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Sammendrag

Der var meget lidt genetisk variation blandt de PRRS virus (PRRSV), som blev fundet inden for
beseaetningen i 3 danske smagrise- og slagtesvinebesaetninger i lgbet af 6-11 maneder. Dette tyder pa,
at PRRSV i Danmark er mere stabilt og ikke sendre sig (mutere) sd meget som det er rapporteret fra
USA. Generelt var det sveert at pavise PRRSV i besaetningerne pa trods af mange blodprgver fra

forskellige aldersgrupper.
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Man kunne i denne undersggelse ved hjaelp af IPT-testen ikke afgagre, om en gruppe af grise ville
veaere PRRSV positive malt ved PCR.

Der indgik 3 uafheengige besaetninger i undersaggelsen. Besaetning 1 var integreret og Besaetning 2 og
3 havde kun smagrise og/eller slagtesvin (vaekstdyr). | besaetningerne blev der, cirka hver anden
maned i labet af 6-7 maneder, taget blodpreve af grise i vaekst. Blodprgverne blev undersggt for
PRRSV ved PCR, og fra PRRSV-positive praver blev PRRSV sekventeret.

| Besaetning 1 blev der ved alle 3 blodprgveudtagninger pavist PRRSV. | Besaetning 2 blev der ved 2
ud af 3 blodpreveudtagninger pavist PRRSV. | Besaetning 3 kun ved 1 ud af 3 blodprgveudtagninger.
Sekventeringerne viste, at det var det samme PRRSV, der blev pavist i de enkelte besaetninger hver

gang der blev isoleret PRRSV.

Baggrund

Porcint reproduktions- og respirationsvejsvirus (PRRSV) inddeles i to genotyper: type 1 (PRRSV DK)
og type 2 (PRRSV US). Inden for hver type findes der mange genetiske varianter (subtyper) af
PRRSV. Dette skyldes at PRRSV nemt muterer, det vil sige at genomet sndrer sig. Et andet ord for
dette er genetisk drift.

Der er ingen eller kun ringe krydsbeskyttelse mellem forskellige genetiske varianter af virus, dvs. at
flere genetiske varianter af PRRSV kan give problemer samtidigt eller med kort tids mellemrum hos de

samme grise.

Dette problem ses i dag i USA, hvor man lidt populaert siger: hver besaetning har sin egen genetiske
PRRSYV variant. | Danmark er der kun lavet f& undersggelser af genetisk variation i PRRSV, og der er
ikke lavet gentagne undersggelser i den samme beseetning over tid. Hvis der er stor genetisk variation
i PRRSV kan man risikere at de vacciner, der er pa markedet, ikke lzengere er virksomme, eller at de

diagnostiske tests der anvendes hverken paviser PRRSV eller antistoffer mod PRRSV.

Nar en dansk besaetning skal undersgges for PRRS benyttes hovedsageligt pavisning af antistoffer
mod PRRSV og ikke pavisning af selve PRRSV ved PCR. Antistoffer mod PRRSV kan pavises i to
forskellige tests: IPT-test og ELISA. | IPT-test kan antistofferne pavises fra 7-10 dage efter infektion og
op til 6-10 maneder efter infektion [2]. Det er dog kun de farste 3-4 uger efter infektion, at titrene vil
ligge hgit (over 1250). For ELISA gar der 8-14 dage fer antistoffer kan pavises, og de kan pavises i op
til 2 &r [1], [3]. Efter naturlig infektion med PRRSV vil der ved PCR kunne pavises virus i blod og spyt

fra grisen fra fa dage efter infektion og op til flere uger efter infektion [1], [2].



At pavise selve PRRSV i Danmark er forbundet med afseetningsmeessige udfordringer. Derfor
benyttes hovedsageligt IPT-testen til at vurdere om der har veeret cirkulation af PRRSV blandt en
gruppe af grise. Men der er ikke lavet sammenligninger af hvor god IPT-testen er til at afklare, om der

har veeret cirkulation af PRRSV under praktiske forhold.

Formalet med dette projekt var primeert at unders@ge den genetiske variation i PRRSV i Igbet af 6-11
maneder i tre danske beseetninger med grise i vaekst og sekundaert at sammenligne resultater fra IPT-

test og PCR-test pa grupper af grise.

Materiale og metode

Der indgik 3 PRRSV-positive beszetninger i undersggelsen. Besaetningerne var udvalgt tilfeeldigt

blandt besaetninger med formodet PRRSV cirkulation hos grise i veekst.

Beseetning 1

Besaetningen havde bade dansk og amerikansk PRRS samt almindelig- og ondartet lungesyge. Den
bestod af 200 sger, en klimastald, som blev fyldt over 4 uger og temt pa en gang, en ungsvinestald
med grise fra 15 til 35 kg og en slagtesvinestald. Der blev fravaennet 130 grise om ugen til rengjorte
klimastalde. Poltene blev vaccineret mod PRRS-DK i leverandgrbesaetningen og blev sat direkte ind i

besastningen.

Beseetning 2

Besaetningen var deklareret bla SPF med almindelig lungesyge og dansk PRRS i SPF-SuS. Den
bestod af sektionerede klimastalde, hvor grisene gik til 30 kg, og sektionerede slagtesvinestalde. Alle
stalde blev rengjort fgr indseettelse af nye dyr. Restgrise blev samlet i en buffersektion. Der blev
indkgbt 470 PRRS-negative grise pa 7 kg hver anden uge (sobesaetningen var fri for PRRSV og
deklareret SPF+MYK i SPF-SuS).

Besaetning 3
Besaetningen havde amerikansk PRRS, samt almindelig lungesyge og Ap12. Den bestod af en sektion
til ungdyr, hvor de gik, til de var store nok til at komme i slagtesvinestalden, samt to sektioner til

slagtesvin. Hver 14. dag blev der indkgbt 170 grise pa 30 kg.

Udtagning og analyse af blodprgver

Undersggelsen forlgb over 6-11 maneder. | hver besaetning blev der udtaget 60 blodpragver pr. gang,
3-4 gange med to til fire maneders mellemrum. Prgverne blev udtaget af de praktiserende dyrlaeger i
forbindelse med et radgivningsbes@g og indsendt anonymt til Veterinzerinstituttet, Danmarks Tekniske
Universitet (DTU-VET). En liste over hvornar der blev udtaget prgver i besaetningen og blandt hvilken

gruppe af grise kan ses i tabel 1.



Tabel 1. Fordeling af hvornar der blev taget praver af hvilken grupper af grise i de tre besaetninger der indgik i

undersggelsen.

Besztning Provegang Tidspunkt Fordeling af prover

1 Farste Maj 2012 20 prgver fra hver af grupperne 10, 15 og 30 kg
Anden September 2012 10 praver i hver af grupperne 30, 40, 50, 60, 80 og 100 kg
Tredje December 2012 20 prgver i hver af grupperne 40, 70 og 100 kg
Fjerde April 2013 30 praver blandt grise pa 40 kg, 20 prgver blandt grise pa 70

kg og 10 praver blandt grise pa 90 kg

2 Farste August 2012 20 prgver i hver af grupperne 15, 30 og 50 kg.
Anden Oktober 2012 20 prgver i hver af grupperne 15, 30 og 50 kg.
Tredje December 2012 20 prgver i hver af grupperne 15, 30 og 50 kg.

3 Forste Februar 2013 20 prgver i hver af grupperne 50, 70 og 100 kg.
Anden April 2013 20 prgver i hver af grupperne 50, 70 og 100 kg.
Tredje Juni 2013 20 prgver i hver af grupperne 50, 70 og 100 kg.

Pragverne blev analyseret for antistoffer mod PRRSV ved IPT-test [2]. Efterfalgende blev praverne
undersggt for PRRSV ved PCR, i fgrste omgang i pools af 10 prgver, og ved positive pools blev
preverne analyseret enkeltvis. En til fire PCR-positive prgver fra hver praveudtagning fik
efterfglgende sekventeret den del af PRRSV, der kaldes ORF5 [4]. Sekventering er en aflaesning af
den genetiske kode udtrykt af det enkelte PRRSV. Dette bruges til at bestemme hvilket virus, der helt
preecist findes i besaetningen. PRRSV sammenlignes med en referencestamme for henholdsvis
PRRSV type 1 og type 2. For PRRSV type 1 er referencestammen PRRS-vaccinen Porcilis ® PRRS
VET (Porcilis) og for PRRSV type 2 er det PRRS-vaccinen Ingelvac®PRRS VET (Ingelvac).

PRRSV-sekvenserne saettes ind i et fylogenetisk trae, som ger det muligt at se, hvor teet besleegtede
de sekventerede PRRSV er (svarer til et stamtrae). Det er inddelingen i grupper og lazengden af de

vandrette grene, der viser, hvor ens de enkelte PRRSV er. Jo mere ens jo mindre genetisk variation.

Sammenhaengen mellem PCR-positive grupper og resultater fra IPT-test pa samme gruppe af grise
blev analyseret. Analysen blev fortaget ved hjeelp af en logistisk regression (proc glimmix) med "PCR
pool” som outcome og graensen for IPT-testen som forklarende variabel. Besaetning indgik som
random effekt. Frihedsgraderne for testen blev estimeret ved hjeelp af "Satterthwaite” ved en Fishers
exact test. | farste omgang blev greensen for IPT-testen sat til, at hvis mindst en gris i gruppen havde
IPT-veerdi 250, var gruppen af grise positiv. Derefter blev analysen kgrt yderligere to gange, hvor
graensen for IPT var henholdsvis 2250 og 21250 for at undersgge om en hgjere IPT-greense ville gare

det nemmere at afggre om der havde veeret cirkulation af PRRSV.



Resultater og diskussion
Sekventering af PRRSV

Pa trods af mange blodprever, i alt 620 stk., i forskellige aldersgrupper af grise i vaekst, blev der ved
PCR fundet PRRSV i overraskende fa grupper af grise. | Besaetning 1 blev der pavist PPRSV ved

hver prgveudtagning, i Beseetning 2 kun to gange og i Beseetning 3 kun en gang.

| Besaetning 1 blev der ved den farste prgveudtagning bade sekventeret PRRSV type 1 og PRRSV
type 2. De sidste 2 gange blev der kun fundet PRRSV type 1. Der var meget lidt genetisk variation i
det PRRSV, som blev sekventeret over tid i besaetningen. Dette ses ved at "% identisk til Porcilis” ved

preveudtagningerne i Besaetning 1 ligger mellem 86,5-87 % (tabel 2).

Tabel 2. Sekventering af PRRSV over tid i 3 besaetninger angivet som henholdsvis "% identisk med Porcilis” for
type 1 og "% identisk med Ingelvac” for type 2. Jo teettere veerdierne for "% identisk med Porcilis” er indenfor en

besaetning, jo mere ens er de PRRSV der isoleres i besaetningen.

Sekventering af PRRSV
% identisk med Porcilis (type 1) % identisk med Ingelvac (type 2)
Besaetning 1
Maj 2012 86,6 %, 86,8 % og 86,8 % 95,5 %
September 2012 86,8 %, 86,8 %, 87 % og 87 %
December 2013 86,5 % 0g 86,8 %
April 2013 86,8 % og 86,8 %
Besaetning 2
August 2012 84,65 %
December 2012 84,16 %
Besaetning 3
Februar 2013 98,51 %

| Beseetning 2 blev der kun isoleret PRRSV ved PCR 2 gange. Ogsa dette PRRS-virus varierede
meget lidt over tid (tabel 2). | Beseetning 3 blev der kun pavist PRRS-virus fgrste gang, der blev taget
preover (tabel 2).

| det fylogenetiske trae ses, at de PRRSV, der er sekventeret indenfor en beseetning, ligger meget teet
pa hinanden (figur 1). Dette tyder pa, at PRRSV i Danmark er meget stabilt og ikke muterer sa meget
som i USA [5] og Dsteuropa [6], [7].



Besastning 2
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Figur 1. Fylogenetisk tree over PRRSV type 1 og type 2 isoleret rundt omkring i verden. Grgn er Beszetning 1, red Besaetning 2

og bla Beseetning 3. Med lilla er angivet referencestammen "Porcilis”.

Sammenhaeng mellem pavisning af PRRSV ved PCR og IPT

| Beseetning 1 havde meget fa grise antistoffer mod PRRSV i maj 2012 (figur 2). Alligevel kunne der

pavises PRRSV i alle tre aldersgrupper. Dette kan tyde pa, at grisene var smittet inden for den sidste

uge inden prgveudtagningen og derfor ikke havde naet at udvikle antistoffer. | september 2012 havde

meget fa unge (30-40 kg) grise antistoffer malt ved IPT, men de var alligevel PCR-positive. De zeldre
grise (50-60 kg) 1a hgjt i IPT og var PCR-positive, og de aeldste grise (80-100 kg) la hajt i IPT men var
negative i PCR. Igen et billede pa, at grisene smittes tidligt, og pa trods af haje IPT-vaerdier blandt



grise pa 80-100 kg (1250-6250), er det sandsynligvis ikke i den aldersgruppe PRRSV cirkulerer. Ved
de sidste to prgveudtagninger var det kun grise pa 40 kg, der var positive i PCR og en del grise havde
hgj IPT, hvilket tyder pa, at grisene var smittet med PRRSV inden for de sidste par uger inden
prgveudtagningen (figur 2).

Besaetning 1

100% -+ Praver udtagetfeorste gang (maj 2012)
20% |
0, =}
80% *
70% -
60% -
50% - 10 kg
E15kg
=30 kg

% grise

40%
30% -
20% -
*
d i
[}
250 1250 6250
IPTEUogUS

10% -

0%

g

100% - Pr

over udtagetanden gang (september 2012)
90% -
80% -
70% -

60% - =30 kg
m40 kg

50% -
m50 kg
40% - =60 kg
30% - m 80 kg
=100 kg
20% -
0% -
250

1250 6250

% grise

IPTEU



100% -

Prever udtagettredje gang (december 2012)
90% -
80% -
70% -
o 60% -
2 e
é’ 50% - & M40 kg
< 409 - m70 kg
m 100 kg
30% -
20% -
0% l
0 50 250 1250 6250
IPTEU
100% - Prever udtagetfijerde gang (april 2013)
90% -
80% -
70% -
60% -
[
2
& 0% - ® 40 kg
P
40% - & B 70 kg
m 90 kg
30% - x
20% - *
o B |
0%
0 50 250 1250 6250

IPTEU

Figur 2. Antistoffer mod PRRSV malt ved IPT i Beszetning 1. Figuren viser andelen af grise i % med hhv. IPT-veerdi 0, 50, 250,
1250 og 6250 for hver prevegang og for hver aldersgruppe. Stjerne * angiver at der er pavist PRRSV ved PCR i den

vaegtgruppe af grise.

| Besaetning 2 havde fa grise antistoffer mod PRRSV i IPT-testen fgrste gang, der blev taget prgver
(figur 3). Kun grupper pa 30 og 50 kg havde enkelte med IPT-veerdier pa 1250-6250, resten var
negative. Da pregverne samtidig var positive for PRRSV ved PCR, kunne det tyde pa en helt akut
smitte inden for den sidste uge inden prgveudtagningen. Anden gang blev der ikke pavist PRRSV ved

PCR, selvom der igen var positive dyr i IPT-testen. Tredje gang var det desvaerre ikke muligt, at



identificere vaegten pa de individuelle grise, der havde faet taget blodpraver. | en af grupperne var
grisene negative i IPT-testen men fik pavist PRRSV ved PCR. Grisene var altsa smittet med PRRS
meget kort tid inden preveudtagningen og havde ikke naet at danne antistoffer. En gruppe havde
blandede IPT-veerdier og fik pavist PRRSV ved PCR, hvilket tyder pa, at de var smittet 2-3 uger
tidligere. Den sidste gruppe havde ogsa hgje IPT-vaerdier (=250), men der kunne ikke isoleres
PRRSV, hvilket tyder pa at grisene var smittet med PRRSV mere end 3 uger tidligere. Alle grise pa 15
kg var negative i IPT, men der blev pavist PRRSV ved PCR, sa grisene er sandsynligvis smittet inden
for den sidste uge inden pregveudtagningen. Grise pa 30 kg var ogsa positive i PCR og havde veerdier
fra 0-6250 i IPT.
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Figur 3. Antistoffer mod PRRSV malt ved IPT i Besaetning 2. Figuren viser andelen af grise i % med hhv. IPT veerdi 0, 50, 250,
1250 og 6250 for hver prgvegang og for hver aldersgruppe. Stjerne * angiver at der er pavist PRRSV ved PCR i den

veegtgruppe af grise. Desvaerre var det ikke muligt i december 2012 at relatere prgverne til grisens vaegt.

Grisene i Besaetning 3 havde antistoffer mod PRRSV type 2 malt ved IPT (figur 4). Ved farste og
anden prgveudtagning var IPT-veerdierne hgje (1250-6250), ved tredje pr@veudtagning var de fleste
prever kun pa 250 i IPT. Der blev kun pavist PRRSV ved PCR den fgrste gang, det pa trods af at IPT-
veerdierne ogsa var hgje anden gang. PRRSV type 2 giver generelt hgjere veerdier i IPT end PRRSV

type 1. Dette kan forklare de meget hgje veerdier, pa trods af, at PRRSV ikke kunne pavises.
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Grisene er hgjst sandsynligt blevet smittet i den usektionerede ungsvinestald, det vil sige fer de kom i

slagtesvinestalden.

Besaetning 3
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Figur 4. Antistoffer mod PRRSV malt ved IPT i Besaetning 3. Figuren viser andelen af grise i % med hhv. IPT vaerdi 0, 50, 250,

1250 og 6250 for hver prgvegang og for hver aldersgruppe. Stjerne * angiver at der er pavist PRRSV ved PCR i den

vaegtgruppe af grise.

Det ser generelt ud til, at man ud fra IPT-testen har sveert ved at afgere, om der cirkulerer PRRSV i en

gruppe af grise.

En samlet opgerelse over fordelingen af PRRSV-positive grupper, malt ved PCR og resultatet af IPT-

testen kan ses i tabel 3.

Tabel 3. Fordelingen af antal positive prgver ved henholdsvis PCR-test og IPT-test.

IPT-test PCR-test P-veerdi*
Negativ Positiv

Mindst en gris 250 36 30 0.09

Mindst en gris 2250 34 28 0.15

Mindst en gris 21250 33 25 0.48

* Sammenligning af den aktuelle greenseveerdi med gvrige veerdier

Den statistiske analyse viste, at det ikke var muligt ud fra IPT-veerdien, at afggre om der kunne
pavises PRRSV ved PCR i en gruppe af grise, dette hverken ved en graense for IPT-testen pa 250
(p=0,09), 2250 (p=0,15) eller 21250 (p=0,48). Desveerre var der for fa observationer til at det var

muligt at unders@ge om antallet af dyr med hgj IPT i en gruppe kunne sige noget om risikoen for at

PRRSV cirkulerede.
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Konklusion

Der var meget lidt genetisk variation blandt de PRRS-virus (PRRSV), som blev fundet indenfor

besaetningen i 3 danske slagtesvinebeseetninger i Igbet af 6-11 maneder. Dette tyder pa, at PRRSV i

Danmark er meget mere stabilt og ikke muterer sa let inden for en besaetning som i eksempelvis USA.

Generelt blev der pavist meget lidt PRRSV i besaetningerne pa trods af mange blodpraver fra

forskellige aldersgrupper.

Man kunne i denne undersggelse ved hjeelp af IPT-testen ikke afgere, om en gruppe af grise ville
veere PRRSV-positive malt ved PCR.
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