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KVANTITATIV PCR KAN VARE ET GODT
SUPPLEMENT TIL PAVISNING AF
CYTOMEGALOVIRUS-INFEKTION

MEDDELELSE NR.1162

Naesesvaberprgver undersggt ved kvantitativ PCR er vaerdifulde i forhold til
diagnostik af Porcint Cytomegalovirus-infektion pa levende smagrise og kan i vid

udtraekning erstatte histologi af naeseslimhinde fra obducerede dyr.
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Sammendrag

Undersggelse pa levende grise kan erstatte omkostningstung histologi fra naeseslimhinden nar
Cytomegalovirus skal pavises. Metoden er en Real-time kvantitativ PCR (qPCR) pa

naesesvaberprgver til rutinemeessige diagnostik af PCMV-infektion

Porcint Cytomegalovirus (PCMV) er et virus, der giver infektion i neeseslimhinden og bliver ofte
betegnet 'snotsyge’. Virusset har vaeret kendt siden midten af forrige arhundrede, og den er vidt

udbredt, bade mellem og inden for besaetninger.



Der findes ingen behandling eller vaccine mod PCMV, hvorfor den eneste made at undga virusset pa
er ved at undga smitte, f.eks. ved at sikre overfarsel af antistoffer til pattegrisene via rameelk. Den
gkonomiske betydning af PCMV er usikker, men det vides, at virusset kan forvaerre symptomerne fra

andre sygdomme, f.eks. influenza.

PCMV-infektioner er traditionelt set blevet diagnosticeret ved histologi af veevet i naeseslimhinden,
hvor det er muligt at observere virus inde i naeseslimhindens celler hos et smittet dyr. Histologisk
diagnostik kan kun udfgres pa dgde dyr, og derfor har PCR pa slim fra naesesvaber vaeret brugt som
en alternativ metode til at diagnosticere PCMV pa levende dyr. Hvorvidt denne metode er

sammenlignelig med histologi, har indtil nu veeret uvist.

Pa baggrund af ovenstaende har dette studie unders@gt sammenhaengen mellem histologi og qPCR
til diagnostik af PCMV pa 46 grise mistaenkt for PCMV. Det var muligt at konkludere, at der er god
sammenhaeng mellem de to metoder, hvis der benyttes et cut-off pa mellem 10583 og 107.16 viruskopier

pr. ml pa den kvantitative PCR.

Baggrund

Porcint Cytomegalovirus (PCMV) har veeret kendt siden 1955, hvor det blev pavist i forbindelse med
rhinitis (infektion i naeseslimhinden). Virusset er vidt udbredt blandt svin i alle svineproducerende
lande, og infektion med PCVM bliver ogsa betegnet 'snotsyge’. Det formodes at forekomme i en stor
del af danske svinebeseetninger, og praevalensen er hgj inden for besaetningen — specielt i
klimastalden [1] [2]. PCMV er et herpesvirus, der i grisen kan danne en livslang latent infektion, der
blusser op ved stress mm. Der findes ingen behandling eller forebyggelse til svin, hvorfor eneste
kontrolmetode er at undga, at grisen bliver smittet. Sygdommen kaldes ogsa 'inklusionslegemerhinitis’
pa grund af ophobning af virus inde i kernen af grisens celler, de sakaldte intranukleaere

inklusionslegemer? (Figur 1).

1 Intranuklezere inklusionslegemer er betegnelsen for cellekerner udfyldt af virus.
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Figur 1. Histologisk billede af naeseslimhinde (N) fra svin med inklusionslegeme rhinitis (PCMV infektion). | slimhinden ses kirtler
(K) med PCMV inficerede epithel celler (bred pil) med virus inklusions legeme i cellekernen og normale epithel celler (smal pil).
Foto: DTU Veterinzerinstituttet.

Soen er beskyttet af antistoffer, hvis den tidligere har madt virus, og pattegrisene beskyttes via
maternelle antistoffer. Dog er beskyttelsen ikke total og kan saledes gennembrydes ved massivt
smittepres. Virus kan overfgres til grisefostrene via bgren, hvilket kan medfere fosterdgd. Hvis grisene
fedes med smitten, er de sma og utrivelige med forekomst af inklusionslegemer i de fleste organer og
der ofte inden for 14 dage. Smitte kan ogsa ske via fadselskanalen eller gennem soens meelk de

farste par uger efter faring [1].

Sygdommen er traditionelt set blevet diagnosticeret ved at se pa vaevssnit fra neeseslimhinden, som
studeres under mikroskop (kaldet histologi). Sygdomstegn er intranukleaere inklusionslegemer i
slimhindens celler samt inficerede, dgde celler og veevsdgd af slimhinden. Endvidere ses
gdelaeeggelse af knoglevaevet som ved nysesyge — ogsa selvom der ikke er et bakterielt angreb [2]

(Figur 2).



Figur 2. Foto af tveersnit af tryner med mulig PCMV-infektion. A viser naeseflad i neesehulen (mucopurulent rhinitis). B viser

odelaeggelse af knogleveev (conchae atrofi).
Foto: Laboratorium for Svinesygdomme.

PCMV er som regel udbredt i hele neeseslimhinden, men inklusionslegemerne kan formentlig kun
pavises i en kortere periode, hvorefter sygdomsbilledet overtages af uspecifikke luftvejsforandringer.
Tilstedeveerelse af virusset pa slimhinderne giver ikke nadvendigvis anledning til sygdomstegn,
hvorfor pavisning af virusset ved f.eks. klassisk PCR pa slim fra en naesesvaber ikke som
udgangspunkt siger noget om, at PCMV er arsagen til sygdomstegnene, da det ikke vides, om virus er
inde i cellerne. Metoden med naesesvab er dog vidt udbredt i Danmark, da den er billigere end
histologi og kan laves pa levende grise. Der er dog ingen sikkerhed for, om pavisning af virus med

klassisk PCR kan bruges til at dokumentere, at virusset giver patologiske forandringer.

| 1970’erne blev infektioner med PCMV ikke tillagt sterre betydning. Dog er der i Danmark i de
seneste ar set besaetninger, hvor PCMV-infektion kan have vaeret en medspiller eller direkte arsag til
luftvejslidelser og utrivelighed blandt klimagrise [2] [3]. Dette har medfgrt en fornyet interesse for
sygdommen og et behov for nemmere og billigere metoder til diagnostik af PCMV. Den gkonomiske

betydning af Cytomegalovirus er ukendt.

Formalet med dette projekt var derfor at skabe klarhed over den diagnostiske veerdi af pavisning og
kvantificering af PCMV i neesesvabere. Dette blev gjort ved at sammenligne fund af PCMV med en
kvantitativ PCR pa neesesvabere med histologiske fund af PCMV-infektion som inklusionslegemer i

naeseslimhindens celler. Denne gPCR har ikke tidligere veeret brugt til dette formal.



Materiale og metode

Undersggelsens prgver blev indsamlet pa SEGES Laboratorium for Svinesygdomme. Indsendelserne
var hele klimagrise eller hoveder herfra, hvor der var indikation for at undersgge for PCMV - dvs.
respirationsvejssymptomer i besaetningen som hoste eller nysen. Prgverne blev parvist udtaget pa
felgende made: En svaberprgve fra naeseslimhinden blev udtaget og opbevaret i lidt pepton buffer,
hvorefter et stykke af trynen blev skaret af og lagt i formalin. De to pr@ver fra hver gris blev
nummereret ens og opbevaret i hver sin beholder. Naesesvaberne blev opbevaret pa frost (-80 °C).
Praverne blev undersggt pa DTU Veterinzerinstituttet (DTU Vet). Naesesvaberne blev undersggt for
PCMYV ved real-time kvantitativ PCR (g-PCR). Til histologi blev trynestykket (med naeseslimhinde)
afkalket, skaret i 3-5 ym, farvet med hematoxylin og eosin og undersagt ved lysmikroskopi for

tilstedeveerelse af intranukleaere inklusionslegemer.

Testresultaterne fra g-PCR blev afrapporteret som antal viruskopier pr. ml. De histologiske fund i
naeseslimhinden blev kategoriseret som falgende: ‘ingen tegn pa PCMV infektion’, ’ikke
fyldestgarende tegn pa PCMV infektion (ingen inklusionslegemer observeret)’ eller ’sikre tegn pa

PCMV infektion (inklusionslegemer observeret)’.

Efterfalgende blev resultaterne fra de to diagnostiske metoder sammenlignet ved udregning af det

optimale cut-off for antal viruskopier samt sensitivitet og specificitet (Figur 3). Her blev histologi valgt

som ’gold standard’, dvs. den test, som antageligt bedst indikerer, om dyret er sygt eller raskt.

Sensitivitet (Se) Specificitet (Sp)
*Hvor sandsynligt er det, at PCMV *Hvor sandsynligt er det, at PCMV
kopier i naesesvaber identificerer de kopier i naesesvaber identificerer de
dyr, der er positive ved histologi. dyr, der er negative ved histologi.

Figur 3. Beskrivelse af de brugte testevalueringsparametre.

For at finde den rette cut-off for antal viruskopier i gPCR testen, der kan skelne mellem infektionen
pavist ved histologi pa naeseslimhinden og ingen pavisning af infektion, blev der lavet en ROC-
analyse. En ROC-kurve viser, hvor valid testen er (QPCR) sammenlignet med en reference/Gold
standard-test (histologi). Jo hgjere kurve, des bedre test. Dette males ved at bestemme arealet, der
ligger under kurven (AUC). En AUC pa 1 betyder en perfekt overensstemmelse med Gold standard-

testen, og 0,5 betyder, at testen ikke er bedre end gaetvaerk.



Derudover blev det optimale cut-off for PCR udregnet ved at sammenligne mange forskellige antal
viruskopier med de fund, der blev set ved histologi. Saledes blev det antal viruskopier, der giver den
bedste kombination af hgj sensitivitet og hgj specificitet, fundet. Dette forteeller, hvornar testen bliver

mest ngjagtig i forhold til Gold standard-histologi.

Hvornar dyret var sygt vurderet ved histologi, blev opdelt i to kriterier, og ROC-kurver blev lavet for
begge:
- Kiriterie 1: grisen er syg, nar der ved histologi ses enten ikke fyldestgarende eller sikre tegn pa
PCMV-infektion

- Kiriterie 2: grisen er syg, nar der ved histologi ses sikre tegn pad PCMV-infektion

Resultater og diskussion

Der blev i alt taget praver fra 46 grise i perioden januar til oktober 2018. Resultaterne fra de PCR og
de histologiske undersggelser ses i Tabel 1. Da prgverne i dette forseg var udtaget pa grise, som var
misteenkt for at have PMCYV, siger dette ikke noget om den generelle praevalens af PCMV i danske

grise.

Tabel 1. Resultater fra PCR og histologiske undersagelser.

Antal grise
Virus isoleret i naesesvaber 36 (78 %)
Histologisk fund:
Ingen tegn pa PCMV 9 (20 %)
Tvivlsomme tegn pad PCMV 18 (39 %)
Sikre tegn pa PCMV (inklusionslegemer) 19 (41 %)

Hvis bade ikke fyldestgarende tegn og sikre tegn pa PCMV-infektion blev betragtet som positiv
(kriterie 1), blev AUC udregnet til 0,83. | scenariet (kriterie 2), hvor kun sikre tegn pa PCMV-infektion i
histologi blev betragtet som positiv, blev AUC udregnet til 0,96. Dette betyder, at der var en god
overensstemmelse mellem fund i gPCR og ved histologi. Den bedste korrelation mellem qPCR og
histologi sas, nar kun de sikre tegn pa PCMV-infektion skulle findes. ROC-kurver for henholdsvis

kriterie 1 og kriterie 2 er vist i Appendiks 1.

Cut-off for antal virus-kopier pr. ml blev for kriterie 1 beregnet til 10583, hvilket resulterer i en
sensitivitet pa 0,70 [0,53;0,84]2 og en specificitet pa 0,89 [0,52;1,00]. Den samme beregning for
kriterie 2 giver et cut-off pa 107.16 viruskopier pr. ml., en sensitivitet pa 0,89 [0,67;0,99] og en
specificitet pa 0,96 [0,81;1,00]. Begge vurderinger af cut-off er afbilledet grafisk i Figur 4 og Figur 5.
Det er derfor muligt at benytte tommelfingerreglen om, at har man over 108 virus-kopier pr. ml pa

naesesvaber, vil man med stor sandsynlighed ogsa finde sikre tegn pa PCMV-infektion i

2 [] angiver 95 % konfidensinterval.



naeseslimhindens celler ved en histologisk undersggelse. Dog skal det naevnes, at cut-off er bestemt
ud fra den specifikke PCR-test, som bruges af DTU Vet, og at den ikke kan forventes at vaere den
samme for PCMV PCR pa andre diagnostiske laboratorier, med mindre der er udfert en kalibrering
overfor DTU Vets test.

Resultaterne fra dette projekt viste, at der er en god sammenhang mellem maengden af PCMV
bestemt ved qPCR og forekomst af inklusionslegemer ved histologi. gPCR er saledes et godt
supplement til histologi i den rutinemeessige diagnostik af Cytomegalovirus-infektion hos grise. Det
kan for eksempel bruges som screeningsveaerktgj pa poolede praver og derefter opfalges med

enkeltpraver pa qPCR eller histologi.

Konklusion

Real-time kvantitativ PCR pa naesesvaberpraver kan i den rutinemaessige diagnostik af PCMV-
infektion supplere den tidligere anvendte histologi, hvis der benyttes et cut-off pa enten 10583 eller
107.16 viruskopier pr. ml, afhaengigt af sikkerheden for infektion. Cut-off knytter sig specifikt til

undersggelsens anvendte PCR.
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Figur 4:ROC-kurve for kriterie 1 (histologi er positiv ved bdde tvivisomme tegn og sikre tegn p&
PCMV)
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Figur 5: ROC-kurve for kriterie 1 (histologi er positiv kun ved sikre tegn p§ PCMV)



1.0

08

Specificitet
0.6

Sensitivitet
04

02

oo

]

[\S]
EE
s3]
[s=]
—y
]

Cutoff

Figur 6: grafisk fremstilling af sensitivitet og specificitet for forskellige cut-off p§ PCR sammenlignet
med histologi kriterie 1 (histologi er positiv ved b&de tvivisomme tegn og sikre tegn pd PCMV)
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Figur 7: grafisk fremstilling af sensitivitet og specificitet for forskellige cut-off p§ PCR sammenlignet
med histologi kriterie 2 (histologi er positiv ved sikre tegn p§ PCMV)
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