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Betydning af PRRS for den danske svineproduktion

¢ ¢k0n0mi5k (Kristensen et al. 2013)

— 112 mio. kr. arligt
* Tabt sundhedstillzeg
* (Pget dpdelighed
* Nedsat tilveekst

e Velfeerdsmaessigt
— Hojere dgdelighed
— Sekundazere infektioner
— Flere dedfpdte
— Hojere antal aborter



* |Information om luftbaren transmission er
vigtigt til at kontrollere PRRSV

* Metoder til at pavise PRRSV i luften kan vaere
effektivt til kontrollen af PRRSV



Formal

e Pilot studie:

— Undersgge om PRRSV kunne pavises i luften uden for en PRRSV-
positiv besaetning

e Felt studie 1:

— Undersgge afstanden hvorpa PRRSV kunne pavises uden for en
PRRSV-positiv besaetning sammenholdt med meteorologiske
risikofaktorer

e Felt studie 2:

— Undersgge om PRRSV kunne pavises inde i en PRRSV-positiv
beszetning i et stgrre studie og sammenligne resultaterne med
fund i blodprgver



Pilot studie

Validering af om PRRSV kunne pavises i luften uden
for en PRRSV-positiv besaetning

Validering af vejrstation

Periode: 10 december 2013 — 10 januar 2014

Hjzelp af Svinevet til at udpege PRRSV-positive
beszetninger med aktiv virusudskillelse (hgje titerveerdier i 1p7)



Besaetninger

Beszetning 1

Beszetning 2

Besaetning 3,

Besatning 3,

site 1 site 2
Besatnings- 1200 klimagrise 2000 slagtesvin 1100 slagtesvin 4800 klimagrise
storrelse 600 slagtesvin 1500 slagtesvin
200 polte
SPF-status SPF+Myc+DK Ukendt SPF+Myc+AP6+ SPF+Myc+AP6+
AP12+DK+ Vac AP12+DK+ Vac
Polte l.o. l.o. Egen produktion Egen produktion
Karantaene inde i Karantaene inde i
Besaetning 3, site 2  Besaetning 3, site 2
Vaccination Ingelvac ® PRRS Ingelvac ® PRRS
MLV MLV
Blodprgver positiv 23 Sep. 2013, 6 Dec. 2013, 5 Dec. 2013 5 Dec. 2013
for PRRS i IPT Type 1 Type 1+2 Type 2 Type 2

l.o.: Ikke oplyst



Cyklonen

Opsamlede 400 L luft/min

Luften blev centrifugeret i opsamlingsskalen,
hvor der var tilsat 10 mL PBS (Phosphate buffered saline)

Vaesken blev taget op med en pipette
Blev fyldt op i 15 mL rgr




Opsamling af luftprgver

e Cyklon 30 meter fra besaetningen i
vindretningen

 Opsamlede lufti 2 x 30 minutter
* | alt 20 prover "




Vejrmalinger

Vejrmaler opstillet i en radius af op til 5 meter fra
cyklonen

Opsamler data med 5 minutters interval i hele
opsamlingsperioden.

— Temperatur (° C)

— Luftfugtighed (%)

— Lufttryk (hPa) Iy
— Vindhastighed (m/s) '
— Vindstgdshastiged (m/s)

Gennemsnit beregnet




Opbevarelse/forsendelse/renggring

Prgver opbevaret i kpleboks

Opbevaret i kpleskab i max. 9 dage (kvisgaard 2014)

Afsendt i ESP blodprevekasse med
kpleelement/isterningpose

Imellem hver dag blev cyklonen
rengjort grundigt med Virkon S




Resultater, RT-PCR

Prove nr. Ct-veerdi/Genotype Antal dage i kpleskabet
Besatning 1 1 Negativ Sendt samme dag
2 Ct: 38,79; type 1 Sendt samme dag
3 Ct: 35,01; type 1 6
4 Negativ 6
Besatning 2 5 Negativ 1
6 Negativ 1
7 Ct: 37,25; type 1 Sendt samme dag
8 Negativ Sendt samme dag
Besatning 3, site 1 13-14 Negativ Sendt samme dag
15-16 Negativ 9
17-18 Negativ 8
Besatning 3, site 2 9-10 Negativ 5
11 Negativ 4
12 Ct: 38,8; type 1 4
19-20 Negativ 3



Resultater, vejrdata

PRRSV-positive PRRSV-negative p-vaerdi
vejrdage vejrdage
Temperatur (° C) 6,3-38,3 57-6,9 0,25
Luftfugtighed (%) 83-93 84 - 90 0,20
Lufttryk (hPa) 983,1-1017 978,1—-999,8 0,15
Vindhastighed (m/s) 0,6-2,5 1,0-4,4 .
Vindstgdshastighed (m/s) 1,0-3,0 1,3-5,5 0,07

.



Sammenligning af PRRSV-positive vejrdage
med forsgg af Dee et al. (2010)

PRRSV-positive vejrdage Dee et al. (2010)

Temperatur (° C) 6,3-38,3 -2,6-4,8
Luftfugtighed (%) 83-93 77 — 82

Lufttryk (hPa) 983,1-1017 979 -984
Vindhastighed (m/s) 0,6-2,5 1,4-1,9

Vindstgdshastighed (m/s) 1,0-3,0 2,8—-3,7




Felt studie 1

* Underspge om PRRSV kunne pavises i luften i op til 3
km fra en PRRSV-positiv besaetning i et stgrre studie
sammenholdt med meteorologiske risikofaktorer

* Periode: 14 januar — 26 februar 2014



Valg af besaetning

* Besaetning 3, site 2

— PRRSV type 1 blev fundet i luftprgver udenfor i
Pilot studiet

— Overvejende antistoffer mod PRRSV type 2 i IPT
men ogsa lave titerveerdier mod PRRSV type 1

 Habede at begge type kunne fanges i luften udenfor
beszethingen



Besaetning 3

 Multisite, 6 sites:
— To so-ejendomme
— Tre slagtesvinsbesaetninger
— En fra 7-100 kg (Besatning 3, site 2)




Indsamling af luftprgver
Besaetning 3, site 2

e 2 uger, 30 meter fra besaetningen
e 2 uger, 1 km fra besatningen
e 2 uger, 3 km fra besaetningen

— | alt 60 luftprever!




Vejrmalinger

« Samme parametre som Pilot studiet




Problemer undervejs

* 30 meter:
— PBS frgs til is (4720 prover) pga. blaest og chilfaktor pa
-14° C
— Undersggte hvor hurtigt det skete — 4 min!

— Cyklon pa bagsadet af bilen (4/20 prever; ogsa i 6/20
prgver ved 1 km)






Resultat af luftprgver

* Analyseret pa DTU-vet via RT-PCR

* ALLE 60 luftprgver negative for PRRSV!



Resultater, vejrdata

PRRSV-neg. PRRSV-neg. PRRSV-neg. PRRSV-pos. p-vaerdi?
vejrdage vejrdage vejrdage vejrdage
30 meter 1 km 3 km Pilot studie

Temperatur (° C) -6.5-4.8 1.2-8.8 1.2-8.8 6,3—-8,3 0.005
Luftfugtighed (%) 76 —-93 80-95 80-95 83-93 0.19
Lufttryk (hPa) 992.2 -1013.3 975.9 - 1002 975.9 - 1002 983,1-1017 0.88
Vindhastighed (m/s) 1.0-6.6 2.0-5.5 2.0-5.5 0,6-2,5 0.007
Vindstgdshastighed 1.0-7.0 2.5-6.6 2.5-6.6 1,0-3,0 0.02
(m/s)
Chill factor ned til -14.4° C  Chill factor ned til -

Kommentarer

4/20 prgver frosne 11.7° C
4/20 prgver pa bagsaedet 6/20 prgver pa bagsaedet

aSammenligning af PRRSV-negative vejrdage opsamlet 30 meter fra besaetningen med PRRSV-positive dage i Pilot studiet



Blodprever

60 blodprgver udtaget:

IDEXX ELISA RT-PCR
5 uger 0/20 0/4
(fraveennet 9 dg
forinden)
10 uger 20/20 (type 2) 4/4 (type 2)
(hgje maengder=108/ml)
16 uger 20/20 (type 2) 1/4 (type 2)

Analyseret pa bioScreen

(h@j maengde=108/ml)




Rebprover

12 rebprgver indsamlet:

IDEXX ELISA RT-PCR
5 uger 0/4 0/4
(fraveennet 9 dg forinden)
10 uger 4/4 (type 2) 0/4
16 uger 4/4 (type 2) 0/4

Analyseret pa bioScreen

* Dvs. blod- og rebprgver stemte ikke overens mht. pavisning
af virus!



Luftprgver, indenfor

e 4 |uftpr@gver opsamlet:

Ct-vaerdi/genotype

5 uger 38,38 (type 2)
(fraveennet 9 dg forinden)

10 uger 35,8 (type 2)
Sygesti, klimastald 35,5 (type 2)

16 uger 36,6 (type 2)

* Alle hgje Ct-veerdier — dvs. lave maengder af virus!



* Dvs. fraveennede pa davaerende tidspunkt PRRSV-
negative grise og grisene blev smittet i klimastalden

* Vi paviste endda PRRSV i luften hos de nyfraveennede
grise inden antistoffer/virus kunne pavises i blodet
via RT-PCR eller ELISA!



Amvervac
1-8-8
IngelvacPRRSMLY
EndNur Serum NA-MLY  DK155
EndNur Sarum NA-MLY DK156
EndNur Serum NA-MLYV  DK157
EndNur Serum NA-MLY DK1G8
MidFin  serum NA-WT  DK159

Sekventering

5,10
54,50

50,80
50,40
51,00
5140
50,70
54,50

20,80
57,00

54,20
54,50
54,40
54,80
53,40
55,60

5,70
53,20

48,60
48,20
48,90
49,20
48,50
52,40

4%

53,70

49,90
49,90
51,40
51,70
51,00
55,50

63,90
85,70

99,00
Py
1,30
170
1,00
5,60

63,20
84,90

98,70
98,70
FEE
0,30
1,70
5,60

* 4 poolede blodprgver fra slutningen af klimastalden:
— Hoj genetisk lighed med vaccinestammen (98,3 — 99%)

* 1 poolede blodprgve fra slagtesvin:

— Vildtype (94,8 % genetisk lighed med vaccinestammen)

63,00
84,60

98,50
98,30
99,70
%%
2,00
5,60

63,40
85,40

98,30
99,00
98,30
98,00

Fdk

5,60

61,40
83,70

95,00
9470
94,70
94,70
94,70

%



Hvorfor fandt vi ikke PRRSV i
luftprgverne udenfor?

* Frossen PBS

* Opbevaret for lzenge i kaleskab (rods kisgaard 20147

holdbarhedsstudie samt fundet PRRSV i Pilot studie ved 6 dage i kgleskab)

* Forsendelse



Hvorfor fandt vi ikke PRRSV i luftprgverne
udenfor (fortsat)?

* Cyklon pa bagsaedet af bilen (otake et o, 2010)

* Signifikant hgjere vind- og vindstgdshastighed
sammenlignet med PRRSV-positive vejrdage i Pilot
studiet (p=0,007; p=0,02)



Hvorfor fandt vi ikke PRRSV i
luftpreverne udenfor (fortsat)?

e Lav virusload i luften

* RT-PCR assay ikke sensitiv nok



Felt studie 2

* PRRSV kunne ikke pavises i luften uden for en
PRRSV-positiv besaetning i et st@grre studie

* Undersgge om PRRSV kunne pavises i luften
inden i en PRRSV-positiv besaetning i et stgrre
studie og sammenlignhe resultaterne med fund
| blodprever



Valg af besaetning

e Klinik hos sgerne i Sobesaetning 1 — akut udbrud

— Kristian Havn beslutter d. 27/4-14 at blitze alle sger, gylte, orner og
smagrise op til 30 kg

— Grisene vaccineres ved fraveenning frem til midten af august
* Besaetning 3, site 2

* Periode: 7 maj 2014 — 10 juli 2014



e Alle grise der blev indsat i Besaetning 3, site 2
var vaccineret

* Fravaennede grise fra bade Sobesatning 1 (akut
smittet) 08 Sobesaetning 2 (fri for PRRSV)



Luftprgver
e Luftprgver blev taget én gang i ugeni9 uger

* Cyklonen blev placeret i midten af rummet
ca. 50 cm over gulvet

_—




Tre grupper grise blev fulgt
Gruppe 1: 14 ugers grise, der ikke var vaccinerede

Gruppe 2: 13 ugers grise, der var vaccineret ca. 11
uger gamle (formentlig vaccineret efter de var smittet)

Gruppe 3: Grise i slutningen af klimastalden (ca. 10

uger) der var vaccineret ca. 1-9 uger gamle (formentlig
fedt virlemiske, smittet i farestalden eller i klimastalden)

Ca. 300 grise i hver stald
Imellem prgverne blev cyklonen skyllet for at forhindre falsk positive resultater



Blodprever

 5blodprever blev taget i hvert af de tre afsnit for
at folge maengden af virus i grisene sammenholdt
med luftprgverne

* Blodprgverne blev poolet i prgver af fem



RT-PCR resultater
Gruppe 1 og Gruppe 2

15514 | 21514 17-14 | 1I07-14

Samples 2/6-14 | 106-14 ITJ'E-H‘ 26/6-14

Ce2954 Co3les
Giroup |1

Ct3LTe Ceidldl

Cxroup 2

Hlnod Cr:35.68

ol Al sample collected this day was PRRSV real-time RT-PCR positive (type 2)
Air sample collected this day was PRRSV real-time RT-PCR negative

Stan‘end: The period where the groups were followed

* Lav frekvens i begge grupper
* Gr. 1: Luftprgver: 2/7; blodprgver: 1/6
* Gr. 2: Luftprgver: 2/8; blodprgver: 1/8
* Infektion ikke igangvaerende i hele forsggsperioden

* Ingen sammenblanding
* lkke undersggt i klimastalden

* Dobbelt sa mange positive luftprgver som blodprgver



RT-PCR resultater
Gruppe 3

40

35 - |

30 4

Ct-value
| o)
=

¥ Blond
samples

157

B Adr semples

10 7

[07/05/14 | 15/05/14 22/05/14 02/06/14 10/06/14 17/06/14  26/06/14 | 03/07/14 10/07/14
#Slaod samples)) 3275 | 309 | 3129 | 269 | 2953 | 2587 | 284 | 2779 |

“ Air samples 0 0 3532 | 3598 | 3408 | 3734 0 35,11 | 36,89

* PRRSV fundet i naesten alle prgver taget (luftprgver:6/9 og blodprgver: 8/8)
* Flere stalde sammenblandet (ogsa grise fra de to sobesaetninger)
* Smittet under akut udbrud (fgdt vireemiske, smittet som smagrise)

* Signifikant hgjere Ct-veerdier (lavere maengde virus) i luftprgverne end i blodprgverne (p=0,003)
« Formentlig pga. fortyndingseffekten



Sekventering af luft- og blodprgver

1 i 3 4 5 6 7
Ingelvac-EF484033_ORFS 1 7 7 6 5 4 6
Finisher pigs, non-vaccinated (Cr. 1), air, 15/5-14 | 2 98,84 14 13 12 11 13
Pigs end nursery (Gr. 3), blood, 10/6-14 3 / 98,84 § ' E 3
Pigs end nursery (Gr. 3), blood, 17/6-14 | 4 [| 99,000 BZ.84| 99,17 I A
Pigs end nursery (Gr. 3), blood, 26/6-14 | 5 99,17 Q’?E,{Il JEE,E? 99,50 b 10
Pigs end nursery (Gr. 3), blood, 3/7-14 | 6 | | 99,34 $818| 99,50/ 99,67 99,8 5 9
Pigs end nursery (Gr. 3), blood, 3/7-14 | 7 || 99,00/ B784f 99,50/ 99,34 98,83 99,67 1 u
Pigs end nursery (Cr. 3), blood, 10/7-14 | 8 9.83( /98,67 98,67| 98,84 99,00{ 99,17| 98,84 10
Pigs end nursery (Gr. 3), blood, 10/7-14 | 9 98,51 98,011 9851| 9834| 9851| 9818 9834

* Alle 8 luft- og blodprgver viste hgj genetisk lighed
med vaccinestammen (98,51 — 99,83%)



Hvor stammede de sekventerede virus fra?

* Fra vaccinationen den 27/4-20147

* Fra etisolat, der stammede fra vaccine-virus?



* Virus viste hgj genetisk lighed med
vaccinestammen (98,51 — 99,83%)

 Men det viste de sekventerede prgver fra Felt
studie 1 ogsa (98,3-99% ) og disse grise var ikke
vaccineret

* Virus sekventeret fra Gr. 1 viste ogsa hgj genetisk
lighed med vaccinen (98,84%) og grisene var
heller ikke vaccinerede



* Nogle af grisene undersggt 5-9 uger post
vaccination

e Studie viser udskillelse af vaccine i luften kun
13 dage post vaccination (veske et ai. 2012)

e Studie viser at ved vaccination post infektion
er det vild-typen, der dominerer i bade luft-,
blOd Og tOnSI| Skrab pr¢ver (Linhares et al. 2012)



Sammenligning af luft- og blodprgver

Luftprover, positiv  Luftprgver, negativ Total
Blodprgver, positiv 7 3 10
Blodprgver, negativ 3 9 12
Total 10 12 22

* Ingen signifikant forskel pa luft- og blodprgver i at
pavise PRRSV (p=0,683)

* Cyklon derfor effektiv redskab til at pavise PRRSV i en
besaetning



Hvorfra stammede PRRSV type 1 fundet udenfor
Besaetning 3, site 2 i Pilot studiet?

* En anden positiv besatning men type 2
e Sobesatning 1ifstand: 800 m)

* To besaetninger med
ukendt status



Konklusion

 PRRSV type 1 blev pavist i luften 30 meter fra tre
PRRSV-positive besaetninger

— Forste gang PRRSV er pavist i luften i Danmark/Europa
— Fgrste gang PRRSV type 1 er pavist luften

— Luftbaren transmission af PRRSV bgr formentlig
betragtes som en risiko i Danmark



Konklusion (fortsat)

e Signifikant hgjere vind- og vindst@dshastighed blev
fundet i PRRSV-negative vejrdage sammenlignet med
PRRSV-positive vejrdage (p=0,07; p=0,02)

 PRRSV type 2 kunne pavises i luften inden i en
PRRSV-positiv besaetning

 PRRSV blev pavist i luften hos nyfraveennede grise,
der var PRRSV-negativ i bade RT-PCR og ELISA



Konklusion (fortsat)

e Signifikant hgjere Ct-veerdier blev fundet i luftprgver
sammenlignet med blodprever (p=0,003)

* Cyklonen var en effektivt metode til at pavise PRRSV i
en PRRSV-positiv besaetning sammenlignet med
blodprgver

— Ingen signifikant forskel blev fundet mellem de to metoder (p=0,683)



Perspektivering

Monitorering af PRRSV i en besaetning

Kan anvende cyklonen i karantaenestalden inden
poltene frigives

Bedre dyrevelfeerd/tidsbesparende ved anvendelse
af cyklonen sammenlignet med blodprgver

Reb kan give falsk negative resultater



Stor TAK til...

DTU Veterinaerinstituttet

— Lars E. Larsen

— Lise K. Kvisgaard

— Charlotte K. Hjulsager
— Hue Thi Thanh Tran

Boehringer Ingelheim
— P. H. Rathkjen

Ma rgit Andrease N, Veterinaermedicinsk Industriforening
Svinevet
Besaetningsejere



Tak for opmaerksomheden!
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