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Hovedkonklusion

Blod er bedre end saed til pavisning af PRRSV i det akutte stadie af smitte med PRRSV. Det var
konklusionen pa en undersggelse baseret pa materiale fra 35 orner, som blev slagtet ud fra en
ornestation, der var smittet med PRRSV1. Blandt 16 orner, der var "akut” smittede, var syv orner
PRRSV-positive i blod, men negative i saed - og kun en orne positiv i seed og negativ i blod. Blandt
de 19 orner, der var "kronisk” smittede, var fire orner positive i blod, men ikke i seed - og tre orner
var positive i saed og negative i blod. De histologiske undersggelser afslgrede kun fa forandringer i
veev fra ornerne. Da overvagningen af ornestationer er designet med henblik pa pavisning af
PRRSYV hurtigst muligt efter smitte, bekraefter resultatet af denne undersggelse, at blod er det
materiale, der er bedst egnet til denne type af overvagning. Resultaterne viser ogsa, at en PRRSV-
negativ test af blod i et kronisk stadie ikke er en garanti for, at der ikke kan veere PRRSV i saeden.

Sammendrag

Blod var langt bedre end szed til pavisning af PRRSV i det akutte stadie af smitte med PRRSV. Det
var konklusionen pa en undersggelse baseret pa materiale fra 35 orner, som blev slagtet ud fra en

ornestation, der var smittet med PRRSV1 i sommeren 2019. 19 af ornerne var sandsynligvis smittet
med PRRSV1 tidligt i forlabet ("kronisk™), og 16 orner var sandsynligvis smittet med PRRSV1 sent i
forlgbet ("akut”).

Materialet fra ornerne, som indgik i undersggelsen, var blod og saed samt veev fra testikel og bitestikel
(hoved, midt og hale). Alle praver blev undersggt for PRRSV1 med PCR.

| alt blev der pavist PRRSV1 i 46 % af blodprgverne fra ornerne pa slagtetidspunktet, mens kun 22 %
af seedpreverne testede positiv. | 11 tilfaelde var en blodprgve PRRSV-positiv, uden at der kunne
pavises PRRSV i seeden. Blandt "akut” smittede orner var syv orner PRRSV-positive i blod men
negative i saed, og kun én orne var positiv i saed og negativ i blod. Blandt de orner, der var "kronisk”
smittede med PRRSV, var fire positive i blod men ikke i saed, mens tre orner var PRRSV-positive i
saed men negative i blod.



Alle, pa naer én, af de "kronisk” smittede orner havde ved slagtning dannet PRRSV-antistoffer. |
gruppen af "akut” smittede var fire orner antistof-negative, sandsynligvis fordi de var smittet teet pa
aflivning.

Der blev fundet fa forandringer ved histologisk undersagelse af vaevsprgver fra ornerne. | fem testikler
blev der pavist omrader med Leydigske celler uden kerner og ét tilfeelde med kaempecelledannelse i t.
seminiferi. | bitestiklene blev der pavist mononukleeere celleinfiltrationer i lumen af ductus epididymidis
samt keempecelledannelse i ductus epididymidis.

Da overvagningen af ornestationer er designet med henblik pa tidlig pavisning af PRRSV i det akutte
stadie, bekraefter resultatet af denne undersggelse, at blodpraver er bedre end saedpraver til denne
type overvagning, men resultaterne understreger ogsa, at en negativ PRRS-test af blod ikke er en
garanti for at der ikke kan vaere PRRSV i saeden, hvis ornen er smittet med PRRSV.

Baggrund

Porcin reproduktions- og respiratorisk syndrom (PRRS) er en smitsom sygdom, der skyldes PRRS-
virus (PRRSV), som findes i to typer, PRRSV1 og PRRSV2 [1]. Nar grise smittes med PRRSV, opstar
der ofte vireemi, som betyder, at PRRSV cirkulerer i blodbanen. PRRSV transporteres dermed rundt i
hele dyrets krop og spredes til alle organer. PRRSV inficerer immunceller (f.eks. makrofager) [2], der
primeert findes i milt, lymfeknuder og mandler men ogsa i lungevaev og testikler. Efter smitte med
PRRSV er der en inkubationsperiode pa en-fire dage, og grisene kan derefter vaere vireemiske i fire-
seks uger [3,4]. | Igbet af infektionen kan grisen ogsa udskille PRRSV via sekreter (naeseflad, spyt,
urin, seed, gadning) [3,5]. Zldre dyr, som orner, kan dog have et kortere forlgb [6,7].

En blodprgve kan undersgges for bAde PRRSV og PRRSV-antistoffer. Virus i blodet kan pavises i op
til fire-seks uger efter smitte. Antistoffer kan derimod pavises laenge efter smitte (fire-otte maneder),
men antistofferne dannes farst 10-14 dage efter infektion med PRRSV [8]. | ornesaed har man fundet
PRRSV i op til 92 dage efter eksperimentel smitte med PRRSV, og det formodes derfor, at virus kan
opholde sig leengere tid i testiklerne end i blodet [6].

Ved histologisk undersggelse, hvor man undersgger veev i et mikroskop, er der hos eksperimentelt
smittede orner rapporteret varierende resultater. Et enkelt studie fandt ingen forandringer i testiklerne
[7], hvorimod andre fandt lejlighedsvis dannelse af keempeceller i t. seminiferi [9,10]. Derudover blev
der pavist hyperspermatogenese og nekrose af spermatogonier [9] eller aget afstadning af
spermatocytter i t. seminiferi [10].

Langt hovedparten af studier af orner og PRRSV er gennemfart som eksperimentelle studier. Derfor
mangler der en bekreeftelse af, at det, der pavises i eksperimentelle studier, ogsa genfindes i naturligt
smittede orner.

Formalet med undersggelsen er at analysere sammenhaengen mellem PRRSV i blod, saed og testikler
fra orner, der er naturligt smittet med PRRSV pa en ornestation. Derudover at undersgge hvilke
histologiske forandringer der opstar i testikelvaev efter infektion med PRRSV, og hvilke celler i testiklen
der inficeres med PRRSV.



Materialer og metoder

De inkluderede orner stammede fra en ornestation, som i sommeren 2019 blev smittet med en ny
variant af PRRSV [11]. Efter smitte med PRRSV blev ornestationen totalsaneret og alle orner slagtet.

Ornerne blev udvalgt pa baggrund af, om de gik i den farste sektion, der blev fundet PRRSV-positiv
tidligt i forlebet ("kronisk”), eller om de gik i den sektion, der blev smittet med PRRSV sent i forlgbet
("akut”).

Ornerne blev slagtet over to dage (7. og 8. august 2019).

"Kronisk” omfatter orner i den sektion, der sandsynligvis var smittet med PRRSV i starten af juli og
dermed var lzengere henne i infektionsforlgbet, da de blev slagtet. Ornerne stammede fra sektionen,
hvor den ferste orne med PRRSV-antistoffer blev pavist 22. juli. Den 27. juli havde 18 ud af 19 orner
PRRSV-antistoffer, og 18 ud af 19 orner var positive for PRRSV ved PCR. Den ene orne, der var
PCR-negativ den 27. juli, havde vaeret PRRSV-positiv ved PCR den 22. juli.

"Akut” omfatter orner, der sandsynligvis blev smittet med PRRSV sent i forlgbet og var derved i en
mere akut fase af infektionen ved slagtning. Ornerne stammede fra en sektion, hvor kun to ud af 44
orner havde PRRSV-antistoffer en uge far slagtning (31. august), mens syv af otte pools af blodpraver
var positive for PRRSV i PCR.

Dagen far slagtning blev ornerne tappet og saedpregven sendt pa kel til Kebenhavns Universitet (KU).
Pa slagteriet blev der opsamlet en blodprave fra ornerne i forbindelse med afblgdning. Efter
veterinaerkontrollen blev testikler inkl. bitestikel udtaget og transporteret pa kel til KU.

Pa KU blev blod og saed samt veev fra testikel og bitestikel (hoved, midt og hale) undersggt for
PRRSV1 med RT-gPCR (PCR) [12]. Prgver med en ct-veerdi over 40 blev betegnet negative, prover
med en ct-veerdi mellem 35-40 som svagt positive og prgver med en ct-vaerdi under 35 som positive.
Samtlige blodpraver blev ligeledes undersggt for antistoffer mod PRRSV1 ved ELISA [13].

For at afklare, om seed og testikelveev indeholdt levende virus, og ikke bare dgde rester af PRRSV-
virusgenom, blev der udfgrt dyrkning fra seks orner. Ornerne blev udvalgt pa baggrund af, om
testikelvaev og saed fra samme orne var PRRSV-positiv, eller hvis ornen var PRRSV-positiv i testikel
men PRRSV-negativ i seed og omvendt. To af ornerne var "akut” smittede, og fire var "kronisk”
smittede [14].

For at undersgge, hvilke forandringer der kan pavises i testikler og bitestikler som faglge af en PRRSV-
infektion, blev der udfert histologisk undersggelse. Materiale fra testikel og bitestikel fra alle orner blev
overfart til formalin, indstgbt i paraffin og farvet med haematoksylin og eosin. For at klarlzegge
forekomsten af forandringer, som ikke skyldtes PRRSV i testikler og bitestikler hos aeldre orner, blev
der indsamlet materiale fra ti orner (kontrolorner), slagtet fra en PRRS-negativ ornestation.

Alle snit fra testikler og bitestikler blev ogsa undersggt immunhistokemisk for at undersgge, om og
hvor PRRSV-antigen kunne pavises i veevet [15].

Resultater og diskussion

Ingen af ornerne havde i perioden fra starten af juli og indtil slagtning haft kliniske symptomer.



Pa slagteriet blev der indsamlet blod og testikler fra 35 orner, hvoraf 19 af ornerne var "kronisk”
smittede, og 16 orner var "akut” smittede. Desvaerre var der kun udtaget seedprave fra 32 af ornerne.
Af de tre orner, der ikke blev indsamlet szed fra, var én "kronisk” smittet og to "akut” smittet.

Ved aflivning havde 18 ud af de 19 "kronisk” smittede orner PRRSV-antistoffer. Den ene orne, som
ikke havde PRRSV-antistoffer, var PRRSV-positiv ved PCR 10. juli men havde hverken PRRSV-
antistoffer 10. juli, 27. juli eller ved aflivning 8. august. Det er tidligere beskrevet, at enkelte grise ikke
danner antistoffer efter smitte med PRRSV, og der er tilsyneladende tale om sadan et dyr.

Af de 16 "akut” smittede orner var der fire orner, der ikke havde PRRSV-antistoffer ved aflivning. To af
ornerne havde faet pavist PRRSV ved PCR 22. juli, de to resterende 31. juli. Om de manglende
antistoffer skyldes, at ornerne er smittet med PRRSV for teet pa aflivning, til at de har naet at danne
antistoffer, eller om de ikke danner antistoffer i et niveau, der kan méles, vides ikke.

Pavisning af PRRSV i materiale fra ornerne

PRRSYV blev pavist bade i blod, saed, testikel og bitestikel (Figur 1). Overordnet set blev der oftere
pavist PRRSV i blod end i seed, ligesom veev fra testikler og bitestikler oftere var positive for PRRSV
end sad. Saed ser ud til at veere et darligere materiale til pavisning af PRRSV end blod og
testikler/bitestikler.
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Figur 1. Procentvis fordeling af PRRSV1-positive prgver i materiale udtaget fra orner smittet med PRRSV.

Feerre orner, der var "kronisk” smittede med PRRSV, var positive for PRRSV1, bade i blod, szed og
vaev, end orner, der var "akut” smittet med PRRSV1 (Figur 2). Selvom alle ornerne otte-ti dage
forinden indgik i pools, som var positive for PRRSV1, havde kun 46 % af ornerne PRRSV1 i blodet



ved slagtning. Flere af de "akut” smittede (75 %) havde PRRSV1 i blodet end de "kronisk” smittede
(21 %). Det er i god overensstemmelse med andre studier, der har vist, at der efter smitte af en
gruppe grise findes flest PRRSV positive blodprgver 3-14 dage efter smitte, hvorefter antallet af
PRRSV positive praver falder i Igbet af de kommende to-seks uger, til alle grise er PRRSV negative
[3,4]. Der blev fundet neesten lige mange PRRSV-positive prgver fra vaev fra bitestikel hoved og midte
som i veev fra testikel. Dette star i kontrast til en spansk undersggelse, hvor PRRSV oftere blev pavist
i bitestikel hoved end bitestikel midte og hale og sjaeldent pavist i testikelveev [11]. Arsagen kan veere,
at den spanske undersggelse var et eksperimentelt studie med fa orner, som blev aflivet lgbende i en
maned efter inokulering med PRRSV.

Sammenhaeng mellem pavisning af PRRSV i forskellige prgvematerialer
Ved 11 orner (34 %) var en blodprave PRRSV-positiv, uden at der kunne pavises PRRSV i seeden.
Der kunne kun pavises PRRSV1 i syv saedpraver ud af 32 (22 %), og fire af disse praver var ikke
positive i blod (Figur 2). Tre af de positive orner var "kronisk” smittede, mens en orne var "akut”
smittet. At tre orner, som var “kronisk” smittede med PRRSV1, findes PRRSV-positive i saed men
negative i blod, stemmer overens med andre undersggelser, som har pavist, at saed kan veaere positiv
for PRRSV i leengere tid end blod [6]. Det er ogsa veerd at bemaerke, at en ornestation vil vaere fundet
positiv pa blodprgver bade ved pavisning af PRRSV og PRRSV-antistoffer, far man kommer til en
situation, hvor kun saed er positiv for PRRSV.
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Figur 2. Pavisning af PRRSV1 ved PCR for orner smittet med PRRSV1 enten "kronisk” eller "akut”. De mgrkebrune felter

indikerer klart positive (ct-vaerdi under 35), og de lysebrune felter indikerer svagt positive prgver (ct-vaerdi 35-40). De blanke

felter angiver negative praver. NA angiver, at der ikke er indsamlet en prave.

Veaeyv fra testikel og bitestikel var oftere PRRSV-positiv end blod hos de orner, der var "kronisk” smittet
med PRRSV (Figur 2). Dette tyder pa, at PRRSV kan findes i f.eks. testikel/bitestikelvaev, efter at
PRRSYV er fiernet fra blodet. Resultatet her stemmer ikke helt overens med en spansk undersggelse
af orner, der eksperimentelt var smittet med PRRSV [16]. Den spanske undersggelse paviste ikke
PRRSV i testikel/bitestikelvaev fra en orne aflivet 23 dage efter smitte, som var PRRSV-positiv i blod. |



to orner, som var PRRSV-negative i blod og aflivet hhv. dag 30 og 37 efter smitte, blev der heller ikke
pavist PRRSV i testikel/bitestikel [16]. Denne forskel kan skyldes, at ornerne i vores undersggelse var
naturligt smittet med PRRSV, hvorimod ornerne i den spanske undersggelse var eksperimentelt
smittet og udgjorde et lavt antal. | bade indevaerende og det spanske studie var en PRRSV-positiv
vaevsprgve fra testikel eller bitestikel ikke ensbetydende med, at der var PRRSV i szed.

Dyrkning

Det lykkedes ikke at dyrke PRRSYV fra testikelvaev og seed. Det ser derfor ikke ud til, at infektigst
PRRSYV fandtes i testikler og seed, pa trods af at PRRSV var pavist ved RT-gPCR direkte pa vaevet.
Selvom der ikke kunne dyrkes PRRSV fra saed og testikler, kan det ikke afvises, at en levende virus er
til stede og vil kunne smitte, da fglsomheden ved virusdyrkningen ikke er seerlig stor.

Histologisk og immunohistokemisk undersggelse

Ved den histologiske undersggelse blev der pavist en raekke forandringer bade i de PRRSV-positive
orner og i de PRRS-negative kontrolorner. | testiklerne blev der pavist fokale, interstitielle
mononuclzaere celleinfiltrationer, hyperaemi, fokale omrader med tubulaer degeneration (nekrose/atrofi),
og i bitestiklerne blev der pavist interstitielle omrader med mononukleer celleinfiltration. Disse
forandringer samt vakuolisering af epitelceller i ductus epididymidis blev pavist bade hos de orner, der
var smittet med PRRSV, samt kontrolorner uden PRRSV. Disse forandringer ma derfor forventes at
veaere normalt til stede hos aeldre orner.

Der blev fundet en reekke forandringer, som kun blev pavist hos de orner, der var smittet med PRRSV
(Tabel 1). | fem af testiklerne blev der pavist omrader med Leydig celler uden kerner og ét tilfaelde
med keempecelledannelse i t. seminiferi. | bitestiklerne fra ti af de PRRSV-smittede orner blev der
pavist mononukleaere celleinfiltrationer i lumen af ductus epididymidis, og fire orner havde
kaempecelledannelse i ductus epididymidis. Alle forandringer i testiklerne blev fundet i "kronisk”
smittede orner, ligesom hovedparten af orner med forandringer i bitestiklerne var "kronisk” smittede.

Tabel 1. Histologiske forandringer i testikel og bitestikel, som var unikke for orner naturligt smittet med PRRSV1.

Laesioner ‘ Orne

Testikel

Omrader med Leydig celler uden kerner 1,2,5,6,18

Kaempecelledannelse i t. seminiferi 14

Bitestikel

Mononuklezere celleinfiltrationer i lumen af ductus epididymidis 1,10, 11,13, 16, 17, 24, 27, 31, 35
Kaempecelledannelse i ductus epididymidis 7,10,13, 14

Ved den immunohistokemiske undersggelse blev der pavist f& makrofager, som var positive for
PRRSV-antigen, fokalt/sporadisk udbredt i interstitiet i én testikel samt tre bitestikler fra orner, der var
"kronisk” smittet med PRRSV. | to af ornerne var der ikke pavist PRRSV ved RT-qPCR direkte pa
testikel eller bitestikelvaev. Forskellen skyldes sandsynligvis, at der generelt var meget lidt PRRSV til
stede, og man derfor skal vaere heldig at tage sin prove lige dér, hvor der er tilstraskkeligt med
PRRSV, til at pr@ven bliver positiv.

Alt i alt tyder de histologiske undersagelser pa, at der kun har vaeret en mindre reaktion i testiklerne,
hvilket ogsad harmonerer med tidligere undersagelser [7,9,10], og at ingen af ornerne havde kliniske
symptomer pa PRRSV pa noget tidspunkt i forlgbet.



Konklusion

| det akutte stadie af smitte med PRRSV1 var undersggelser af blod bedre end undersggelser af saed.
Senere i forlgbet kan PRRSV1 findes i bade saed og testikel/bitestikel, selvom PRRSV ikke leengere
kan pavises i blod. De histologiske undersagelser afslgrede kun fa forandringer i vaev fra ornerne.

Da overvagningen af ornestationer er designet med henblik pa tidlig pavisning af PRRSV, bekraefter
resultatet af denne undersagelse, at blodprgver er bedre til denne type overvagning, men resultaterne
understreger ogsa, at en negativ test af blod ikke er en garanti for, at der ikke kan veere PRRSV i
saeden, hvis ornen er smittet med PRRSV.
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