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Baggrund for projektet

e PRRS: Okonomisk belastende sygdom hos svin
- Beseetningen
- Nationalt

e Problembesatninger: Umuligt at eliminere PRRSV
— Vaccination
- Management

e Situationen i blitz vaccinerede/forsggt sanerede besaetninger
ikke klarlagt :

http://www.upi.com/Science_News/2015/12/08/Scientists-breed-pigs-resista nt»to»incurable»disease/l561449593261/
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Formal

i

At undersgge dynamik, persistens og genetisk karakteristika af PRRSV i 3
formodede stabile besaetninger

- Undersgge hvorfor PRRSV er til stede
— Hvilke sektioner var positive
— Undersgge forskellige diagnostiske metoder

http://www.porc-ex.dk/K%C3%B8b_Salg.asp

https://www.prrs.com/en/prrs/virus/

3 Veterinaerinstituttet, Danmarks Tekniske Universitet



Studiedesign - Inklusionskriterier

e Udvaelgelse af besatning:
— Stabilt sohold
— Blitz vaccination med Ingelvac PRRS® MLV
- Implementation af management strategi
— Problemer med PRRSV i klimastalden

e P4 baggrund af dette blev 3 besztninger udvalgt
— Idexx ELISA viste PRRSV antistoffer i 30 kgs grise
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Studiedesign — Kliniske observationer og spgrgeskema

i

Registrering af klinisk symptomer (4, 8, 12 ugers grise)
- Utrivelige grise

- Respirationsproblemer (hoste og nysen)
- Antal diarre klatter

4]

V4|

Spgrgeskema g]
- Produktionsdata \ =1
- Antibiotikaforbrug \ ~
- Management rutiner (McRebel) %m,
W4

L]

https://www.colourbox.dk/billede/mand-med-pen-og-spoergeskema-billede-1950144
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Studiedesign - Prgvestgrrelse/provetype =

6

Formodet praevalens pa 0-10% - stgrre praevalens hos aldre grise (12 ugers)
(Duinhof et al., 2011)

 Progvetype
- Blodprgver
- Tonsilsvaberprgver
- Placenta navlesnors serum prgver (PUCS)

- Luftprover (forsggsbasis)

http://www.thepigsite.com/pighealth/article/5
84/swabbing-the-nose-and-tonsils-for-
bacteria/
http://www.bioteknologiradet.no/2012/02/ge
ntesting-foreslar-
retningslinjer/blodprover_scanstockphoto_ima
ge_1297329web/
http://aerocollect.madebydelta.com/aerocolle
ct/apparatet/
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Studiedesign - Antal prgver/ aldersgrupper
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Blod serum 60 prover

8 ugers grise

30 prever

6 poolede praver

12 ugers grise

30 prever
6 poolede praver

7
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Studiedesign - Udtagnings strateqi
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e Luftprover
- 2 prgvemetoder
e Taget fra 4, 8 og 12 ugers grise
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Resultater og databehandling

e Spogrgeskema (afvigende fra retningslinjer):
— Kuldudjaavning
— AI/AU i farestald og klimastald
- Placering af nyfraveennede i farestald
- Vask af stgvler og haender

e Kliniske registreringer
— Intet at bemaerke (alle < 5%)

e Produktionstal (landsgennemsnittet)
- Besaetning 3
e Dgdfgdte/kuld T
e Fraveennede/kuld ¥
e Dgde til fraveenning 4
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Resultater og Databehandling

Blod serumm  Besa&tning 1
Besatning 2

Besatning 3

Tonsil svaber Bes®tning 1
Besatning 2

Besatning 3

Positive fund af PRRSV

=
=
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576 pools
ens. Ct-veerdi: 30,8

4’5 pools 6/6 pools
ns, Ct-veerdi 32,14 ns. Ct-veerdi: 32.3
3/6 pools 2/6 pools 6/6 pools
gns Ct-veerdi: 35,33 gns. Ct-veerdi: 34,32 _gns. Ci-verdi: 31,7 |
5/6 pools
egns. Ct-veerdi 35,9

Ingen PUCS eller luftprgver var positive
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Resultater og Databehandling
Sanger sekventering, ORF5
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Resultater og Databehandling
Next generation sequencing

NGS, Ion Torrent
« Kun fragment 2, fragment D

« Ingen quasispecies blev fundet

10 prgver gav brugbare sekvenser (metode 1)

Replicase Structural
> Proteins '}:* Profeins
) \ L ﬂ H 3
1a F? ¥
= I = & = [ = I = L- % Qg & Ir &3
0 2 4 6 & 10 16
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Hypoteser

H, 1: Der er ingen signifikant forskel i PRRSV forekomst ved sammenligning af real

time RT-PCR resultater fra PUCS og fra tonsil svaber (0O ugers grise).
- Der findes ingen forskel da alle disse prgver var negative

H, 2: Der er ingen signifiant forskel i PRRSV forekomst ved
sammenligning af real time RT-PCR resultater fra blod serum og tonsil
svaber (12 ugers grise).

- Ingen forskel. Dog ses signifikant forskel (p = 0,003) hvis man sammenligner Ct-vaerdier
(serum lavere end tonsil svab)

H, 3: Der er ingen signifikant forskel mellem virus load (Ct-veerdier) i forskellige
aldersgrupper.
- Der ses ingen signifikant forskel (p-veaerdi = fra 0,33 til 0,95)

H, 4: Der er ingen signifikant forskel pa PRRSV quasispecies og alderen af grisen.

- Der ses ingen forskel, da der ikke blev fundet nogen quasispecies.

H, 5: Der er ingen signifikant forskel pa antallet af kliniske syge dyr og PRRSV
status i blod serum.
- Der ses ingen signifikant forskel (p= 1).
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Diskussion - Resultater

Negative fund ved 0 ugers grise (PUCS, tonsil svaber)

=

« Sandt negative = stabilt sohold

 PUCS valideret metode ved PCV2 (Seate et al., 2016)

« Tonsil svaber ikke valideret ved denne aldersgruppe
« Falsk negative

« Insufficient prgveudtagning/ prgvestgrrelse

« Ingen eller for lav koncentration af PRRSV i tonsilerne

Negative fund ved luftprgver
Vi ved; Luftbaret transmission af PRRSV
« Ikke sensitiv nok til at detektere?
« Fortynding af PRRSV i luft
» Ct-veerdier indikere lav-vireemiske grise

« Pragver ikke oprenset, real time RT-PCR ikke valideret til detektion
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Diskussion - Resultater

Besaetning 1:
Positive pools kun ved 12 ugers grise (blod/tonsil)

Ingen direkte brud pa McRebel
Ingen vask ad haander og stavler
Intern biosikkerhed: Bevaegelse ml. afsnit

Besaetning 2:
Positive pools ved 8 uger (blod) og 12 ugers grise (blod/tonsil)

 McRebel strategi
« Fglger ikke AI/AU
Vask ad haander og stgvler ml afdelinger
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Diskussion - Resultater
Besaetning 3:
Positive pools ved 4 ugers grise (blod), 8 ugers grise (blod) og 12 ugers

grise (blod/tonsil)
4 ugers: Litteratur (voon et al., 1993) vireemi 3 dage PI

« Smittet i farestald:

e« 2 scenarier
« Tkke stabilt sohold

« Cirkulerende smitte

« Intern biosikkerhed
Fravaenningsgrise i farestalden (Murtaugh et al., 2010; Morrison

etal., 1996)

« Smittet i klimastand:
« Som beseetning 2
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Diskussion - Resultater

Kliniske symptomer pa PRRSV

« Generelt lav praevalens af kliniske symptomer

« Sammenhang mellem PRRSV i blod og praevalens af klinisk syge grise:
« Problematikker ved observationer
 Pa tveers af aldersgrupper/besaetninger
« Syntetisk cut-of vaerdi

« Vaccinerede besatninger
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Diskussion - Resultater

Sanger sekventering ORF5

» Stor lighed med Ingelvac PRRS® MLV
» Lille intraherd variation (cluster)

« En smule interherd variation

» Diagnostisk perspektiv

Next generation sequencing, Ion Torrent
« Ikke fuldgenom sekventering

« For lille koncentration af PRRSV

- Darlig kvalitet RNA

« Primer bindingssted
« Ingen quasispecies

« Stikprgve stgrrelse og fordeling

 \Vaccine strain
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Diskussion - Anbefalinger

Besaetning 1+2 (klimastaid)
e Skubbe virus ud
— AI/AU strikt
— Fokus pa intern biosikkerhed
- Hygiejne
e Sanering af klimastald (depopulering)

e Besatning 3 (farestald/klimastald?)
e Er sger stabile?
— Blodprgver af sger (real time RT-PCR)
e Nej: Blitz vaccinering
¢ Ja: Kontamination af farestald
« Kuldudjaevning (far 24 timer)
« Flyt nyfravaennede
e Klimastaldsproblem
« Samme anbefalinger som ved de andre besaetninger
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Validering af resultat/fejlkilder

Spgrgeskema
— Subjektive svar
- Ikke bekraeftet gennem kontrolbesgg

Fejlkilder i forbindelse med handtering af prgver
- Hygiejne
- Udtagning
— Transport
- Nedfrysning/optaning

“There's a flaw in your experimental design.
All the mice are scorpios.”

http://www.condenaststore.com/-sp/There-s-a-flaw-in-your-experimental-design-All-the-mice-are-scorpios-Cartoon-Prints_i8641553_.htm
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Konklusion

e PRRSV var tilstede i alle 3 besaetninger
e Ingen besatninger fulgte McRebel fuldstaendig
e Kun besaetning 3 viste tegn pa PRRSV i produktionsdata
e Lav praevalens af kliniske symptomer
e Negative PUCS og tonsil svaber ved 0 ugers grise = stabilt sohold
e Negative luftprgver
— Praecis metode?
e Detektionsmetode: Serum bedre end tonsil svaber

e Sanger sekventering af ORF5 - hgj lighed med Ingelvac
PRRS®MLV

— Lav intraherd variation
— Lille interherd variation
e Next generation sequencing:
— Ingen quasispecies
— ORF5 identisk med Sangers ORF5
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