agerhgne
Musvage
Mage
Knopsvane
Knopsvane
Spurvehgg
Tarnfalk
Spurvehgg
Havgrn
Havgrn
Musvage
Rage

17-02881-01
17-02192-01
17-02878-01
17-02879-01
17-02890-01
17-02889-01
17-02855-01
17-02888-01
17-02854-01
17-03353-01
17-02972-01
17-02976-01
17-02979-01
17-03007-01
17-02975-01
17-02977-01
17-02978-01
17-03354-01
17-03008-01
17-03483-01
17-03484-01
17-03527-01
17-03510-01
17-03794-01
17-03792-01
17-03357-01
17-03511-01
17-03963-01
17-03969-01
17-03962-01
17-03964-01
17-03974-01
17-03966-01
17-03971-01
17-04030-01
17-03965-01
17-03967-01
17-03968-01
17-03970-01
17-03975-01
17-04031-01
17-04767-01
17-04819-01
17-04078-01
17-04820-01
17-04812-01
17-48180-01
17-04076-01
17-04817-01
17-04080-01
17-04079-01
17-04836-01
17-04837-01
17-04838-01
17-04916-01
17-04814-01
17-04815-01
17-04918-01
17-04919-01
17-04920-01
17-05050-01
17-05080-01
17-05081-01
17-05082-01
17-06153-01

Slagelse
Kalundborg
Rudersdal
Holbaek
Holstebro
Hgje Taastrup
Tgnder
Skanderborg
Thisted
Holbaek
Vordingborg
Vordingborg
Hillergd
Hgje Taastrup
Naestved
Hgje Taastrup
Odense
Draggr
Viborg
Helsinggr
Vordingborg
Horsens
Holbaek
Lemvig
Naestved
Aarhus
Holbak
Vejle
Thisted
Skanderborg
Viborg
Rebild
Struer
Draggr
Syddjurs
Langeland
Langeland
Langeland
Aabenraa
Tender

Arg

Arg
Mariagerfjord
Allergd
Brgnderslev
Aarhus
Aarhus
Kgbenhavn
Kalundborg
Lolland
Naestved
Ringsted
Kgbenhavn
Vejen

Struer
Bornholm
Frederikssund
Horsens
Slagelse
Hgrsholm
Holstebro
Nordfyns
Aalborg
Esbjerg
Frederikshavn
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11-02-2017
12-02-2017
12-02-2017
12-02-2017
12-02-2017
13-02-2017
15-02-2017
15-02-2017
16-02-2017
17-02-2017
18-02-2017
18-02-2017
19-02-2017
19-02-2017
20-02-2017
20-02-2017
20-02-2017
20-02-2017
22-02-2017
28-02-2017
28-02-2017
02-03-2017
03-03-2017
03-03-2017
05-03-2017
06-03-2017
06-03-2017
08-03-2017
09-03-2017
10-03-2017
10-03-2017
11-03-2017
12-03-2017
12-03-2017
12-03-2017
13-03-2017
13-03-2017
13-03-2017
13-03-2017
13-03-2017
15-03-2017
15-03-2017
18-03-2017
19-03-2017
19-03-2017
20-03-2017
20-03-2017
21-03-2017
21-03-2017
22-03-2017
23-03-2017
26-03-2017
26-03-2017
27-03-2017
27-03-2017
28-03-2017
28-03-2017
28-03-2017
31-03-2017
02-04-2017
04-04-2017
04-04-2017
07-04-2017
20-04-2017
24-04-2017

Negativ
H5N8 HPAI
Negativ
Negativ
H5N8 HPA
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
H5N8 HPAI
H5N8 HPA
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
H5N8 HPAI
H5N8 HPA
H5N8 HPAI
Negativ
Negativ
H5N8 HPA
H5N8 HPAI
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
H5N8 HPA
Negativ
Negativ
Negativ
H5N8 HPA
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
H5N8 HPAI
Negativ
Negativ
Negativ
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FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
FVST
Faldvildt
Faldvildt
FVST
Faldvildt
FVST
FVST
FVST
Faldvildt
Faldvildt
Faldvildt
Faldvildt
Faldvildt
Faldvildt
FVST
Faldvildt
FVST
FVST
Faldvildt
FVST

Faldvildt: indsendt af borgere eller Veterinaerenhed, der foretages undersggelser udover Al i regi af Center for Vildtsundhed.

Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd
Dgd

Rage
Gragas
Husskade
Mage
Husskade
Spurvehgg
Natugle
Vandrefalk
Vandrefalk
Vandrefalk
Tarnfalk
Rgd glente
Rgd glente
Rage
Tarnfalk
Spurvehgg
Spurvehgg
Musvage
Havegrn
Graand
Graand
Graand
Graand
Knopsvane
Spurvehgg
Vandrefalk
Flgjlsand
Splvmage
Knopsvane
Musvage

17-06152-01
17-06154-01
17-06155-01
17-06806-01
17-06728-01
17-06747-01
17-07778-01
17-09430-01
17-09430-02
17-09430-03
17-09120-01
17-09426-01
17-09426-02
17-07725-01
17-09828-01
17-09794-01
17-09780-01
17-13232-01
17-14314-01
17-13980-01
17-13980-02
17-13980-03
17-13980-04
17-14312-01
17-14838-01
17-15457-01
17-17216-01
17-18051-01
17-18067-01
17-20099-01

FVST: mistanke om Al indsendt/visiteret af FVST.

Aarhus
Tarnby
Tarnby
Kege
Thisted
Faxe
Ikast-Brande
Bornholm
Bornholm
Bornholm
Varde
Silkeborg
Silkeborg
Aarhus
Assens
Silkeborg
Aarhus
Ballerup
Lolland
Langeland
Langeland
Langeland
Langeland
Gladsaxe
Aalborg
Thisted
Norddjurs
Thisted
Lyngby-Taarbaek
Holbaek
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26-04-2017
30-04-2017
03-05-2017
03-05-2017
07-05-2017
07-05-2017
21-05-2017
26-05-2017
26-05-2017
26-05-2017
05-06-2017
16-06-2017
16-06-2017
26-06-2017
02-07-2017
13-07-2017
16-08-2017
04-09-2017
07-09-2017
09-09-2017
09-09-2017
09-09-2017
09-09-2017
16-09-2017
25-09-2017
26-09-2017
31-10-2017
18-11-2017
23-11-2017
20-12-2017

Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Ikke H5/H7
Ikke H5/H7
Ikke H5/H7
Ikke H5/H7
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
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Bilag 2. Oversigt over den aktive overvagning

Al 2017 - aktiv overvagning

Kvarta Lokalitet
|

KBH

KBH

KBH

KBH

KBH

KBH
Sjaelland
Sjeelland
Sjeelland
Sjeelland
Fyn

Fyn

Fyn
Jylland
Jylland
Jylland
Jylland
Jylland
Jylland
KBH

KBH

KBH

KBH

KBH

KBH

KBH
Sjeelland
Sjeelland
Sjeelland
Sjaelland
Sjeelland
Sjeelland
Fyn

S AP, PPDLEAPLEPPAREPAEAAREARAIVLWWWWWWMWWWWWWRRERREERBR

Fyn
Fyn
Fyn
Fyn
Fyn
Jylland
Jylland
Jylland
Jylland
Jylland
Jylland
Jylland
Jylland
Jylland
Jylland
Jylland

A PP P,PAPPPAPARAPARAAELEPL

lalt

Fangst
metode

Levende
Levende
Levende
Levende
Levende
Levende
Levende
Nedlagt
Levende
Levende
Levende
Nedlagt
Levende
Levende
Levende
Nedlagt
Levende
Levende
Levende
Levende
Levende
Levende
Levende
Levende
Levende
Levende
Levende
Nedlagt
Levende
Levende
Levende
Levende
Levende

Levende
Levende
Nedlagt
Levende
Levende
Levende
Levende
Nedlagt
Levende
Nedlagt
Levende
Levende
Nedlagt
Levende
Levende
Levende

Dyreart

Graand
Haettemage
Mager
Stormmage
Sglvmage
Troldand
Almindelig ryle
Graand
Spurvehgg
Stor praestekrave
Graand
Graand
Krikand
Dobbeltbekkasin
Graand
Graand
Gragas
Krikand
Pibeand
Blishgne
Graand
Gragas
Haettemage
Knopsvane
Sglvmage
Troldand
Bramgas
Graand
Gragas
Spurvehgg
Stor praestekrave
Strandhjejle
Blishgne
Grgnbenet
rgrhgne
Graand
Graand
Haettemage
Knopsvane
Bramgas
Graand
Graand
Gragas
Gragas
Haettemage
Krikand
Krikand
Pibeand
Skovsneppe
Spidsand

Antal
pools
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8
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Al virus
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pools
0
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SR NRORMO

W okr oo okr o

~
w

H5 LPAI
positive
pools
0

OO0 00000000000 RFRPRO0OO0DO0DO0ODO0ODO0DO0DO0ODO0ODO0ODO0ODOFR,ROOOOOOoO

P OO0OOPOOORLELNELEOWO
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H7 LPAI
positive
pools
0
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OO0 000000000 OO OoOOo

o

Al virus
isolater

HAN6
6 x HAN6

H3N8

H10N7

2 x H3N8

H10N1

HEN1

H6N2
14

Lokalitet: KBH, Hovedstadsomradet postnr. 1xxx, 2xxx; Sjaelland, postnr. 3xxx, 4xxx; Fyn, postnr. 5xxx; Jylland, postnr. 6xxx, 7xxx,

8XXX, IXXX.

Fangstmetode: Nedlagt, nedlagt fjervildt fra vildthandteringsvirksomheder; Levende, levende ved prgveudtagelse eller skudt ved
jagt umiddelbart forinden.

H5 og H7 LPAI er pavist ved PCR subtypning og HA klgvningssite sekventering.
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Al virusisolater er virus, der er isoleret i ag og subtypet ved HI-test/N-test og eller sekventering af HA og NA fra virusisolaterne.

Bilag 3. Virusisolatoversigter

Virus isolater fra den passive og aktive Al overvagning, fiervildtopdraet-overvagningen og Al mistanker 2017. Subtype
af isolater er fundet ved HI- og N- test og/eller sekventering. Subtype pa originalmateriale er fundet ved PCR og/eller

sekventering.

H-type subtype Art Prgve-id Al subtype pa originalmateriale
H1 H1IN1 Graand® 17-3611-8 H1N1
H3 H3N8 Graand 17-15467-53 Ikke H5/H7
H3N8 Graand 17-15467-54 Ikke H5/H7
H3N8 Krikand 17-14701-15 Ikke H5/H7
H4 H4N6 Graand 17-13660-15 Ikke H5/H7
H4NG6 Graand 17-13996-26 Ikke H5/H7
H4NG6 Graand 17-13996-27 Ikke H5/H7
H4NG6 Graand 17-13996-28 Ikke H5/H7
H4NG6 Graand 17-13996-29 Ikke H5/H7
H4NG6 Graand 17-13997-29 Ikke H5/H7
H4N6 Graand® 17-8001-1K Ikke H5/H7
H5 H5N8 HPAI  Gaes® 17-1365-1 H5N8 HPAI
H5N8 HPAI  Musvage 17-2030-1 H5N8 HPAI
H5N8 HPAI  Musvage 17-2036-1 H5N8 HPAI
H5N8 HPAI  Musvage 17-3794-1 H5N8 HPAI
H6 H6N1 Krikand 17-14704-20 H5 LPAI
H6N2 Spidsand 17-15393-12 Ikke H5/H7
H6NS8 Graand 17-13996-30 Ikke H5/H7
H10 H10N1 Gragas 17-17737-53 Ikke H5/H7
H10N7 Graand 17-17735-40 Ikke H5/H7

w=vild fugl; c=fjervildtopdraet eller fra Al mistanke i fjerkrze eller fugle i fangenskab.

Virus fra overvagningen i vilde fugle 2017 der er isoleret i 2eg og som ikke var influenza A virus. Typning af PMV

isolater med Hl-test, PMV-1 virulens bestemt ved sekventering af F-gene klgvningssite, samt Al subtype fundet ved

PCR direkte pa originalmaterialet.

Virus Art Prgve-id Al subtype pa originalmateriale
PMV-1, avirulent Krikand 17-13660-16 Ikke-H5/H7

PMV-1, avirulent Graand 17-14075-9 Ikke-H5/H7

PMV-1, avirulent Krikand 17-14704-21 Ikke-H5/H7

PMV-1, avirulent Graand 17-15468-53 Ikke-H5/H7

PMV-1, avirulent Graand 17-17735-39 Ikke-H5/H7

PMV-1, avirulent Bramgas 17-19473-29 H5 LPAI

PMV-6 Graand 17-13999-17 Ikke-H5/H7

PMV-6 Krikand 17-14704-21 Ikke-H5/H7

PMV-8 Spidsand 17-15397-10 Ikke-H5/H7

Overvagning af avieer influenza i vilde fugle i Danmark 2017
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Bilag 4. Match mellem virus sekvenser og primere og
prober i diagnostiske H5 RT-PCR assays

Mismatch mellem virussekvens og primere og prober er markeret med rgdt. ”---” angiver at sekvens ikke er

bestemt. Ct-veerdierne i pan Influenza A virus real-time RT-PCR ”Al-matrix”, real-time H5 HA2 og real-time

H5CS er angivet.

Ct Al-
matrix

24,0
29,0
24,3
27,3
32,1
31,0
32,8
14,9
30,4
31,0
32,0
31,1
30,4
28,0
27,1
32,0
35,0
34,6
35,3
33,3
29,6
32,0
14,3
28,0
31,0
28,0
33,0
35,0
33,9
31,0
33,0
30,0
31,0
34
33
32
27
33
33
26
30
26
28
32
36

Konventionel H5 KHA

Virus/primernavn

primersekvens
A/mallard/Denmark/64650/2003(H5N7)HA_AY531029
A/duck/Denmark/65047/04(H5N2)HA_DQ251447
A/mallard/Denmark-4200/16131-3w/10-2012(H5)
A/common_teal/Denmark-6851/16120-2w/09-2012(H5)
A/mallard/Denmark-4930/16157-3w/11-2012(H5)
A/common_teal/Denmark-6851/16116-2w/09-2012(H5)
A/mallard/Denmark-7330/13848-52w/11-2014(H5)
A/mallard/Denmark-4900/12225-27w/10-2014(H5)
A/mallard/Denmark-4733/16917-59w/09-2015(H5)
A/Eurasian teal/Denmark-6280/16946-4p2w/09-2015(H5N3)
A/Eurasian teal/Denmark-6280/16946-4w/09-2015(H5)
A/mallard/Denmark-4920/21255-11w/11-2015(H5)
A/mallard/Denmark-4733/16917-57w/09-2015(H5)
A/mallard/Denmark-6851/17051-13w/09-2015(H5)
A/mallard/Denmark-8450/17093-52w/09-2015(H5)
A/Eurasian teal/Denmark-6851/18954-13w/10-2015(H5)
A/mallard/Denmark-5853/18397-56w/10-2015(H5)
A/mallard/Denmark-5300/22541-55w/11-2015(H5)
A/mallard/Denmark-4200/21256-23w/11-2015(H5)
A/mallard/Denmark-8450/17093-51w/09-2015(H5)
A/mallard/Denmark-8450/17093-55w/09-2015(H5)
A/Eurasian _teal/Denmark-6851/17118-10w/09-2015(H5)
A/Eurasian teal/Denmark-6851/18396-15w/10-2015(H5)
A/mallard/Denmark-5300/22541-54w/11-2015(H5)
A/mallard/Denmark/11887-1Kp2/2016(H5N2)
A/mallard/Denmark/14671-42w/2016(H5)
A/mallard/Denmark/14671-43w/2016(H5)
A/mallard/Denmark/14671-44w/2016(H5)
A/mallard/Denmark/14671-47w/2016(H5)
A/mallard/Denmark/14824-79w/2016(H5)
A/mallard/Denmark/18314-40w/2016(H5)
A/mallard/Denmark/19080-43w/2016(H5)
A/mallard/Denmark/20546-18w/2016(H5)
A/mallard/Denmark/20546-19w/2016(H5)
A/mallard/Denmark/20546-20w/2016(H5)
A/mallard/Denmark/16246-46/2017-10-16(H5)
A/mallard/Denmark/17731-7/2017-11-23(H5)
A/Eurasian_teal/Denmark/16147-7w/2017-10-11(H5)
A/Eurasian_teal/Denmark/14704-22w/2017-10-01(H5)
A/mallard/Denmark/16246-47w/2017-10-16(H5)
A/barnacle_goose/Denmark/19473-27/2017-12-03(H5)
A/barnacle_goose/Denmark/19473-29/2017-12-03(H5)
A/mallard/Denmark/15399-8w/2017-11-13(H5)
A/Eurasian_teal/Denmark/14704-20w/2017-10-01(H5)
A/mute_swan/Denmark/17734-4/2017-11-18(H5)
A/Northern_pintail/Denmark/15396-36/2017-10-20(H5)
A/mallard/Denmark/15467-58w/2017-10-09(H5)

KHA-1

CCTCCAGARTATGCMTAYAAAATTGTC
GCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTC
GCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTC
GCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTC
GCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTC
GCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTC
GCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTC
GCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTC
GCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTC
GCTCCAGAATATGCATACAAAATCGTC
GCTCCAGAATATGCATACAAAATCGTC
GCTCCAGAATATGCATACAAAATCGTC
GCTCCAGAATATGCATACAAAATCGTC
GCTCCAGAATATGCATACAAAATCGTC
GCTCCAGAATATGCATACAAAATCGTC
GCTCCAGAATATGCATACAAAATCGTC
GCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTC
GCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTC
GCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTC
GCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTC

GCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTC
GCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTC
GCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTC

GCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTC

GCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTC

GCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTC
GCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTC
GCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTC
GCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTC
GCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTC
GCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTC
GCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTC
GCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTC
GCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTC
GCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTC
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KHA-3 rev compl.

CARGGMATGGTAGACGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGACGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGACGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGCTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA
CAAGGCATGGTAGATGGTTGGTA

32



CtAl-
matrix

24,0
29,0
24,3
27,3
32,1
31,0
32,8
14,9
30,4
31,0
32,0
31,1
30,4
28,0
27,1
32,0
35,0
34,6
35,3
333
29,6
32,0
14,3
28,0
31,0
28,0
33,0
35,0
33,9
31,0
33,0
30,0
31,0
34
33
32
27
33
33
26
30
26
28
32
36

CtH5

359
33,7
25,7
38,4
32,7
31,0

0,0
16,5
36,7
33,0
33,7
37,9
32,6
355
331
35,3

0,0
38,6
37,8
37,6

0,0
35,9
21,7
34,0
37,0
35,0

0,0

0,0

0,0
37,0

0,0
36,6
37,5
37,4

29
38,2
38,4
31,8
35,0
33
31,4
39

H5

Virus/primernavn

primersekvens
A/mallard/Denmark/64650/2003(H5N7)HA_AY531029
A/duck/Denmark/65047/04(H5N2)HA_DQ251447
A/mallard/Denmark-4200/16131-3w/10-2012(H5)
A/common_teal/Denmark-6851/16120-2w/09-2012(H5)
A/mallard/Denmark-4930/16157-3w/11-2012(H5)
A/common_teal/Denmark-6851/16116-2w/09-2012(H5)
A/mallard/Denmark-7330/13848-52w/11-2014(H5)
A/mallard/Denmark-4900/12225-27w/10-2014(H5)
A/mallard/Denmark-4733/16917-59w/09-2015(H5)
A/Eurasian teal/Denmark-6280/16946-4p2w/09-2015(H5N3)
A/Eurasian teal/Denmark-6280/16946-4w/09-2015(H5)
A/mallard/Denmark-4920/21255-11w/11-2015(H5)
A/mallard/Denmark-4733/16917-57w/09-2015(H5)
A/mallard/Denmark-6851/17051-13w/09-2015(H5)
A/mallard/Denmark-8450/17093-52w/09-2015(H5)
A/Eurasian teal/Denmark-6851/18954-13w/10-2015(H5)
A/mallard/Denmark-5853/18397-56w/10-2015(H5)
A/mallard/Denmark-5300/22541-55w/11-2015(H5)
A/mallard/Denmark-4200/21256-23w/11-2015(H5)
A/mallard/Denmark-8450/17093-51w/09-2015(H5)
A/mallard/Denmark-8450/17093-55w/09-2015(H5)
A/Eurasian teal/Denmark-6851/17118-10w/09-2015(H5)
A/Eurasian teal/Denmark-6851/18396-15w/10-2015(H5)
A/mallard/Denmark-5300/22541-54w/11-2015(H5)
A/mallard/Denmark/11887-1Kp2/2016(H5N2)
A/mallard/Denmark/14671-42w/2016(H5)
A/mallard/Denmark/14671-43w/2016(H5)
A/mallard/Denmark/14671-44w/2016(H5)
A/mallard/Denmark/14671-47w/2016(H5)
A/mallard/Denmark/14824-79w/2016(H5)
A/mallard/Denmark/18314-40w/2016(H5)
A/mallard/Denmark/19080-43w/2016(H5)
A/mallard/Denmark/20546-18w/2016(H5)
A/mallard/Denmark/20546-19w/2016(H5)
A/mallard/Denmark/20546-20w/2016(H5)
A/mallard/Denmark/16246-46/2017-10-16(H5)
A/mallard/Denmark/17731-7/2017-11-23(H5)
A/Eurasian_teal/Denmark/16147-7w/2017-10-11(H5)
A/Eurasian_teal/Denmark/14704-22w/2017-10-01(H5)
A/mallard/Denmark/16246-47w/2017-10-16(H5)
A/barnacle_goose/Denmark/19473-27/2017-12-03(H5)
A/barnacle_goose/Denmark/19473-29/2017-12-03(H5)
A/mallard/Denmark/15399-8w/2017-11-13(H5)
A/Eurasian_teal/Denmark/14704-20w/2017-10-01(H5)
A/mute_swan/Denmark/17734-4/2017-11-18(H5)
A/Northern_pintail/Denmark/15396-36/2017-10-20(H5)
A/mallard/Denmark/15467-58w/2017-10-09(H5)

H5LH1

ACATATGACTACCCACARTATTCAG
ACATATGACTACCCGCAGTATTCAG
ACATATGACTACCCGCAGTATTCAG
ACATACGATTACCCGCATTATACAG
ACATACGATTACCCGCAGTATTCAG
ACATACGATTACCCGCATTATACAG
ACATACGATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATGATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATGATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATAATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATGATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATGATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATGATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATGATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATGATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATGATTACCCGCAGTATTCAG
ACATACGATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATGATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATGATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATGATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATGATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATGATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATGATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATGATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATGATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATGATTACCCGCATTATTCAG
ACATATGATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATGATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATGATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATGATTACCCGCAATATTCAG
ACATATGATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATGATTACTCGCAGTATTCAG
ACATATAATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATGATTACCCGCAATATTCAG
ACATATGATTACCCGCAATATTCAG
ACATATGATTACCCGCAATATTCAG
ACATATGATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATAATTACCCGCAGTACTCAG
ACATATAATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATAATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATAATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATAATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATAATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATAATTACCCGCAGTATTCAG
ACATACAATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATAATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATAATTACCCGCAGTATTCAG
ACATATGATTACCCGCAGTATTCAG

HSPRO

TCWACAGTGGCGAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCGAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCGAGTTCCCTAGCA
TCAACGGTGGCGAGTTCCCTAGCA
TCAACGGTGGCGAGTTCCCTAGCA
TCAACGGTGGCGAGTTCCCTAGCA
TCAACGGTGGCGAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCAAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCGAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCAAGTTCTCTAGCA
TCAACAGTGGCAAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCAAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCAAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCAAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCAAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCAAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCAAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGTAAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCAAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCAAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCAAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCAAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCAAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCAAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCAAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCGAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCAAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCAAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCAAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCGAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCAAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCAAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCGAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCAAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCAAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCAAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCAAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCGAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCGAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCGAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCGAGTTCCCTATCA
TCAACAGTGGCGAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCGAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCGAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCGAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCGAGTTCCCTAGCA
TCAACAGTGGCGAGTTCCCTAGCA

H5RH1 rev compl.

GCAATCATGRTAGCTGGTCT
GCAATCATGGTAGCTGGTCT
GCAATCATGGTAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGGTAGCTGGTCT
GCAATCATGGTAGCTGGTCT
GCAATCATGGTAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT
GCAATCATGATAGCTGGTCT




CtAl-
matrix

24,0
29,0
24,3
27,3
32,1
31,0
32,8
14,9
30,4
31,0
32,0
31,1
30,4
28,0
27,1
32,0
35,0
34,6
35,3
333
29,6
32,0
14,3
28,0
31,0
28,0
33,0
35,0
33,9
31,0
33,0
30,0
31,0
34
33
32
27
33
33
26
30
26
28
32
36

Ct H5CS

25,2
32,5
26,1
33,5
31,6
31,0
34,1
11,1
28,5
30,8
30,1
29,3
29,5
29,0
28,6
31,5
37,6
34,6
34,2
34,6
36,0
31,9
12,4
29,0
31,0
29,0
34,0
34,0
34,1
30,0
34,6
33,2
34,2
35
33,4
34
27
33
34,3
27,8
29,8
29
28,5
32
35

H5CS

Virus/primernavn

primersekvens
A/mallard/Denmark/64650/2003(H5N7)HA_AY531029
A/duck/Denmark/65047/04(H5N2)HA_DQ251447
A/mallard/Denmark-4200/16131-3w/10-2012(H5)
A/common_teal/Denmark-6851/16120-2w/09-2012(H5)
A/mallard/Denmark-4930/16157-3w/11-2012(H5)
A/common_teal/Denmark-6851/16116-2w/09-2012(H5)
A/mallard/Denmark-7330/13848-52w/11-2014(H5)
A/mallard/Denmark-4900/12225-27w/10-2014(H5)
A/mallard/Denmark-4733/16917-59w/09-2015(H5)
A/Eurasian teal/Denmark-6280/16946-4p2w/09-2015(H5N3)
A/Eurasian teal/Denmark-6280/16946-4w/09-2015(H5)
A/mallard/Denmark-4920/21255-11w/11-2015(H5)
A/mallard/Denmark-4733/16917-57w/09-2015(H5)
A/mallard/Denmark-6851/17051-13w/09-2015(H5)
A/mallard/Denmark-8450/17093-52w/09-2015(H5)
A/Eurasian teal/Denmark-6851/18954-13w/10-2015(H5)
A/mallard/Denmark-5853/18397-56w/10-2015(H5)
A/mallard/Denmark-5300/22541-55w/11-2015(H5)
A/mallard/Denmark-4200/21256-23w/11-2015(H5)
A/mallard/Denmark-8450/17093-51w/09-2015(H5)
A/mallard/Denmark-8450/17093-55w/09-2015(H5)
A/Eurasian _teal/Denmark-6851/17118-10w/09-2015(H5)
A/Eurasian teal/Denmark-6851/18396-15w/10-2015(H5)
A/mallard/Denmark-5300/22541-54w/11-2015(H5)
A/mallard/Denmark/11887-1Kp2/2016(H5N2)
A/mallard/Denmark/14671-42w/2016(H5)
A/mallard/Denmark/14671-43w/2016(H5)
A/mallard/Denmark/14671-44w/2016(H5)
A/mallard/Denmark/14671-47w/2016(H5)
A/mallard/Denmark/14824-79w/2016(H5)
A/mallard/Denmark/18314-40w/2016(H5)
A/mallard/Denmark/19080-43w/2016(H5)
A/mallard/Denmark/20546-18w/2016(H5)
A/mallard/Denmark/20546-19w/2016(H5)
A/mallard/Denmark/20546-20w/2016(H5)
A/mallard/Denmark/16246-46/2017-10-16(H5)
A/mallard/Denmark/17731-7/2017-11-23(H5)
A/Eurasian_teal/Denmark/16147-7w/2017-10-11(H5)
A/Eurasian_teal/Denmark/14704-22w/2017-10-01(H5)
A/mallard/Denmark/16246-47w/2017-10-16(H5)
A/barnacle_goose/Denmark/19473-27/2017-12-03(H5)
A/barnacle_goose/Denmark/19473-29/2017-12-03(H5)
A/mallard/Denmark/15399-8w/2017-11-13(H5)
A/Eurasian_teal/Denmark/14704-20w/2017-10-01(H5)
A/mute_swan/Denmark/17734-4/2017-11-18(H5)
A/Northern_pintail/Denmark/15396-36/2017-10-20(H5)
A/mallard/Denmark/15467-58w/2017-10-09(H5)

H5CS-240L

AACACCAAGTGTCAAACTCC
AACACCAAGTGTCAAACTCC
AACACCAAGTGTCAAACTCC
AACACCAAGTGTCAAACTCC
AACACCAAGTGTCAAACTCC
AACACCAAGTGTCAAACTCC
AACACCAAGTGTCAAACTCC
AACACCAAGTGTCAAACTCC
GACACCAAGTGTCAAACTCC
AACACCAAGTGTCAAACTCC
AACACCAAGTGTCAAACTCC
AACACCAAGTGTCAAACTCC
AACACCAAGTGTCAAACTCC
AACACCAAGTGTCAAACTCC
AACACCAAGTGTCAAACTCC
AACACCAAGTGTCAAACTCC
AACACCAAGTGTCAAACTCC
AACACCAAGTGCCAAACTCC
AACACCAAGTGTCAAACTCC
AACACCAAGTGCCAAACTCC
AACACCAAGTGTCAAACTCC
AACACCAAGTGTCAAACTCC

AACACCAAGTGCCAAACTCC
AACACCAAGTGTCAAACCCC
AACACCAAGTGTCAAACCCC
AACACCAAGTGTCAAACCCC

---CCAAGTGTCAAACTCC

-CACCAAGTGTCAAACTCC
GATACCAAGTGTCAAACTCC
AACACCAAGTGTCAAACTCC
AACACCAAGTGTCAAACTCC
AACACCAAGTGTCAAACTCC
AACACCAAATGTCAAACCCC
AACACCAAGTGTCAAACTCC
GATACCAAGTGTCAAACTCC
GATACCAAGTGTCAAACTCC
GATACCAAGTGTCAAACTCC
GATACCAAGTGTCAAACTCC
GATACCAAGTGTCAAACTCC
AATACCAAGTGTCAAACTCC
GATACCAAGTGTCAAACTCC
GATACCAAGTGTCAAACTCC
GATACCAAGTGTCAAACTCC
GATACCAAGTGTCAAACTCC
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H5CS-240Prolno

IGAATGCCCCAAATAYGTGA
GGAATGCCCCAAATACGTGA
GGAATGCCCCAAATACGTGA
GGAATGCCCCAAATACGTGA
GGAATGCCCCAAATACGTGA
GGAATGCCCCAAATACGTGA
GGAATGCCCCAAATACGTGA
GGAATGCCCCAAATACGTGA
GGAATGCCCCAAATATGTGA
GGAGTGCCCCAAATACGTGA
GGAATGCCCCAAATACGTGA
GGAATGCCCCAAATACGTGA
GGAATGCCCCAAATACGTGA
GGAATGCCCCAAATACGTGA
GGAATGCCCCAAATACGTGA
GGAATGCCCCAAATACGTGA
GGAATGCCCCAAATACGTGA
GGAATGCCCCAAATACGTGA
GGAATGCCCCAAATACGTGA
GGAATGCCCCAAATACGTGA
GGAATGCCCCAAATACGTGA
GGAATGCCCCAAATACGTGA

GGAATGCCCCAAATACGTGA
GGAATGCCCCAAATACGTGA
GGAATGCCCCAAATACGTGA
GGAATGCCCCAAATACGTGA
GGAATGCCCCAAATACGTGA
GGAATGCCCCAAATACGTGA
GGAATGCCCCAAATACGTGA
GGAATGCCCCAAATATGTGA
GGAATGCCCCAAATACGTGA
GGAATGCCCCAAATACGTGA
GGAATGCCCCAAATACGTGA
GGAATGCCCCAAATACGTGA
GGAATGCCCCAAATATGTGA
GGAATGCCCCAAATATGTGA
GGAATGCCCCAAATATGTGA
GGAATGCCCCAAATATGTGA
GGAATGCCCCAAATATGTGA
GGAATGCCCCAAATATGTGA
GGAATGCCCCAAATATGTGA
GGAATGCCCCAAATATGTGA
GGAATGCCCCAAATATGTGA
GGAATGCCCCAAATATGTGA
GGAATGCCCCAAATATGTGA

H5CS-192R rev compl.

TATTTGGRGCTATAGCAGGC
TATTTGGGGCTATAGCAGGC
TATTTGGGGCTATAGCAGGC
TATTTGGGGCTATAGCAGGC
TATTTGGGGCTATAGCAGGC
TATTTGGGGCTATAGCAGGC
TATTTGGGGCTATAGCAGGC
TATTTGGGGCTATAGCAGGC
TATTTGGGGCTATAGCAGGC
TATTTGGAGCTATAGCAGGC
TATTTGGGGCTATAGCAGGC
TATTTGGGGCTATAGCAGGC
TATTTGGGGCTATAGCAGGC
TATTTGGGGCTATAGCAGGC
TATTTGGGGCTATAGCAGGC
TATTTGGAGCTATAGCAGGC
TATTTGGGGCTATAGCAGGC
TATTTGGGGCTATAGCAGGC
TATTTGGGGCTATAGCAGGC
TATTTGGGGCTATAGCAGGC
TATTTGGAGCTATAGCAGGC
TATTTGGAGCTATAGCAGGC
TATTTGGGGCTATAGCAGGC
TATTTGGGGCTATAGCAGGC
TATTTGGGGCTATAGCAGGC
TATTTGGGGCTATAGCAGGC
TATTTGGGGCTATAGCAGGC
TATTTGGGGCTATAGCAGGC
TATTTGGGGCTATAGCAGGC
TATTTGGGGCTATAGCAGGC
TATTTGGGGCTATAGCAGGC
TATTTGGGGCTATAGCAGGC
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Projektplan vedr. overvagning af aviser influenza i vilde fugle i Danmark i 2017.

Der er indgaet afiale mellem Fedevarestyrelsen (FVST) og DTU Veterinzrinstituttet (DTU-VET) vedr. passiv
overvagning for avizr influenza i dede vilde fugle i 2017 jf “Aftale nr 2 om overvagning af sygdomme og
gennemforsel af projekier 1 2017 (West Nile Virus, virus 1 flagermus, resistens, sygdomsdatabase samt
overvagningsprogrammer der afregnes efter antal prever)” Overvagningsprogrammet afregnes efter antallet
af prover.

Der er indgaet aftale mellem FVST og DTU-VET om den arlige aktive overvagning for avier influenza i vilde
fugle 2017-19 jf "Aftale nr. 3 om overvidgning af sygdomme og gennemforsel af projekter for 2017-19
(vektorer, svineinfluenza, afrikansk svinepest og fugleinfluenza)” Aftalen er 3-arig. med et drligt budget pa
650.000 kr. FVST atholder udgifterne til udtagning af prever udenfor projektbudgettet 1 aftalen.

Projektet gennemfores 1 samarbejde mellem Fadevarestyrelsen (FVST), Statens Naturhistoriske Museum, KU
(SNM) og Veterinerinstituttet DTU (DTU-VET).

Vildfogleovervagningen i 2017 omfatter:

1) En EU koordineret passiv overvagning for hejpatogen avier influenza (HPAI) virus i vilde fugle fundet
dede eller syge, 1 medfor af Kommissionens Afgorelse 2010/367/EU".

2) En national aktiv overvigning (screening) for lavpatogen avier influenza (LPAT) virus i levende vilde
fugle, herunder nedlagte fugle.

3) Molekyler karakterisering af udvalgte virus og gener fra 1) + 2) og evi. virus fra fjerkree. Der fokuseres pa
karakterisering af HS og H7. Aktiviteten indgér i et PhD projekt.

Baggrund

FVST er forpligtet til at overvage for HPAI virus i dede og syge vilde fugle i medfer af Kommissionens
Afgm'e]sel af 25 juni 2010 (2010/367/EU). Overvigningen er en del af det EU-baserede
overvagningsprogram for AL der har veeret gennemfart siden 2003, og som lebende er blevet justeret.

FVST udferer en national aktiv overvagning for LPAT virus i levende/nedlagte vilde fugle Overvagningen
foretages som en screeming for LPAI virus 1 wildt levende fugle, der udger en forhejet risiko med hensyn til
avier influenza, herunder undersogelse af nedlagt vildt (fortrinsvist svemme®nder).

Danmark er i kraft af sin geografiske placering et knudepunkt pa efterarstrekket for mange vandfuglearter, der
primart yngler nord og nordest for Danmark. Det er eksempelvis arter som grigis, griand, krikand, pibeand,
troldand, hattemage, stormmége m fl. Enkelte arter kommer dog fra et sterre omrade, der strekker sig fra det
nordestlige Canada til Nordsibirien. Det er eksempelvis arter som korinzbbet gas, knortegas, bramgis og
stenvender. De fleste arter overvintrer 1 Europa og Nordafrika, men is®r vadefugle trekker lengere mod syd.
Alene i efterars- og vintermanederne opholder omkring 3 millioner andefugle sig i de danske farvande. Det
samlede antal vandfugle der treekker gennem landet er sandsynligvis langt sterre.

Hvis syge vandfugle, inficerede med fugleinfluenza, er i stand til at flyve over store afstande. og hvis disse
trekfugle kan sprede virus til lokale arter eller omgivelserne, er ophavsomradet til kilde for smitte omfattende.

! Kommissions Afgarelse nr. 367 af 25. jurd 2010 om medlensstaternes gennemferelse af overvigningsprogrammer vedrerende avizr
influenza hos fjetkre og vilde fugle (2010367/ELT)

DTU Veterinzerinstituttet Bulowswej 27 1870 Frederiksberg C
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I dette projekt er malet at indsamle flest nmlige positive fugleinfluenzaprever. Blandt andet derfor er
indsamlingeme koncentreret 1 efterirshalvaret, ud fra den erfaring at chancen for at finde fugleinfluenza er
sterst 1 denne periode. Endvidere er indsamlingen koncentreret om de arter, der udger en forhejet risiko med
hensyn til fugleinfluenza (jf EU kommissionsafgerelsen nr. 367 af 25 jumi 2010), hvilket primeert er
vandfuglearter. I projektet har der derfor i de senere ar veret fokuseret pd svemmemznder (iser griand,
krikand. pibeand). g®s. svaner og mager.

Dette projekt er konstrueret pa en sadan made. at bade artssammens®tningen og den geografiske fordeling er
sterkt afthengig af SNM's korps af frivillige nngmerkere og deres allerede eksisterende
ringmarkningsaktiviteter. Det er lvkkedes 1 de foregaende ar at indsamle prover fra en lang raekke forskellige
lokaliteter pa tveers af landet, fra Vestjylland til @stsjelland. Dermed vil proverne sandsynligvis repraesentere
de mindre geografiske forskelle der miske er mellem fugle der gaster det vestlige Jylland og dem der gester
Ostdanmarl.

De enkelte arters trek- og spredningsmenstre er beskrevet 1 veerket Dansk Trekdfugleatlas (Bonlekke ef. al.
2008).

Fremgangsmade

Alle prever, der skal indga i den passive overvagning (1) og den aktive screening (2). indsendes til DTU-VET
forstkommende hverdag efter proveudtagning.

De sidste prover i den aktive overvagning skal vere modtaget pd DTU-VET senest 15. december kl. 10. Der
kan maksimalt analyseres ca. 20 pools pr. uge, svarende til max 100 fugle fra den akfive screeming.

1} Passiv overvdgning

Formalet med overvigningen er dels at undersoge dede og syge vilde fugle for HPAI virus. dels at fa
indberetninger om usedvanlig dedelighed og markante sygdomsudbrud hos vilde fugle, der kan veere tegn pa
smitte med avier influenza.

Fuglearter omfattet af overvagningen fremgar af bilag 1 til denne aftale.

Veterinerenhederne star for visitering og indsendelse af dede og syge vilde fugle indberettet af borgere.
FVST har etableret en aftale med Naturstyrelsen (INS) om, at der indsamles og indsendes dede vilde fugle fra
vildtreservater 1 fem udvalgte enheder.

Egnede undersogte fugle indsendt til DTU-VET som faldvildt, indgar ogsa i overvagningen.

Det kan vere vanskeligt at sikre det enskede antal dede vilde fugle. idet antallet varierer meget med arstid,
lokalitet og vejrlig, is@r om vinteren Ligeledes er det kendt, at dede vilde fugle 1 lobet af kort fid omsaettes 1
naturen feks. af predatorer.

Kadaverne indsendes til DTU-VET og undersogelsen foretages pa en trachealsvaber og en kloaksvaber pr.
fugl, disse kan pooles for hver fugl til en samlet prove pr. fugl.

Tidshonisont, PCE resultat: 3 arbejdsdage efter modtagelse. For faldvildt en samlet maksimal svartid fra fund
af en fugl til analyseresultat inkl. patogenicitetsbestemmelse foreligger pa 8 arbejdsdage.

Resultatet sigter mod at informere om der pavises HPAI virus.

Tidshonisont. opfolgende wvirusiselation af HSH7V positive prever: op til 4-5 uger efier modtagelse.
Vimsisolationen igangs®ttes indenfor 4-5 dage, men kan tage op til 4-5 uger.

Overvagning af avieer influenza i vilde fugle i Danmark 2017
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2} Aktiv overvagning

Der etableres samarbejde med Ringmerkningscentralen under SNM., om indsamling af prever bla. i
forbindelse med ringmerkningsaktiviteter i 2017. De arter, der indsamles prover fra. udvelges, sa de bedst
nmuligt tilgodeser ensket om at indsamle fra fugle. der udger en forhejet risiko med hensyn til avizer influenza,
jf bilag 1. Antallet af fugle/prover det tilstreebes at indsamle, fremgar af nedenstiende tabel. Der tilstrebes en
geografisk fordeling af prover sa der i Hovedstadsregionen max. tages 150 prover.

I fortsetielse af de tidligere ars overvagning vil FVST udtage og indsamle prover fra nedlagte ®nder (graand,
krikand, pibeand) og gees (gerne kortnabbnet gas), fortrinsvist i perioden 1/9 — 1/12 2017. Preverne vil blive
udtaget fra ®nder og ges indleveret pa vildthandteringsvirksomheder (Kivan Food, Alpevej Vildtbehandling,
og Klosterheden Vildt).

Proverne wil blive indsamlet som kloaksvaber eller evt. fecessvaber enkeltprover 1 kloakmedie
(flerstyrkemedie) og poolet i laboratoriet inden undersegelse. Safremt der er behov for analyse af enkeltprover
1 en positiv pool, kan enkeltproverne testes; der foretages alene undersegelse af enkeltpreverne. hvis poolen
giver et uklart resultat, hvilket kan veere tilfeeldet ved tilstedeveerelse af flere virus 1 samme pool.

Pooling i laboratoriet foretages saledes. at en pool kun indeholder max. 5 svabere indsamlet pa samme dato,
sted (pa postnr. niveau) fra samme fugleart.

Faecessvabere udtages ved at svabre en frisk fiecesklat og overfore den il ror med 3 ml AT kloakmedie, hvor
der er god sikkerhed for at fuglearten kan afoeres, dvs. klatter efter flokke af fugle der lige er lettet.

Tidshorisont: Primare resultater 1 labet af 5 arbejdsdage (influenza A HS5 og H7, H5/H7 LPATHPAT) efter
modtagelse. Selundere resultater (subtvpning af vimsisolater) indenfor 4-5 uger, hvis der er tale om 5 eller
H7 subtype og indenfor ca. 2 maneder, for andre H typers vedkommende. Afrapporteres i slutrapporten.
Resultat: sigter 1 forste omgang mod at informere om der forekommer HS5 eller H7 AT wvims samt
karakterisering af H5/H7 subtyper mht patogenicitet. Endvidere en kortlegning af forekomsten af andre
subtyper Al virus 1 vilde danske fugle.

3} Molekyleer karakierisering

Diversiteten af Al wirus er stor og idenfifikation af specifikke vims-varianter krever en n@rmere
karakterisering af virus, som giver mere information end subtypen. Formalet er hurtig karakterisering af H7
virus med henblik pa identifikation af H7N9-China like virus, hurtig karakterisering af HS wvirus,
karakterisering af H5 og H7 virus med henblik pa evaluering af egnetheden af de anvendte RT-PCE assays til
H5/H7 subtvpning, subtvpebestemmelse af ikke-H5H7/HY vims.

Udover virus fra vilde fugle, kan evrige Al virus, som er identificeret 1 fjerkrebes®ininger mv. 1 forbindelse
med fx AT mistanker og overvagningen i afkom fra opdrettet fjervildt, karakteriseres.

Endvidere vil der blive foretaget en neermere molekylerbiologisk karakterisering af virus fra H5NS udbruddet
12016/2017

Tidshorisont: identifikation af HTN9-China virus ca. 5 arbejdsdage efter pavisning af H7. Resultatet af evrige
analyser rapporteres 1 slutrapporten.

Laboratoriemassige undersogelser

DTU-VET udforer alle analyser. De laboratoriemassige procedurer for den passive (1) og aktive (2)
overvagning er i overensstemmelse med Kommissionens Afgerelse” og den diagnostiske manual (Beslutning
2006/437EL). Ikke alle metoder til uddybende molekyler karakterisering (3) er beskrevet 1 den diagnostiske
manual. Det enskede proveantal fremgar af nedenstiende skema.

1} Overvagning og tidlig pavisning af HPATI virus i dode vilde fugle
Alle prever undersoges med pan-influenza RT-PCE.

Overvagning af avieer influenza i vilde fugle i Danmark 2017
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Positive prever underseges med H> og H7 specifik RT-PCE.

H3- og H7-positive prever patogenicitetsbestemmes ved sekventering.

Der foretages opfelgende vimsisolation af H3/H7 positive prever. Virusisolater karakteriseres med Hl-test (H-
typning) og N-tvpning og/eller RT-PCE og sekventering.

2) Screening for LPAI virus i levende vilde fugle, der ndger en forhojer risike med hensyn il avier
influenza inkl. undersogelse af nedlagte fugle

Alle prover underseges med pan-influenza RT-PCE.

Positive praver underseges med H3 og H7 specifik RT-PCE.

H5/H7 positive prover patogenicitetsbestemmes ved sekventering.

Der foretages virusisolation pa pan-influenza positive prover.

Virnsisolater karakteriseres med HI-test (H-subtypning) og N-typning og/eller RT-PCE. og sekventering.

3) Molekyler karakterisering

Udvalgte prover fra den passive og aktive overvigning karakteriseres med sekvensanalyse og/eller RT-PCR af
HA og evt. NA og ovrige gener. Der sigtes primzert pa karakterisering af H> og H7 virus, sekundeert pa
subtypebestemmelse af avrige AT virus.

Lobende orientering om forleb

I 2. halvar indkalder FVST ved behov til meder (evt. i form af telefon- eller videolinkmede) mellem FVST,
SNM og DTU-VET om status pa proveantal. fund, eventuelle omfordelinger hvis det forventede antal fugle
indenfor formalene ikke kan opnas. etc. Ved fraver af moeder orienterer parterne hinanden pr. mail manedligt.

Afrapportering

DTU-VET sender resultaterne af den passive overvigning til FVST i form af laboratoriesvar og indtaster
endvidere resultaterne i databasen for “Proveresultater for fugleinfluenza™ Resultaterne er hermed
tilgzengelige pa den offentlige vildfugleoversigt pd FVST hjemmeside.

FVST foretager de Y:-arlige pligtige afrapporteringer til EU ultimo juli 2017 og ultimo januar 2018

DTU-VET udarbejder en samlet slutrapport med resultaterne af den passive og aktive overvagning.
Slutrapporten foreligger pa dansk senest medio marts 2018

FVST orienteres straks ved fund af HPAT virus. Fund af LPAT HVNO-China-2013 afrapporteres ligeledes
hurtigst muligt. men kreever molekyler karakterisering og kan tage op til 5 arbejdsdage fra pavisning af H7
subtype.
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Oversigt over antal fugle og prover i overviagning af Al i vilde fugle i Danmark 2017

Side 5 af7

Opzave Antal fugle Antal prover
{pools)

Aktiv overvagning i levende

vilde fugle

SNM 450 150

FVST veterinerenheder 450 o0

{nedlagt fjervildt)

I alt 200 240

Antal fugle (estimeret)

Antal prover (estimeret)

Passiv overvagning i dede
vilde fugle

DTU-VET (falavildp)

NS

FVST, Veteninerenheder

I alt 25

[ ]
LA

Kontaktpersoner

Charleotte K. Hjulsager og Lars E. Larsen, DTU-VET.
Pernille Dahl Nielsen, FVST.

Jesper Johannes Madsen og Easper Thorup, SNM.
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BILAG 1

Liste” over arter af vilde fugle, der skal gares til genstand for malrettet proveudtagning og testning for

avizer influenza (malarter)

Nr. | Videnskabeligt navn | Almindeligt anvendt navn |
. | Accipiter gentilis | Dushag |
. | Accipiter nisus | Spurvehag |
. | Anas acuta | Spidsand |
. | Anas clypeata | Skeand |

1

2

3

4

5. | Anas crecca | Krikand |
6. | Anas penslope | Pibeand |

7. | Anas platyrhynchos | Graand |

8. | Anas querquedula | Atlingand |

9. | Anas strepera | Knarand |

10. | Anser albifrons albifrons | Blisgas {europasisk underart) |
11. | Anser anser | Gragas |

12. | Anser brachyrhynchus | Kortnaebbet gas |
13. | Anser erythropus | Dvaerggas |
14. | Anser fabalis | Saedgs |

15. | Ardea cinerea | Fiskehejre |

16. | Aythya ferina | Taffeland |

17. | Aythya fuligula | Troldand |

18. | Branta bernicla | Knortegas |

19. | Branta canadensis | Canadagas |
20. | Branta leucopsis | Bramgas |

21. | Branta ruficollis | Redhalset gas |
22. | Bubo bubo | Stor hornugle |

23. | Buteo buteo | Musvage |

24. | Buteo lagopus | Fjeldvage |

23. | Cairina moschata | Moskusand |
26. | Ciconia ciconia | Hvid stork |

27. | Circus aeruginosus | Rerhag |

28. | Cygnus columbianus | Pibesvane |
29. | Cygnus cygnus | Sangsvane |

30. | Cygnus olor | Knopsvane |

31. | Falco peregrinus | Vandrefalk |
32. | Falco tinnunculus | Tarnfalk |

33. | Fulica atra | Blishgne |

34. | Larus canus | Stormmage |

? Liste fra Kommissions beshutning nr. 367 af 25. juni 2010 om medlemsstatemes gennemforelse af overvigningsprogrammer
vedrerende avizr influenza hos fjerkr= og vilde fgle
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35. | Larus ridibundus | Hattemage |

36. | Limosa limosa | Stor kobbersneppe |

37. | Marmaronetta angustirostris | Marmorand | (findes ikke i DK)
38. | Mergus albellus | Lille skallesluger |

339. | Milvus migrans | Sort glente | (sj=lden i DK)

40, | Milvus milvus | Rad glente |

41. | Netta rufina | Redhovedet and |

42. | Phalacrocorax carbo | Skarv |

43, | Philomachus pugnax | Brushane |

44, | Pica pica | Husskade |

45. | Pluvialis apricaria | Hjgjle |

46, | Podiceps cristatus | Toppet lappedykker |

47. | Podiceps nigricollis | Sorthalset lappadykker |

48. | Porphyrio porphyrio | Sultanhgne | {findes ikke i DK)
49, | Tachybaptus ruficallis | Lille lappedykker |

50. | Vanellus vanellus | Vibe |
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