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Introduc;on	  	  

  Vesicular	  disease	   	  Cloven-‐hoofed	  animals	  &	  <	  70	  wildlife	  species	  	  
  E;ology	   	   	  Aphthovirus	  genus/Picornaviridae	  (Belsham,	  1993)	  

  Economic	  losses	   	  EnGre	  Asian	  region	  (Tamilselvan	  et	  al.,	  2009)	  

  Pakistan 	   	  Rs.	  6	  billion	  annually	  (Zulfiqar,	  2003)	  
  Nature	   	   	  Endemic	  to	  Pakistan	  	  

  Serotypes	   	   	  O,	  A	  and	  Asia-‐1	  (Zahur	  et	  al.,	  2006)	  	  

  Farmers 	   	  ProducGon	  losses,	  exports	  and	  food	  security	  
  Persistence	   	  3-‐5	  years	  (caile	  &	  African	  buffaloes)	  	  

	   	   	  (Condy	  et	  al.,	  1985;	  Thomson	  et	  al.,	  1984)	  

  Silent	  carriers	   	  Caile	  &	  African	  buffaloes	  (McVicar	  &	  Sutmoller,	  1976)	  

  Recovery	   	   	   Live	   virus,	   38	   dpi	   (epithelia	   of	   pharyngeal	   region,	  	  	  
	  lymph	  node	  in	  caile	  (Juleff	  et	  al.,	  2008)	  

  Earlier	  work	   	  In	  caile	  and	  African	  Buffaloes	  	  
  Present	  study 	  Riverine	  Buffaloes?	  



  Research	  ques;ons	  

  Does	  FMDV	  persists	  in	  Asian	  buffalo	  	  
  If	  yes,	  can	  it	  be	  detected	  	  
  Where	  is	  the	  virus	  
  Which	  test	  is	  beier	  to	  detect	  the	  virus	  probang	  or	  oral	  swab	  
  either	  virus	  isolaGon	  or	  PCR	  

  Criteria	  for	  persistence/	  case	  defini;on	  

  Non-‐structural	  protein	  (NSP)	  FMDV	  posiGve	  animals	  
  Probang	  posiGve	  animals	  2X	  >28	  days	  appart	  
  No	  history	  of	  outbreak	  during	  past	  	  28	  days	  

  Study	  type:	   	   	   	  ProspecGve	  study	  	  

  Target	  animals:	  	  	   	   	   	  Asian	  Buffaloes	  	  

  Year: 	   	   	   	  2010-‐12	  



  Data	  collected	  	  

  Developed	   individual	   animal	   data	   collecGon	   sheet	   comprising	   of	  
following	  points	  

  Animal	  ID	  (Unique	  idenGfier	  for	  each	  animal,	  Ear	  tags	  1-‐300)	  	  
  Age,	  Sex,	  Species,	  History	  of	  FMD	  vaccinaGon,	  History	  of	  FMD)	  

  Farm	  selec;on	  criteria	  

  At	  least	  	  >20	  animals	  
  Animals	  with	  or	  without	  history	  of	  FMD	  vaccinaGon	  	  
  No.	  of	   farms	  which	  were	   included	   in	  the	  study:	  30	  farms	   in	  high	  risk	  

areas	  

  Sampling	  Criteria	  	  

  Animal	  with	  age	  >	  6	  months	  
  10	  samples	  from	  each	  farm,	  (300	  samples	  together)	  



  Blood	  collec;on	  	  	  
 Sera	  	  

 Oro-‐pharyngeal	  fluid	  collec;on	  	  
 OP	  fluid	  collected	  from	  donor	  buffaloes	  using	  probang	  cup	  	  

	  (1st	  round)	  

 Subsequent	  OP	  fluids	  collected	  only	  from	  FMDV	  NSP-‐PosiGve	  
animals	  (for	  a	  year	  at	  quarterly	  interval).	  	  	  



 Detec;on	  of	  FMDV	  specific	  an;bodies	  in	  sera	  	  
 CHEKIT	  FMD-‐3ABC	  bo-‐ov	  kit,	  IDEXX	  Laboratories,	  
USA)	  

 Detec;on	  of	  FMDV	  specific	  genome	  in	  OP	  fluid	  
 RNA	  extracGon	  and	  real	  Gme	  PCR	  

 Processing	  of	  OP	  fluid	  for	  virus	  recovery	  
 TTE,	  porcine	  kidney	  cell	  line	  (LF-‐BK)	  



  Confirma;on	  of	  FMDV	  isolate	  

 CPEs	  
 RT-‐PCR	  
 AnGgen	  detecGon	  ELISA	  (Sero-‐typing)	  

  Result	  Interpreta;on	  	  
Ct	  
values	  

Interpreta;on	   Indica;on	  

<	  29	  	   strong	  posiGve	   Abundant	  target	  nucleic	  acid	  in	  the	  
sample	  	  

30-‐37	   posiGve	  reacGons	   Moderate	  amounts	  of	  target	  nucleic	  acid	  	  

38-‐40	   Weak	  reacGons	  indicaGve	  
of	  minimal	  amounts	  of	  
target	  nucleic	  acid	  

Represent	  an	  infecGon	  state	  or	  
environmental	  contaminaGon?	  



89	  /300	  Animals	  were	  determined	  to	  be	  	  persistent	  

(2	  or	  more	  PCR	  posi;ve	  probangs/	  no	  clinical	  signs)	  

51/89	  Animals	  were	  found	  to	  be	  posi;ve	  for	  VI	  at	  
least	  once.	  

22/51	  Animals	  were	  VI	  posi;ve	  	  in	  2	  or	  
more	  sampling	  ;me	  points	  	   29/51	  Animals	  were	  VI	  posi;ve	  only	  once	  

RESULT	  S	  



26/51	  Animal	  VI	  +	  sequenced	  

Asia	  1 	  =	  18	  

O 	  =	  2	  

A 	  =	  6	  
TOTAL	  VP1	  =	  26	  

ASIA	  1 	   	  =	  18	  

O	   	   	  =	  2	  

A	   	   	  =	  6	  



Longitudinal	  Persistence	  Study	  

Remarks:	  
• 	  	  12	  buffalo	  –	  followed	  for	  1	  year	  
• 	  	  8	  with	  two	  of	  more	  PCR	  or	  VI	  posiGve	  (ie	  persistent	  infecGon)	  
• 	  	  1	  case	  serotype	  Asia1	  subsGtuted	  by	  A	  
• 	  	  	  4/8	  animals	  remaining	  persistent	  aser	  one	  year	  



FMDV	  SEROTYPES	  ISOLATIONS	  

Serotype	   1st	  	   2nd	  	   3rd	  	   4th	  	   Total	  	  

Animals=51	  

Farms=18	  

A	   9	   1	   3	   3	   16	  

Asia	  1	   17	   7	   7	   21	   52	  

ND	   3	   1	   4	  

O	   4	   1	   	  -‐	   	  -‐	   5	  

Total	   33	   10	   10	   24	   77	  
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