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Hovedkonklusion

Det er muligt at bruge spyt i stedet for blod ved overvagning af frihed for PRRS-virus pa eks.
ornestationer. | en undersggelse kunne der pavises PRRS-virus i alle virustilsatte spytprgver,
selvom 17 % af ornerne havde heemmende substanser i spyttet. Sammenblanding af spytprover
med haemmende substanser i en pool medfgrte ikke, at resultatet af testen blev haammet mere end
ved prever fra enkelte orner.

Sammendrag

PRRS-virus blev tilsat 104 negative spytprever fra orner fra PRRSV-negative ornestationer. Der kunne
pavises PRRS-virus i alle spikede (virustilsatte) spytpraver, og selvom spyttet fra nogle orner
haemmede (inhiberede) PCR-reaktionen, sa mindre virus blev pavist i praven, havde det mindre
indflydelse pa resultatet af test af poolede prever. Der blev fundet inhibition pa tre af fem ornestationer
i varierende grad (13-34 %).

Spytpregver har en stor fordel, fordi prgverne kan udtages af personalet, og ornen/grisen ikke skal
fikseres under prgveudtagelsen, hvilket @ger arbejdssikkerheden og dyrevelfeerden under
preveudtagelse. Som de fem deltagende ornestationer erfarede, kan det vaere en udfordring at fa
eeldre orner/grise til at interessere sig for det sterile bomuldsreb til praveudtagelsen uden forudgaende
traening eller smags-/lugttilsaetning.

Spytpreverne blev indsamlet fra ornerne vha. et bomuldsreb, som spyttet blev vredet af, nar ornen
havde tygget pa det. Pa laboratoriet blev spytprgverne tilsat en veldefineret meengde virus (spiket), og
de spikede praver og kontrolprgver (vand tilsat samme maengde virus) blev analyseret med RT-qPCR.
Spytprever med ct-veerdier, der afveg mere end +2,0 fra kontrolprgver, blev karakteriseret som spyt
med inhibition. Ct-afvigelser under 2,0 blev betragtet som normale udsving i testen.



Baggrund

Ved overvagning af PRRS pa ornestationer udtages ugentlige blodprever fra en stikpreve af tilfaeldige
orner, der testes for PRRS-virus (PRRSV). Blodprgver kan hurtigt udtages ved samarbejde mellem
dyrleege og medarbejdere men kraever, at ornen kortvarigt fikseres med en trynebremse. PRRSV kan
pavises i bade serum (blodprgver), bloddraber, spyt, seed, lymfeveev og testikler [1,2,3,4,5], hvor spyt
kan udtages under starst hensyn til grisens velfeerd, da der ikke bruges fiksering under
proveudtagelsen. Orner kan risikere at blive testet for PRRSV flere gange i deres liv. Gentagen
fiksering kan medfare, at ornerne bliver sky eller mistroisk overfor personalet, hvilket kan fgre til farlige
situationer for medarbejderne under handtering af ornerne. Derfor kan spytpraver vaere med til bade
at age velfeerden for ornerne og arbejdssikkerheden for medarbejderne.

PRRSV findes mere konsekvent i blod og spyt, fordi PRRSV spredes i kroppen via blod og ser ud til at
have stor praeference for lymfevaev, f.eks. tonsiller (mandlerne i sveelget). Studier viser, at PRRSV kan
pavises i alle smittede grise bade i blod og spyt inden for de farste fire dage efter infektion, hvor
PRRSYV findes lidt tidligere i blodet (under 24 timer far) end i spyt og naesesvaber [1,6,7].

PRRSV kan ogsa udskilles i seed, men denne udskillelse er uforudsigelig. Ofte udskiller langt under
halvdelen af ornerne PRRSV i saeden, iseer i den farste uge efter infektion [5,7,8,9,10]. Derudover kan
der veaere ophold i virusudskillelsen i saed, hvor der i nogle dage ikke kan pavises PRRSV i seeden,
ligesom niveauet kan vaere meget lavt. | 2020 blev der fundet otte PRRSV-positive orner ved PCR-test
af blodpraver fra en PRRS-positiv ornestation. Derimod kunne der ikke pavises PRRSV ved PCR af
saden fra de otte orner [11]. Efterfalgende viste det sig, at seeden alligevel kunne inficere
fravaenningsgrise, hvor de ved et forsgg fik seeden sprajtet ind i bughulen. Det er ikke undersggt, om
saeden kunne overfgre PRRS til sger ved insemination. Forsgget bekraeftede, at det ikke er muligt at
fri-teste seed med PCR ved direkte test af saseden.

Spyt har mange funktioner, herunder at veere fagrste trin i fordgjelsen og beskytte mundhulen mod
infektioner. Det indeholder derfor en reekke forskellige substanser, f.eks. enzymer, som nedbryder
fade, mikroorganismer og rester af foderpartikler. Nogle af de substanser kan sandsynligvis virke
hammende (give inhibition) ved at nedbryde selve PRRSV i mundhulen eller pa reagenserne i
virustesten [12] og pavirke testens sensitivitet, dvs. hvor preecis testen er til at pavise virus i pragver.
Det kan korrigeres ved at gge stikprgvestarrelsen men forudsaetter, at man ved, hvor mange og hvor
meget praverne haemmes. Formalet med denne afprgvning var at undersgge, hvor meget PRRSV der
hammes i spytpraver fra orner for at kunne, tage hgjde for det ved fastlaeggelse af PRRS-
overvagning af ornestationer.



Materialer og metoder

Der blev udtaget spytprgver fra 104 orner opstaldet pa fem PRRS-
negative ornestationer. Spytpraverne blev taget ved hjaelp af
bomuldsreb, som blev haengt op i stierne ved hver orne i 30-45
minutter. Derefter blev rebet lagt i en plastikpose, hvor spyttet blev
vredet af rebet og overfart til en steril beholder. Der blev brugt rene
handsker ved handtering af rebet.

RT-PCR er en test, hvor
virusmaterialet i en prove
opformeres i cyklusser il
det kan males
(detektionsgreensen).
Ct-veerdien angiver det
antal cyklusser der skal til
for at opformere virussets
arvemateriale til
detektionsgraensen, dvs.
tallet kan ligge mellem 0 og
40 (eller det maksimale
antal cyklusser der kares).
Jo lavere veerdi, desto mere
virus er der i prgven.

Hvis ornen ikke havde udvist interesse for rebet, eller der ikke

kunne vrides mindst 1 ml spyt af rebet, blev reb og spyt kasseret, og
praven blev forsggt taget fra en ny orne eller den efterfglgende dag.
Prgverne blev opbevaret ved -20 grader, indtil de skulle analyseres.

Spytpraverne blev sendt til Kabenhavns Universitet, hvor de blev
spiket med (tilsat) en kendt meengde PRRSV. Vand spiket med
samme maengde PRRSV blev anvendt som positive kontroller
(vandkontrol). Real-time RT-PCR for PRRSV blev kart, og ct-
veerdierne for spiket spyt og spiket vand blev sammenholdt inden
for samme oprensning. Afvigelser pa ct-vaerdier +/- 1,1-2,0 mellem ct-vaerdier fra spiket spyt og spiket
vand blev betragtet som almindelige usikkerheder som pippeteringsvariation, oprensningsvariation
o.lign. Afvigelser pa ct-veerdier +2,1 eller mere mellem ct-vaerdier fra spiket spyt og spiket vand blev
betragtet som tegn pa inhibition (nedsat maengde virus pavist i prave).

Resultater og diskussion

Ornerne var 6-36 maneder gamle og havde veeret pa ornestationen i 19-881 dage, da spytpraverne
blev taget. Praverne blev taget fra hhv. 83 Duroc, syv Landrace og syv Yorkshire orner.

Der kunne pavises PRRSV i de spikede prgver fra alle 104 orner, men i 18 (17 %) af pr@verne blev
der pavist inhibition, dvs. der blev pavist mindre virus, end det prgverne var spiket med (Tabel 1).
Spikningsproceduren for de 18 praver blev gentaget med samme resultat. Der blev fundet inhibition i
de spikede prever fra bade Duroc og Landrace orner men ikke fra Yorkshire orner. Sandsynligvis er
det en tilfeeldighed pga. fa prgver fra Yorkshire orner. Inhibition kan skyldes en reekke forskellige
parametre herunder forskelle i fodersammensaetning, fodringstidspunkt i forhold til udtagelse af
prever, grisens immunstatus, mm. Ornernes alder og opholdstid pa ornestationen sa ikke ud til at
have indflydelse pa inhibition i spyttet (Tabel 1). De spikede pr@ver med inhibition blev fundet pa tre af
fem ornestationer med en forekomst i hhv. 13 %, 23 % og 34 % af spytpraverne.

Den gennemsnitlige grad af inhibition var 3,54 ct-enheder, hvilket svarer til, at den malte maengde
virus var ca. 1 log10 mindre end den tilsatte (sande) koncentration. | praksis betyder dette, at
felsomheden af testen er nedsat med ca. 1 log10, hvilket igen betyder, at test af svagt positive prever
(pr@ver med en ct-vaerdi mindre end 3,5 ct-vaerdier under cut off-vaerdien) vil generere et falsk negativt
svar. Typiske cut-off vaerdier for PRRSV RT-gPCR assays er ct 37-39.



Tabel 1. Antal orner med og uden inhibition i spyt, analyse-afvigelse (ct-afvigelse) fra kontrolpraver, alder og

opholdstid pa ornestation.

Med inhibition Uden inhibition
Antal 18 86
Ct-afvigelse (+/-std) 3,54 (+/-1,23) 0,22 (+/- 0,8)
Alder (+/-std) 414 (+/-165) 441 (+/- 170)
Opholdstid pa ornestation 203 (+/- 159) 245 (+/-172)

Efterfalgende blev pools testet med forskellige kombinationer af enkeltprgver med forskellige grader af
inhibition. Der blev testet syv pools med fem prgver og tre pools med ti praver. Tre af disse pools gav
et resultat, der afveg mere end 2 ct-veerdier fra resultatet af den spikede vandkontrol. Poolen med den
storste afvigelse viste et resultat, der var 5,5 ct-enheder hgjere end vandkontrollen og 2,2 ct-enheder
hgjere end gennemsnittet af de resterende prgver i poolen. Denne pool indeholdt tre praver, der
enkeltvis inhiberede reaktionen med over 2 ct-enheder, og to prgver, der enkeltvis havde inhiberet
reaktionen med 1-2 ct-enheder. Test af de gvrige pools gav resultater, der ikke afveg mere end 2 ct-
veerdier fra test af den spikede vandkontrol. | nogle tilfaelde gav poolen endda ct-veerdier, der var
lavere end det forventede gennemsnit af de enkeltpraver, der indgik i den pageeldende pool. Dette var
ogsa tilfeeldet for tre pools, der indeholdt to-tre prgver, som i enkelttest havde inhiberet reaktionen
med mere end 2 ct-enheder. Dette skyldes formodentligt, at de inhiberende substanser i enkeltprgven
fortyndes, nar prgven indgar i en pool.

Tabel 2. Resultat af test af pools med forskellige kombinationer af fem (pool 1-7) eller ti (pool 8-10) prever. Antal
> 2 ct, antal 71-2 ct samt antal < 1 ct angiver antallet af prgver, der indgik i poolen, som individuelt gav et
testresultat, der oversteg vandkontrollen med hhv. > 2, mellem 1-2 og under 1 ct-vaerdi.

Antal praver i poolen inddelt efter ct- Ct-afvigelse af pool :
Pool  Antal prgver . . Ct-afvigelse af pool
afvigelse fra vandkontrol fra gennemsnit af
nr. pr. pool fra vandkontrol
>2ct 1-2 ct <1ct enkeltprgver
1 5 3 2 0 2,2 5,5
2 5 3 1 1 -1,9 0,2
3 5 2 1 2 -1,4 0,3
4 5 0 3 2 0,3 1,5
5 5 1 0 4 0,2 1,2
6 5 2 0 3 0,7 29
7 5 2 0 3 -1,6 -0,4
8 10 6 3 1 2,0 4,7
9 10 2 4 4 -0,9 0,5
10 10 3 0 7 0,0 -1,6

Testen af pools antyder sdledes, at hvis den pagaeldende pool indeholder flere enkeltprgver med en
hgj grad af inhibition, kan disse praver i nogle tilfeelde medfgre nedsat falsomhed af testen, mens det i
andre tilfeelde ikke har vaesentlig betydning for resultatet.

Den potentielt nedsatte felsomhed bade som felge af pooling af prgver og inhiberende stoffer i
prevematerialet bgr indga i vurderingen af stikprevestarrelsen ved overvagning af ornestationer.
Orner har vist at udskille virus i kortere tid og i lavere meengder end grise i veekst, men de fleste
studier paviser dog virus i de fleste orner i perioden fra tre-fire dage til 14 dage efter infektion [13].

Der er ikke tidligere udtaget spytprgver fra ornerne, der indgik i denne afprevning. Medarbejderne pa
ornestationerne meldte tilbage, at processen var mere tidskraevende, bl.a. fordi ornerne generelt var



uinteresseret i at bide i bomuldsrebet. Samme erfaringer er beskrevet i udenlandske studier, hvor det
bemeerkes, at isaer aeldre dyr som sger og orner er mindre interesserede i at undersgge nyt i stien
[14]. Her afpravede man forskellige I@sningsforslag, hvor de fleste tager udgangspunkt i at give rebet
smag og lugt, som er interessant for grisene, f.eks. ved at gennemvaede rebet med aeblejuice og tarre
det [6,14,15]. Ulempen er, at provematerialet risikerer at blive uens og/eller forurenet og kan i vaerste
fald pavirke analyseresultatet, da reb med smag/lugt ikke kan kebes praefabrikeret. Et enkelt studie
konkluderede, at aeblejuice ikke pavirkede analysen af spyttet, men der findes mange aeblejuice-
varianter, og det vil vaere meget ressourcekraevende at undersgge om det geelder for alle varianter. Til
gengeeld erfarede samme studie, at de enkeltopstaldede orner fik mere interesse for det aeblejuice-
tarrede reb i Igbet af ganske kort tid. Det bgr derfor undersgges, om udtagelsen af spytpraver fra
ornerne kan lettes ved at treene dem forud for udtagelsen. For eksempel ved at haenge reb med en
tiltreekkende smag eller lugt i stien i en periode inden prgveudtagelsesdagen og derefter haenge et
rent bomuldsreb op pa selve prgveudtagelsesdagen.

Indsamling af frade fra ornerne i forbindelse med szedtapning vil veere en relativ let made at indsamle
prevemateriale, men et studium viste en noget lavere fglsomhed end spyt, hvorfor yderligere
valideringer er pakreevet fgr dette prgvemateriale kan tages i anvendelse [13].

Konklusion

Resultaterne af dette forsgg viste, at op mod hver femte prgve kan indeholde inhiberende stoffer, der
nedseetter fglsomheden af den anvendte PCR-test. Dette vil dog primaert have betydning for praver,
hvor maengden af virus er teet pa testens detektionsgreense. Det er derfor muligt at bruge spyt i stedet
for blod, nar der skal overvages for PRRS-frihed pa f.eks. ornestationer.

Hvis spytpraver skal anvendes til overvagningen af PRRSV pa ornestationer, bar denne risiko for
nedsat falsomhed tages i betragtning i overvagningsdesignet. Dette geelder ogsa i de tilfeelde, hvor
der gnskes at teste spytpraver i pools.

Spytpraver har en stor fordel over blodpragver, fordi praverne kan udtages af personalet, og
ornen/grisen skal ikke fikseres under prgveudtagelsen. Dette gger arbejdssikkerheden og
dyrevelfaerden under prgvetagningen. Til gengeeld kan det vaere en udfordring at fa aeldre orner/grise
til at interessere sig for det sterile bomuldsreb uden forudgaende treening eller smags-/lugttilseetning.
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