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Seropravalensen af antistoffer mod Canine Herpes Virus 1

hos avishunde i Ostdanmark
af dyrleege Nina Engelbrecht Diers, maj 2009

Abstract

Infection with canine herpes virus 1 (CHV-1) can cause fertility problems, abortions, stillbirths and
neonatal death in affected dogs. In this study the seroprevalence of antibodies against CHV-1 in
breeding dogs in Eastern Denmark has been investigated. The seroprevalence was found to be
26,4%, which is less than in other prevalence studies performed throughout Europe. The correlation
between a positive herpes virus antibody titer and age has also been investigated, and a positive
correlation between a positive herpes virus antibody titer and increasing age was found. In this
study no correlation was found between a positive herpes virus antibody titer and problems with
fertility, stillbirths or neonatal death. No correlation was found between a positive herpes virus
antibody titer, neither whether the dog lived alone or with other dogs, if it has been mated or not,

nor the sex of the dog.

Sammendrag

Infektion med canin herpesvirus 1 (CHV-1) kan vere éarsag til fertilitetsproblemer, aborter,
dodfedsler og neonatal ded hos inficerede hunde. I nervarende studie er seroprevalensen af
antistoffer mod CHV-1 hos avlshunde i @stdanmark undersegt, og fundet til at vere 26,4%. Denne
praevalens er lavere end de seropravalenser, der er fundet 1 lignende pravalensundersegelser hos
avlshunde i andre lande i Europa. Samtidig er sammenhang mellem seropositivitet og en rakke
faktorer undersegt. Der blev fundet en positiv korrelation mellem stigende alder og en positiv
herpesvirus antistoftiter. Der blev ikke fundet nogen korrelation mellem en positiv herpesvirus
antistoftiter og ken, eller hvorvidt hunden havde varet parret eller ej. Ej heller blev fundet
korrelation mellem en positiv herpesvirus antistoftiter, og hvorvidt hunden havde en historie med

reproduktionsproblemer, eller hvorvidt der var andre hunde 1 husstanden.

Indledning

Canin herpesvirus 1 (CHV-1) blev for forste gang beskrevet i 1965 af tre forskellige forskergrupper
(Carmichael et al. 1965, Spertzel et al. 1965, Stewart et al. 1965). Siden er der lavet

epidemiologiske studier, der antyder, at seropravalensen af CHV-1 1 Europa er stigende (Ronsse et
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al 2002, Reading & Field 1998).

CHV-1 er gennem flere videnskabelige studier blevet belyst som arsag til reproduktionsproblemer
hos hund 1 form af problemer med resorptioner, dedfedte hvalpe, neonatal ded, nidationsproblemer
og fertiliseringsproblemer (Ronsse et al. 2004, van Gucht et al. 2001, Carmichael & Greene 1998).
Der er risiko for, at en stigning i seroprevalensen af CHV-1 vil medfere en stigning i
reproduktionsproblemer forarsaget af CHV-1 i avlshundepopulationen. Derfor er det relevant at
kende seroprevalensen af dette virus hos vores avlshunde. 1 FEuropa er der fortaget
seroprevalensundersogelser for tilstedevarelsen af antistoffer mod CHV-1 hos hunde i England,
Belgien, Frankrig, Holland Finland og Tyskland (Dahlbom et al. 2007, Ronsse et al. 2005, Guigal
et al. 2002, Ronsse et al. 2002, Van Gucht et al. 2001, Rijsewijk 1999, Reading & Field 1998,
Poulet et Dubourget 1993). Desuden er en storre prevalensundersogelse ved at blive udferdiget 1
Norge (Linde-Forsberg, 2009 in prep).

Hos avlshunde er seropravalensen af antistoffer mod CHV-1 fundet at vere fra 20-30% i nogle
studier til op mod 65-80% 1 andre studier. Generelt ses en tendens til, at preevalensen er stigende
med tiden fra 1-13 % 1 70'erne og op til 40-100 % efter ar 2000 (se tabel 1). Dette kan skyldes en
egentlig incidensstigning, men det kan ogsa vare et udtryk for, at man med til er blevet bedre til at

pavise antistoffer mod herpesvirus.

Tabel 1: Epidemiologiske seropravalensstudier af Canin Herpes Virus 1 gennem tiden.

Ar Reference Land Population Przevalens
1969 Lundgren & Clapper, 1969 USA Tilfeldig stikprove 12,8 %
1974 Fulton et al, 1974 USA Tilfeeldig stikprove 6 %
1975 Bibrack & Schaudinn, 1976 Tyskland Tilfeldig stikpreve 12 %
1977 Osterhaus et al, 1977 Holland Specifik population 2,8 %
1979 Delisle, 1982 Frankrig Specifik population 0,5 %
1980 Engels et al, 1980 Schweiz Tilfeeldig stikprove 6,3 %
1980 Schwers et al, 1980 Belgien Tilfeldig stikpreve 1%
1990 Takumi et al, 1990 Japan Tilfeeldig stikprove 26,2 %
1989-1991 Poulet & Dubourget, 1993 Frankrig Avlshundepopulation 15,5 %
1994 Seo et al, 1994 Korea Specifik population 28 %
1997-1998 Rijsewijk et al, 1999 Holland Tilfeldig stikpreve 39,3 %
1998 Reading & Field, 1998 UK Tilfeeldig stikprove 88 %
1998 Lacheretz & Cognard, 1998 Frankrig Hunde med fertilitetsproblemer |43 %
2000 Ronsse et al. 2002 Belgien Hunde med fertilitetsproblemer | 46,1 %
2000 Guigal et al. 2002 Frankrig Avlshundepopulation 30,6 %
2001 Van Gucht et al. 2001 Belgien Avlshundepopulation 49,5 %
2005 Ronsse, 2005 Belgien Incidensstudie

2007 Dahlbom, 2007 Finland Hunde med fertilitetsproblemer | 100%
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Tabellen pé side 5 viser en raekke studier, der beskriver seroprevalensen af CHV-1 hos forskellige
populationer af hunde gennem tiden. Der er til tider meget divergerende udfald af disse
praevalensundersggelser. F.eks. har Reading og Field i 1998 beskrevet en seropravalens blandt
hunde i Storbrittanien pd 88 %. Dette fund star i skarp kontrast til den seropravalens pd 39.3 %
Rijsewijk et al. fandt hos hunde i Holland i samme periode (Rijsewijk et al. 1999). Man kan
diskutere, om der virkelig er en sddan forskel pa hundepopulationerne, eller om det er de forskellige
studiedesign og testmetoder, der giver de divergerende udfald. Feks. kan forskellige cut-off verdier
pa henholdsvis ELISA og serumneutralisationstests have en stor effekt pa udfaldet af
undersogelserne. Generelt gelder det, at testmetodernerne er blevet mere raffinerede og dermed
sandsynligvis ogsa mere sikre med tiden. F. eks. Kan man se, at der i nogle af de forste studier, ikke
er tilfejet komplement til testen (Lundgren & Clapper 1969, Fulton et al. 1974). Det er vist, at
tilfojelse af komplement til testen, kan ege titer verdien to til otte gange. Det er derfor sandsynligt,
at nogle at de tidligst udferte tests har underestimeret den sande seropravalens. Der er mange
faktorer bdde med hensyn til test og studiedesign, som kan forarsager store svingninger i udfaldet af
den undersogte seropraevalens, derfor skal resultaterne og sammenholdelse af disse tolkes med

forsigtighed.

Nearverende studie vil belyse seropravalensen af antistoffer mod CHV-1 hos avlshunde i
Ostdanmark. Samtidig undersoges korrelationen mellem en positiv antistoftiter og alder, ken,
parringsstatus, om hunden har en historie med reproduktionsproblemer, samt om hunden bor

sammen med andre hunde eller e;.

Virus egenskaber

CHV-1 er et typisk a-herpesvirus. Det er et kapselbarende, opportunistisk virus med lav
immunogen aktivitet. Virus har tropisme for bade respiratoriske og genitale mucese membraner
samt centralnervesystemet.

Virus er meget folsomt overfor fedtoplesende midler, og inaktiveres hurtigt af almindelige
desinfektionsmidler, s som klor eller sprit. Det er stabilt ved temperaturer mellem -70°C og +40°C,
men bliver hurtigt inaktiveret ved temperaturer over 40°C. Virus inaktiveres ogséa ved -200°C, med
mindre kryoprotektorer er tilfojet, som f.eks. i frostseed. Det er ustabilt ved pH-vaerdier under 5 og

over 8 (Carmichael 2004). Virus vokser kun i celler fra Canidae arter, og veeksten er bedst i
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nyreceller eller testesceller. Vaksten er optimal ved 35-37°C (Ronsse et al. 2003). Inficerede celler

kan identificeres pé pa klassiske type A intracelluleere inklusioner (Carmichael 2004).

Herpesvirus patogenese

Viral kontaminering kan ske via sekreter fra alle mucese membraner, f.eks. vaginalslim, sad, sved,
spyt, urin og faces. Fotus og fotale membraner kan ligeledes vaere kilde til viral kontaminering.
Infektion sker hovedsageligt veneralt, transplacentalt eller oronasalt (Ronsse et al. 2003).

P& grund af den lave immunogene aktivitet er virus 1 stand til at persisterer 1 en latent form og
reaktiveres med regulere intervaller. Reaktivering sker iser ved immunsuppression hos vertsdyret.
Hos latent inficerede individer lagres herpesvirusgenomerne i ganglionneuroner og i lymfatisk vev
(Ronsse et al. 2003, Miyoshi et al. 1999, Chesters et al. 1997)

Virale reaktiveringsperioder er bedre dokumenterede hos tever end hos hanhunde. Hos tever ses
generelt reaktivering omkring estrus og fedsel (Okuda et al. 1993a). Hos bade hanner og taever ses
reaktivering ved immunsuppression (Carmichael 2004, Okuda et al. 1993b). Viral reaktivering
hanger ikke nedvendigvis sammen med neonatal ded. Nar moderdyret er inficeret pa et tidligere
tidspunkt, modtager hvalpene neutraliserende antistoffer gennem colostrum, séledes at de er bedre

beskyttet mod virus i den kritiske periode.

Pradisponerende faktorer

Alle hunde kan inficeres med CHV-1, uanset immunstatus. Immunsupprimerede hunde er
praedisponerede for at udvikle kliniske symptomer 1 forbindelse med infektion med CHV-1. Dermed
kan anden sygdom, stress, kulde samt tevens gstrus vere predisponerende faktorer (Ronsse et al.
2004, Okuda et al. 1993a, Okuda et al. 1993b).

Hvalpe under 2-3 uger er ogsa pradisponerede for at blive syge af en CHV-1 infektion, idet de
endnu ikke har en optimal termoregulering, og sdledes kan deres immunsvar ikke reagere optimalt
ved infektion (Ronsse et al. 2003).

Andre luftvejssygdomme, sa som kennelhoste, kan vaere praedisponerende for selve infektionen, idet
klinisk kennelhoste fremmer den luftbarne smittespredning af CHV-1 (Ronsse et al. 2004). Samtidig

kan kennelhoste predisponere for, at hunden bliver syg af infektionen, idet immunsvaret er nedsat.
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Symptomer

Voksne hunde

Hos voksne hunde ses slet ingen eller diskrete symptomer, sd som forbigdende papulovesiculere
leesioner péd de ydre genitalier. Ved sddanne lasioner kan observeres smerte under parring. Desuden
er herpesvirus en vigtig arsag til luftvejssygdom hos iser unghunde og @ldre hunde, men ogsa
alment sunde og raske hunde kan afficeres, omend sj@ldnere. Derudover kan ses
fertilitetsproblemer og nidationsproblemer, aborter, resorptioner og dedfedte hvalpe (Ronsse et al.

2004, Ronsse et al.2003, van Gucht et al. 2001, Carmichael & Greene 1998).

Hvalpe

Hos hvalpe ses neonatal mortalitet pd grund af viremi. Hvalpene far symptomer pa generaliseret
celleded i form af kulderystninger, abdominal smerte, vokalisering, benbevegelser, epistotonus og
dod inden for f4 dage. Hos hvalpe, der er over 2-3 uger gamle, ses symptomerne oftest som

luftvejsinfektioner og konjunktivitis (Ronsse et al. 2003).

Diagnostik

Tentativ diagnose

En tentativ diagnose kan stilles, hvis:
e Der i et opdret er udbrud af neonatal mortalitet inden for 14 dage efter fodslen.
e Der i et opdret er problemer med resorptioner af fostre.
e Der er problemer med hypofertilitet eller infertilitet.
e Der foreligger en historie med luftvejsinfektioner.
e Der er observeret genitale leesioner hos avlshundene.
e Der ikke ses nogen makroskopiske forandringer ved post mortem undersogelser (ikke
obduktion) af dede hvalpe under 2 uger.
e Der ses klassiske nekroha@morrhagiske foci pa lunger og renal cortex (nutmeg) ved post

mortem patologisk undersegelse af dede hvalpe under 2 uger.

Praevalensen af antistoffer mod Canine Herpes Virus 1 hos avlshunde i @stdanmark — af Nina Engelbrecht Diers — maj 2009
8



Konklusiv diagnose

Voksne hunde med symptomer

Voksne hunde med luftvejssymptomer eller konjunktivitis kan testes for CHV-1 ved hjelp af PCR

pa svaberprover fra henholdsvis luftvejsslimhinderne og konjunktivalslimhinderne.

Taven

Taven kan testes for antistoffer mod CHV-1. Séfremt teven ikke er vaccineret mod herpesvirus
inden for de sidste 8 uger, vil en positiv antistoftiter vaere lig med en konklusiv diagnose. En hejere
sensitivitet kan opnas ved at teste under virale reaktiveringsperioder, feks. 1 gstrus eller ca. 14 dage
post partum (Okuda et al. 1993a).

Til at teste for antistoffer mod CHV-1 kan benyttes en serumneutralisationstest (SN-test) eller en
ELISA-test. Hertil bruges serum fra teeven (uden anticoagulant), og gerne to prever, som tages med

14 dages mellemrum omkring estrus, for at vaere sikker pa reaktiveringstidspunktet.

Deode hvalpe

Ved postmortem undersogelse af dede hvalpe kan findes klassiske intracellulere inklusioner ved
histologisk undersggelse af nyrer, lever, lunger og milt. Histologisk kan ogsd findes
meningoencephalitis leesioner (Ronsse et al. 2003).

Direkte immunoflourescens af nyrer fra nyligt afdede hvalpe (testes eller fryses indenfor to timer

efter ded), eller PCR pa lunger og nyrer kan pévise viruspartikler (Ronsse et al. 2003).

Differentialdiagnoser

Differentialdiagnostiske overvejelser inkluderer:
e Fading Puppy Syndrome (hvor CHV-1 1 gvrigt menes at vare involveret).
e Enhver tilstand, der forarsager neonatal mortalitet, som f.eks. toxic milk syndrome,
mycoplasmose eller neonatal septikaemi.
e Brucellose.
e Canin Parvovirus 1 (minut virus) (Carmichael 2004).
e Hypoluteodisme (for lavt progesteronniveau under dragtigheden, pga. hypofunktion af

corpera lutea. Viser sig ved resorption af fotus) (Gorlinger et al. 2005).
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Behandling

Behandling er symptomatisk efter de kliniske tegn, der observeres hos hvalpene. Vaske og
eventuelt antibiotika kan gives efter behov. Varme med hej luftfugtighed er essentielt for hvalpenes
overlevelse de forste uger. Velkendt er, at hvalpes immunsvar ferst fungerer optimalt, nir de har
fuldt udviklet termoreguleringsevne, idet immunsvaret virker bedst ved hgjere legemstemperaturer.

Derved vil hvalpenes eget immunsvar lettere kunne bekampe virus, jo @ldre hvalpene bliver.

Prognose

Hyvalpe

Prognosen for hvalpene er bedre jo @ldre hvalpene bliver, idet hvalpenes evne til egen
termoregulering, og dermed deres immunsvar, oges.

Der er en tendens til, at infektionen er selvbegraensende i tidligere inficerede opdrat (Ronsse et al.
2005). Ved efterfolgende dragtigheder kan hvalpene blive naturligt beskyttet af antistoffer gennem
colostrum. De vil dog stadig blive barere af virus, og kan derfor udskille virus 1

reaktiveringsperioder.

Praventive tiltag

CVH-1 er folsomt overfor temperaturer over 40°C samt UV-lys. Til gengald kan virus overleve
ekstrem kulde, hvis der er kryoprotektorer tilstede, som f.eks. i frossen sad.

Hypothermi oger som navnt risikoen for CHV-1 infektion hos nyfedte hvalpe, idet hypotermi
hammer immunresponset hos hvalpene.

Derfor er det en god idé, at hvalpe i risiko for at veare inficerede torres straks efter fodslen og
leegges pd en varmepude eller i en inkubator med varme, og gerne med hgj relativ luftfugtighed,
mellem dieperioderne i de forste to til tre uger efter fodslen.

Virus er folsomt overfor en razkke kemikalier, men rengering med almindelig klorin
klorhexidinsprit er nok til at neutralisere virus. En god hygiejne og hyppig rengering kan derfor
hjelpe med at begraense infektionen i et opdreet.

I 2006 kom en vaccine mod CHV-1 pd markedet i Danmark. Vaccinen er drabt og virker ved at
stimulere produktionen af seroneutraliserende antistoffer hos dreegtige taver, og giver séledes
anledning til passiv immunisering af de nyfedte hvalpe gennem colostrum (Poulet et al. 2001). For
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at opretholde antistofniveauet skal vaccinen gives til teeven to gange under draegtigheden. Optimalt
gives den forste fra en uge for parring til en uge efter parring, og den anden 7-14 dage for forventet
fodsel (Poulet et al. 2001). Der er ogsa blevet udviklet en levende attenueret vaccine, som bestar af
en kuldeadapteret CHV mutant. Denne vaccine er dog ikke kommercielt tilgengelig.

Hvalpe i risiko for at blive inficeret kan injiceres med serum fra hyperimmune inficerede moderdyr
(Verstegen, 2009). En sddan behandling er dog kun effektiv, hvis virusinfektionen ikke er
generaliseret. Det vil sige, at hvis hvalpene forst er blevet syge hjelper det ikke at injicere dem
immunserum. Immunserum er ikke kommercielt tilgeengeligt (Carmichael 2004).

Det har varet forsegt at give avier poxvirus, som er en interferoninducer, til tever inden parring og
igen inden fodslen. Dette bevirker en ikke-specifik beskyttelse mod at hvalpene far en CHV-1
infektion med dedelig udgang (Carmichael 2004). Denne behandling er kontroversiel og er ikke
blevet tilstrekkeligt undersogt.

Antivirale midler har generelt ikke vist sig sarligt virksomme mod CHV-1 infektion hos hvalpe
(Carmichael 2004).

For at reducere mangden af virus 1 vagina, som kan kontaminere hvalpene under fodslen, kan man
give teven et vaginalt anticeptikum prapartum.

Risikoen for smitte fra teve til hanhund ved parring kan minimeres ved hjelp af inseminering, og
riskioen for hanhund til teeve kontaminering kan nedsettes ved midlertidigt at ekskludere hanhunde
med mistenkelige genitale laesioner fra avlen. Det er dog vigtigt at huske pa, at virus ikke kun
smitter ved veneralt og transplacentalt, men ogsé oronasalt via sekreter som spyt, gjenflad og sved

med mere.
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Underseogelsens formal

Formédlet med nervaerende undersogelse var at bestemme seropravalensen af antistoffer mod
CHV-1 hos avlshunde i @stdanmark. Derudover var det enskeligt at finde ud af, om der var
korrelation mellem en positiv antistoftiter og felgende parametre:

e Hundens kon

e Hundes alder

e Om hunden har varet parret eller e;j.

e Om der er én eller flere hunde i husstanden.

e Om hunden har en historie med fertilitetsproblemer, dedfedsler eller neonatal ded.

Materialer og metoder

De hunde, der indgik i undersegelsen blev udvalgt ved tilfeldig selektion af avlshunde pé tilfeeldige
geografiske lokalisationer 1 Ostdanmark (Sjelland og Lolland-Falster). Den nedvendige
stikprovesterrelse blev beregnet pad baggrund af antallet af avishunde i Danmark, samt den
forventede pravalens af herpesvirus. Den forventede pravalens blev sat til 50% procent pa
baggrund af praevalensstudier fra Belgien, Holland, Schweiz, Frankrig, Finland og Tyskland. Disse
undersogelser har vist divergerende udfald med hensyn til praevalensen i de forskellige populationer
(Dahlbom et al. 2007, Ronsse et al. 2005, Guigal et al. 2002, Ronsse et al. 2002, Van Gucht et al.
2001, Rijsewijk 1999, Reading & Field 1998, Poulet et Dubourget 1993). Derfor blev den
forventede pravalens sat 50 %, hvilket giver den sterst mulige stikprovesterrelse, der er

repreesentativ for populationen.

Studiedesign

Undersogelsen er lavet som et analytisk tversnitstudie, hvor udvalgte hunde er testet for

tilstedevaerelsen af antistoffer mod CHV-1 ved hj&lp af en serumprove.

Udvalgelse at testhunde

I alt indgik 106 hunde 1 underseggelsen. Hundene blev udvalgt ved tilfeldig selektion af en raekke

kenneler og privatejede hunde ud fra den geografiske lokalisation. Kennelerne og de private hjem,
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blev kontaktet med henblik pé deltagelse i undersogelsen. To af de adspurgte kenneler takkede nej
til deltagelse 1 undersggelsen. Der har ikke vaeret nogen udgifter forbundet med deltagelse i testen

for de enkelte kennelejere/hundeejere udover transport til klinikken.

Inklusionskriterier

Folgende kriterier skulle opfyldes af hundene, for at de kunne indgd i undersogelsen:
e Hundene skulle anvendes som avlshunde, dvs. vare bosat i en kennel, vare udstationeret fra
en kennel eller bo hos en privat opdrzatter.
e Hundene matte ikke veere blandingsrace.

e Hundene métte ikke have varet vaccineret mod herpesvirus.

Stikpreveberegning

Stikpreven er beregnet ved hjelp af Excel regneark ud fra formlen:
n = p(1-p)[(z./2)/L]? (Houe et al. 2003)
hvor p= den forventede pravalens, angivet som proportion, Zi..,= 97,5% percentilen 1 en

normalfordeling, 1-a=konfidensniveauet, angivet som proportion, L=tilladelig standard deviation.

Anvendt 1 Excel vil formelen se ud som folger:

n = required stikprovestrorrelse=Z"2*p*(1-p)/L"2

Definitiotioner:
p=0,50
1-0=0,95
7=1,96

L=0,1

Justeret for populationssterrelse:
n (justeret) = AFRUND.LOFT(n/(1+n/N);1;1).

, hvor n=den fundne praevalens, N=populationssterrelsen
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Tabel 2: Beregning af stikprovestorrelse ved hjeelp af Excel regneark ud fra formlen Z"2*p*(1-p)/L"2

Den forventede prevalens, p, sa@ttes til 50%, dvs. som ved en ukendt prevalens, idet det ikke anses
for trovaerdigt at benytte preevalenser fundet i de ovrige europiske lande som forventet prevalens.
Den totale population er det totale antal af registrerede avishunde i Danmark, baseret pa oplysninger
fra Dansk Kennel Klub, Dansk Racehunde Union, Continental Kennel Club i Danmark samt
Danske Hundeejeres Landsforening. Den totale population, N, er sat til 200.000 avlshunde.

Den nedvendige stikprovestorrelse er sidledes beregnet til minimum 96 hunde. 106 hunde indgik 1

undersogelsen.

Testen

Til detektion af antistoffer mod CHV-1 kan man anvende en enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) test eller en serumneutralisations (SN) test. SN-testen er karakteriseret ved at have en hgj
specificitet, hvorimod ELISA-testen har en hgj sensitivitet. I mange &r har man tilfejet exogent
komplement til SN-testen for at fa en hejere sensitivitet. De SN-tests, der anvendes i dag har dog
faet udviklet en forholdsvis hej sensitivitet uden brug af komplement (Ronsse et al. 2003, Ronsse et
al. 2002). Der er dog stadig kontrovertielle meninger om, hvilken test, der er mest nejagtig at
anvende. Nogle undersggelser viser, at SN-testen er mest negjagtig (Ronsse et al. 2003, Ronsse et al.
2002), mens andre underseggelser viser at ELISA-testen er mest nejagtig (Verstegen, 2009 in prep.).
SN-testen er tilgaengelig pd de fleste storre laboratorier, mens ELISA-testen er svarere tilgaenglig.
Merial har indtil for nyligt haft en ELISA-test pd deres laboratorium. Denne er dog ikke laengere
tilgeengelig.
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Til undersogelse af provematerialet i narverende undersogelse er valgt en SN-test. Det var
onskeligt at sammenligne ELISA- og SN-test, men det har ikke veret muligt at finde en tilgengelig

ELISA-test for nervaerende undersogelse.

Opsamling og opbevaring af prevemateriale

Over en periode pd 4 mineder, blev opsamlet blod fra de i alt 106 testhunde. 5 ml blod fra hver
testhund blev udtaget med en 5 ml trekomponent sprojte og en 21 G kanyle. Blodet blev med det
samme overfort til 4 eppendorfrer uden antikoagulant. Blodet blev henstillet i keleskab ved 4°C en
time, hvorefter eppendorfrerene blev centrifugeret ved 600 g i 10 minutter. 1-2 ml serum blev

hestet fra hver testhund og heeldt pd smé plastrer med taetsluttende skrueldg (se illustration 1)

Hllustration 1. Plastror med teetsluttende skruelag til
opbevaring af serum ved — 20°C.

Serumpreoverne blev merket og frosset ned til -20°C umiddelbart efter centrifugering. Alle 106
prover blev sendt til laboratoriet samme dag. Alle prover havde veret frosset ned til -20°C indtil

afsendelse til laboratoriet. Optoning af preverne skete pa vej til laboratoriet.

Serumneutralisationstesten

Hundeserumprovernes evne til at neutralisere infektiviteten af CHV-1 blev analyseret ved hjelp af
canin herpesvirus #11, MDCK celler. Testmaterialet blev tilsat 2%-komplement fra marsvin.

Serumpreoverne blev forst opvarmet til 56°C 1 30 minutter for fuldstendigt at inaktivere evt.
endogent komplement. Serumpreverne blev herefter fortyndet 1:2 i Eagles' minimum essential
medium, siledes at der fremkom to af hver preve, der blev fyldt i 96-brendsplader. Herefter blev

tilsat SCH50 enheder marsvinekomplement oplest 1 50 ml destilleret, demineraliseret vand pr.
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brend. Straks herefter blev ca. 50 plaquedannende virusenheder tilsat til hver brend, og pladerne
blev inkuberet ved 37°C i en time. Herefter blev pladerne anbragt pé is for at stoppe reaktionen, og
indholdet af hver brend blev inoculeret pé et flydende monolag af fatale minklungeceller (NBL-7),
ligeledes pa plader med 96 bronde (se illustration 2).
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Lllustration 2: Del af 96-bronds plade
til brug ved serumneutralisationstest.

Disse blev sat 1 inkubatoren igen og aflest efter 3-4 dogn. Aflaesningen skete ved at de cytopatiske
effekter blev undersogt under et lysmikroskop. Der blev udfert kontroltests, hvor komplement blev
erstattet af destilleret, demineraliseret vand i en mangde svarende til mengden af komplement i den
egentlige test.

Titrene blev aflaest direkte fra testpladen efter Reed & Miinch metoden, som er en klassisk statistisk
metode til LD50 indenfor eksperimentel biologi (Reed & Muench, 1938). For hver prove blev
plaques talt og udtrykt som en procentdel af antallet af plaques i medierne uden serumkomplement.
Serumneutralisationstiteren er defineret som den reciprokke vardi af den hejeste serumoplesning,

som producerer 50% plaque inhibering.

Definition af positiv og negativ test

En negativ test defineres som en test som viser en antistoftiter pa <1:8. En positiv test defineres som

en test, som viser en antistoftiter pa >/= 1:8.
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Spergeskema

For hver hund er der udleveret et spergeskema, hvori hundeejeren skulle besvare et rakke
sporgsmal om hundens reproduktionshistorie, samt notere hundens fedselsdato, ken, race samt

hvilke andre hunde, hunden evt. boede sammen med (se bilag 1).

Data

Titerveerdier

Tabel 3: Herpesvirus antistofftiter fundet ved virusneutralisation.

Titervaerdi  Test positiv  Test negativ
<1:8
1:8
1:12
1:16
1:64

1
~
oo

1:96

1:128
1:256
1:384
1:448
1:512
I alt

e L NV, B, T S B N T S e o)
1

[\
o0

78

Parring

21 ud 28 testpositive hunde havde varet parret. 49 ud af 78 testnegative hunde havde veret parret.

Tabel 4:
Resultater: Parret vs. ikke parret.
Test+ Test-

Reproduktionsproblemer
18 hunde ud af 28 testpositive hunde havde en historie om fertilitetsproblemer, dedfedte hvalpe

eller neonatal ded. 35 ud af 78 testnegative hunde have en historie med reproduktionsproblemer.
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Tabel 5: Resultater:
Reproduktionsproblemer vs. ingen
reproduktionsproblemer.

Test+ Test-

Mismate/ded

Mismate/ded

Hundens alder

22 ud af 28 testpositive hunde var over to ar gamle. 6 ud af 78 testnegative hunde var over 2 ér
gamle.

Tabel 6: Resultater: Over 2 dr vs. under
2ar.

Test+ Test-

22 6 28
6 72 78
28 78 106

Samlevende hunde

25 ud af 28 testpositive hunde boede sammen med andre hunde. 70 ud af 78 testnegative hunde

boede sammen med andre hunde.

Tabel 7: Resultater: Lever sammen med
andre hunde vs. lever alene.
Test+ Test-

Hundens koen

23 ud af 28 testpositive var tever. 59 ud af 78 testnegative var taver.

Tabel 8: Resultater: Teeve vs. hanhund.
Test+ Test-

23 59 82
5 19 24
28 78 106
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Resultater

Ud fra data er beregnet en seropravalens for forekomsten af antistoffer mod CHV-1 hos avlshunde 1

Ostdanmark. Denne praevalens er udregnet til

28/106 = 0,26415094 = 26,4%

Det blev undersogt, hvorvidt der var sammenh@ng mellem en positiv test og folgende parametre:
e Om hunden havde varet parret eller e;j.
e Om hunden havde en historik med reproduktionsproblemer.
e Om hunden var over eller under 2 &r.
e Om hunden boede sammen med andre hunde eller boede alene.
e Om hunden var en teve eller en hanhund.

Data er blevet analyseret ved hjelp af det epidemiologiske computerprogram EpiCalc. Heraf findes

folgende resultater (se bilag 2):

Parameter

Har vere parret 0,349906
Har haft reproduktionsproblemer (gaet tom/dede hvalpe) Al 0,123039
Er over 2 ar 44,00 0,0000001
Bor med andre hunde 0,95 0,769486
Tave (vs. han) 1,48 0,658803

Der fandtes ingen korrelation mellem om hunden havde vearet parret eller ej og hvorvidt den var
testet positiv for CHV-1. OR=1,78, dvs. hunde, der har veret parret har 1,78 gange hgjere risiko for
at veere test positive end hunde, der ikke har varet parret. Dette resultat er dog ikke signifikant pé
95% konfidensniveau (p=0,349906).

Der fandtes en tendens til at en historie med reproduktionsproblemer er korreleret med et positivt
testresultat. OR=2,21, dvs. hunden har over dobbelt sa stor risiko for at vaere testet positiv, hvis den
har en historie med reproduktionsproblemer. Dette resultat er dog ikke signifikat pd 95%

konfidensniveau, p=0,123039.
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Korrelation mellem antistoftiter og forskellige faktorer
Canin Herpesvirus 1
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Hllustration 5: Korrelation mellem antistoftiter af canin herpesvirus 1 og
forskellige faktorer: Parret eller ej, alder, samlevende hunde,
reproduktionsproblemer og kon.

Der fandtes en klar sammenhang mellem hundens alder, og hvorvidt hunden var testet positiv for
CHV-1. OR=44,00, dvs. hunde , der er over 2 ar har 44 gange storre risiko for at vere testpositive,
end hunde under 2 dr. Resultatet er signifikant pd 95%-konfidensniveau (p<0,0001).

Der er ikke fundet nogen sammenhang mellem, hvorvidt hunden bor alene eller sammen med andre
hunde, og hvorvidt den var testet positiv for CHV-1, OR=0,95, p=0,769486. Der fandtes ej heller
nogen sammenhang mellem hundens ken, og hvorvidt den blev testet positiv for antistoffer mod

CHV-1, OR=1,48, p=0,658803.

Konklusion og diskussion

Ud fra analyse af data kan konkluderes, at praevalensen af herpesvirus hos avlshunde i @stdanmark
er 26,4%. Denne pravalens er betydeligt lavere end de prevalenser, der er fundet 1 ovrige nylige
undersogelser 1 Europa. Om det er rimeligt at konkludere, at denne pravalens er faktum, kan
diskuteres. Her kan mange forskellige faktorer have en indflydelse.

En vigtig faktor er herpesvirus lave immunogene effekt og dermed begranset persistens af
antistoffer. Nogle kilder angiver at antistofniveauet efter infektion med, eller ved reaktivering af,
CVH-1 kun persiterer i op til 60 dage. (Ronsse 2005). Derfor vil det vare usandsynligt at kunne
angive den sande pravalens af antistoffer mod CHV-1 hos avlshunde. SN-testen samt ELISA-testen
vil derfor altid vise en stor andel af falsk negative sammenholdt med den sande pravalens. Dette

betyder, at et stort antal af de hunde, der er testet negative for CHV-1, stadig vil kunne vere barere
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af virus og dermed medvirke til en virusspredning, der vil vere meget svaer at finde kilden til.

En anden vigtig faktor er afleesning af testen. Hvis man f.eks. forestillede sig, at cut-off vaerdien af
laboratoriet havde vearet sat til 1:128 1 stedet for 1:8, ville resultatet af undersogelsen give en
pravalens pa 8,5 %. Dette betyder, at en vasentligt hgjere praevalens maske ville kunne observeres,
hvis cut-off vaerdien havde varet lavere end 1:8. Havde cut-off veerdien derimod veret 1:2, som den
er 1 mange af de studier, der anvender en SN-test til bestemmelse af seroprevalensen, ville man
maske kunne forvente en noget hgjere prevalens.

For et mere sikkert testresultat havde det varet onskeligt at udfere badde en parret ELISA-test og en
parret SN- test pa testhundene. Et sddant studiedesign ville dog komme til langt at overskride
budgettet for narverende undersegelse. Derfor vil resultatet kunne veare vejledende, som
pilotprojekt for f.eks. en landsdekkende undersogelse af seropraevalensen af antistoffer mod
herpesvirus. Men stdende alene er det tvivisom, hvor palideligt resultatet er.

I undersogelsen er der ikke fundet nogen signifikant sterre risiko for seropositivitet hos hunde, der
har veaeret parret i forhold til hunde, der endnu ikke har varet parret. Der er e heller fundet storre
risiko for seropositivitet hos hunde, der bor sammen med andre hunde i forhold til hunde, der bor
alene. Der ses en tendens til, at hunde, der har en historie med reproduktionsproblemer, har over
dobbelt sa stor risiko for at seropositivitet end hunde, der ikke har haft reproduktionsproblemer.
Umiddelbart vil det synes lidt underligt, at der ikke er fundet en mere signifikant korrelation mellem
en positiv herpesvirusantistoftiter og reproduktionsprobelmer. Dette kan forklares med, at tever,
som har varet inficeret nogen tid, alt andet lige vil have leengere tid mellem reaktiveringsperioderne
og dermed have et lavere antistofniveau end nyinficerede taver. Det vil sige, der hvor
reproduktionsproblemerne ses, er hos de nyinficerede dyr. En anden sammenhang ville maske ses,

hvis man underseggte sammenhangen i en population af hunde med fertilitetsproblemer.

Perspektivering

Seropravalensen af CVH-1 er i denne undersogelse betydeligt lavere end i mange af de ovrige
prevalensundersegelser, der er foretaget pa avlshunde andre steder i Europa. I nogle undersogelser
er der fundet seropravalenser pa op mod 100% hos avlshunde. Dette kan betyde, at vi i @stdanmark
endnu kun er ved begyndelsesstadiet af udbredelsen af herpesvirus i Danmark. Det kunne vere
interessant at undersege om den fundne seroprevalens i Ostdanmark er galdende for resten af
landet ogs4, eller om der er tegn pa geografisk variation. I en sddan undersegelse ber som minimum

anvendes bade en ELISA-test og en SN-test for at gge testsikkerheden i forhold til nerverende
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undersogelse.

Der er lavet adskillige undersogelser, som belyser udskillelsen af CHV-1 hos tever. Disse beskriver
alle, at teever ikke udskiller virus konstant, men kun i reaktiveringsperioderne, det vil sige specielt
omkring estrus og fodsel. Til dato findes der ingen dokumenterede undersggelser pd udskillelsen af
virus hos hanhunde. Det betyder, at det ikke vides om hanhunde, ligesom hingste og hankatte,
udkiller virus konstant, eller om de som taverne kun udskiller virus i reaktiveringsperioder. Dette er
et vigtigt aspekt 1 forbindelse med forebyggelse af virusspredning. Hvis hanhunde f.eks. konstant
udskiller virus 1 seden, kan det betyde, at smittede hanhunde burde ekskluderes fuldstendigt fra
avlen. Der kunne udferes et studie af dette ved at undersoge s@den fra smittede hanhunde 1 et
prospektivt kohortestudie, hvor hanhundenes sed undersegges for tilstedeverelse af virus flere gange
1 lobet af en given periode.

En fuldstendig hindring af spredning af virus er nok utopi. Men flere tiltag kan iverksettes for at
hindre tab af hvalpe. Et standardiseret vaccinationsprogram for draegtige tever, ville vare et af de
punkter, hvorved man kan vare med til at sikre en bedre overlevelse af hvalpe, uanset tevens
CHV-1 status. F.eks. kunne teeven vaccineres, nar den starter lobetid, 14 dage efter parring samt 14
dage inden termin.

Det kunne veare et fremskridt at fa udviklet en vaccine, som opretholder antistofniveauet i laengere
tid, men den lave frekvens af kliniske udbrud sammenholdt med eksisterende herpesvirusvacciners

lave immunogene effekt, reducerer incitamentet for vaccineudvikling.
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BILAG 1

Herpesvirusundersggelse

Dato for udtagelse af blod: Prgve nr: (udfyldes af klinik)
Ejer:
Adresse: Dyrlaege Nina Diers

Postnr/by

TIf.

Jersie Dyreklinik
Jersie Strandvej 23
2680 Solrgd Strand

Evt. e-mail:

Hundens navn:

Han ___ Teeve

Race:

Fadt:

Er hunden blevet herpesvaccineret ? Hvis ja, hvorndr

Har hunden haft samme bopeel siden 8 ugersalderen?

For teever :
Har teeven veeret parret ? ja / nej

Har teeven veeret draegtig? Ja / nej
Hvis ja, antal kuld

Har taeven resorberet fostre? Ja / nej
Hvis ja, hvor mange gange?

Antal hvalpe i hvert kuld

Antal dgde hvalpe under 3 uger

For hanhunde:

Antal parringer? Har ikke vaeret benyttet til avl
Antal kuld
Antal hvalpe pr. kuld ? _, (gennemsnit)

Antal dgde hvalpe under 3 uger

Eventuelle kommentarer:

(seet kryds)




Tables - 2-by-2 stratified
Parret

Stratum 1
| + -
_______ +_____________
+ 21 49
- 7 29
_______ +_____________
Total | 28 78

Risk ratio [95% CI]

Odds ratio [95% CI]

Yates corrected Chi-square
p-value

Crude
| + -
_______ +_____________
+ 21 49
- 7 29
_______ +_____________
Total | 28 78

Risk ratio [95% CI]

Odds ratio [95% CI]

Yates corrected Chi-square
p-value

Summary [95% CI]
Mantel-Haenszel risk ratio
Mantel-Haenszel odds ratio
Mantel-Haenszel Chi-square
p-value

—_ 4+ — — 4+ —

BILAG 2

1,54 [0,73; 3,28]
1,78 [0,67; 4,69]
0,87

0,349906

1,54 [0,73; 3,28]
1,78 [0,67; 4,69]
0,87

0,349906

1,54 [0,73; 3,28]
1,78 [0,67; 4,69]
0,87

0,352188



Tables - 2-by-2 stratified
>23r/<28r

Stratum 1
| + -
_______ +_____________
+ 22 6
- 6 72
_______ +_____________
Total | 28 78
Risk ratio [95% CI]
Odds ratio [95% CI]

Yates corrected Chi-square
p-value

Crude
| + -
_______ +_____________
+ 22 6
- 6 72
_______ +_____________
Total | 28 78
Risk ratio [95% CI]
Odds ratio [95% CI]

Yates corrected Chi-square
p-value

Summary [95% CI]
Mantel-Haenszel risk ratio
Mantel-Haenszel odds ratio
Mantel-Haenszel Chi-square
p-value

BILAG 2

10,21 [4,62; 22,57]
44,00 [12,88; 150,27]
49,67

0,000000

10,21 [4,62; 22,57]
44,00 [12,88; 150,27]
49,67

0,000000

10,21 [4,62; 22,57]
44,00 [12,88; 150,27]
49,20

0,000001



Tables - 2-by-2 stratified
Samlevende/ikke samlevende

Stratum 1
| + -
_______ +_____________
+ 25 70
- 3 8
_______ +_____________
Total | 28 78

Risk ratio [95% CI]

Odds ratio [95% CI]

Yates corrected Chi-square
p-value

Crude
| + -
_______ +_____________
+ 25 70
- 3 8
_______ +_____________
Total | 28 78

Risk ratio [95% CI]

Odds ratio [95% CI]

Yates corrected Chi-square
p-value

Summary [95% CI]
Mantel-Haenszel risk ratio
Mantel-Haenszel odds ratio
Mantel-Haenszel Chi-square
p-value

—_ 4+ — — 4+ —

BILAG 2

0,96 [0,35; 2,68]
0,95 [0,23; 3,87]
0,09

0,769486

0,96 [0,35; 2,68]
0,95 [0,23; 3,87]
0,09

0,769486

0,96 [0,35; 2,68]
0,95 [0,23; 3,87]
0,09

0,77054



Tables - 2-by-2 stratified
Mismate/ded

Stratum 1
| + -
_______ +_____________
+ 18 35
- 10 43
_______ +_____________
Total | 28 78
Risk ratio [95% CI]
Odds ratio [95% CI]

Yates corrected Chi-square
p-value

Crude
| + -
_______ +_____________
+ 18 35
- 10 43
_______ +_____________
Total | 28 78
Risk ratio [95% CI]
Odds ratio [95% CI]

Yates corrected Chi-square
p-value

Summary [95% CI]
Mantel-Haenszel risk ratio
Mantel-Haenszel odds ratio
Mantel-Haenszel Chi-square
p-value

—_ 4+ — — 4+ —

BILAG 2

1,80 [0,92;
2,21 [0,91;
2,38

0,123039

1,80 [0,92;
2,21 [0,91;
2,38

0,123039

1,80 [0,92;
2,21 [0,91;
2,36

0,124820

3,53]
5,40]



Tables - 2-by-2 stratified
Teve/han

Stratum 1
| + -
_______ +_____________
+ 23 59
- 5 19
_______ +_____________
Total | 28 78

Risk ratio [95% CI]

Odds ratio [95% CI]

Yates corrected Chi-square
p-value

Crude
| + -
_______ +_____________
+ 23 59
- 5 19
_______ +_____________
Total | 28 78

Risk ratio [95% CI]

Odds ratio [95% CI]

Yates corrected Chi-square
p-value

Summary [95% CI]
Mantel-Haenszel risk ratio
Mantel-Haenszel odds ratio
Mantel-Haenszel Chi-square
p-value

—_ 4+ — — 4+ —

BILAG 2

1,35 [0,57; 3,16]
1,48 [0,49; 4,44]
0,20

0,658503

1,35 [0,57; 3,16]
1,48 [0,49; 4,44]
0,20

0,658503

1,35 [0,57; 3,16]
1,48 [0,49; 4,44]
0,19

0,660016
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