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Ny subtyp av

navisad

MolluSCIPOXVIruS

MODERN TEKNIK IDENTIFIERAR NYA
OCH OVANLIGA PATOGENER SNABBARE

Molluscum contagiosum eller mollusker, som sjukdo-
men vanligen kallas, 4r en harmlds infektion i epider-
mis som oftast sjalvlaker utan komplikationer inom
1 till 1,5 ar. Sjukdomen orsakas av ett poxvirus, Mol-
luscum contagiosum-virus (MCV) [1], som smittar vid
nira kroppskontakt. Diagnosen stalls kliniskt pa den
karaktaristiska symtombilden (1-8 millimeter sto-
ra hudfargade eller rosa navlade papler). Endast i un-
dantagsfall krivs laboratorieanalys for att verifiera
diagnosen. Barn med atopiskt eksem samt patienter
med nedsatt immunforsvar kan ibland utveckla ett
langvarigt forlopp med mollusker [2-5].1 sallsynta fall,
framfor allt hos immunsupprimerade personer, kan
atypiska varianter i form av en enda stor lesion ses,
jattemollusk (giant Molluscum contagiosum) [5-6]. Vi
beskriver ett fall av jattemollusk hos ett litet barn och
hur diagnosen verifierades.
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I december méanad kom en knappt tredrig flicka till
hudmottagningen som patient. Modern berittade att
det under de sista tva manaderna hade utvecklats en
hudférandring pa vinster hands ringfinger. Flickan
var for 6vrigt frisk och hade inte utsatts fér nagon ska-
da mot fingret. Det fanns inga husdjur i hemmet och
inte heller nagot akvarium. Familjen var av utlandsk
harkomst men inga resor till utlandet hade skett de
senaste aren. Modern uppgav att det borjade som en
liten hudfargad upphéjning som sedan tillvaxte och
rodnade med inslag av att det vitskade sig nagot.I sta-
tus noterades en vilmaende flicka utan nagon smar-
ta.Vid ndrmare undersékning av vanster hand sags pa
dorsalsidan av proximala falangen digitus IV en ku-
polformad tdmligen slit och rodnad nodulus, cirka 2
cm stor i diameter, med en central sarkrusta (Figur 1).
Forandringen var inte palpationsém och inga andra
efflorescenser fanns att se pa resten av kroppen.
Differentialdiagnostiskt funderade man pa stafy-
lokock-, mycobacterium- och herpesinfektion. vanlig
bakteriologisk odling togs efter att man lyft pa sar-
krustan, och likasd herpesvirusisolering. En stans-
biopsi togs och vivnadsprovet skickades till mikro-
biologisk avdelning for odling, mikroskopi och PCR
av mykobakterier. Samtliga dessa undersokningar var
negativa. Emellertid togs vid samma tillfille &ven en
virusisolering f6r poxvirus med tanke pa orf, ett ovan-
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Figur 1. Status vid forsta besoket.

ligt poxvirus som kan orsaka ulcererande lesioner.
Detta da flickan hade en pataglig avgransning av det
infektiosa med lokalisation pa ett finger, samt knappt
nagra subjektiva besvir.

Poxvirus

Familjen Poxviridae ar en stor och mangfasetterad vi-
rusfamilj som omfattar alltifrdn molluscipoxvirus till
smittkoppsvirus. Molluscum contagiosum-virus &ar
stora, cirka 320 x 250 x 200 nm, holjeférsedda dubbel-
strangande DNA-virus. Genomet, som omfattar cirka
190 kilobaser (kb), kodar for drygt 160 proteiner. Med
restriktionsanalys har fyra subtyper av Molluscum
contagiosum-virus identifierats (MCV I-1V), varav typ
I och IV ar de vanligast forekommande [1].

Sedan WHO 1980 forklarade vérlden fri fran smitt-
koppsvirus dr Molluscum contagiosum-virus det
enda naturligt forekommande poxvirus som &r strikt
humant. Ovriga poxvirus dr zoonotiska och orsakar
endast i sporadiska fall infektion hos manniska; un-
dantaget dr apkoppsvirus, som har visats kunna ge
upphov till omfattande utbrott, vilka framfor allt har
drabbat centrala och vistra delarna av Afrika [7].

Tva tdnkbara differentialdiagnoser i det aktuella
fallet var pseudokokoppor och orf. Pseudokokoppor,
dven kallat mjolkarknutor (milker’s nodules), smittar
via infekterad nétboskap och bérjar som en rod he-
misfarisk papel som mognar ut till en blaréd nodu-

HUVUDBUDSKAP

e Jattemollusker ar en atypisk form av den hos barn
allméant forekommande huddkomman mollusker.

e Diagnosen kan vara svar att stalla kliniskt da flera
behandlingsbara differentialdiagnoser ar tankbara.

e Nya generationens sekvensering (NGS-teknik) kan
med fordel anvandas for snabb identifiering av nya eller
ovanliga patogener i kliniskt prov.
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lus som kan bli uppat 2 cm i diameter. Knutan, som
vanligtvis inte 4r sméartsam, kan kvarsta i upp till sex
veckor. Orfvirus smittar via direktkontakt med infek-
terade far och getter. Ingangen &r ofta sar pa fingrar
och hinder, men dven smitta till ansikte finns beskri-
vet [8].Kliniken liknar den vid mjélkarknutor.

Diagnostik

Vid de flesta poxvirusinfektioner finns gott om virus i
blasskrap eller biopsimaterial, vilket gor att elektron-
mikroskopi lampar sig vdl som forstahandsalterna-
tiv vid val av diagnostisk metod. Tekniken ar snabb,
och oftast kan svar ldmnas inom nagon timme efter
provets ankomst till laboratoriet. I det aktuella fallet
kunde rikligt med molluscipoxvirusliknade viruspar-
tiklar pavisas med elektronmikroskopi (Figur 2), men
da den kliniska bilden inte var forenlig med mollusker
beslutades att ga vidare med massiv parallellsekven-
sering, sd kallad NGS-teknik (nya generationens sek-
vensering) for att verifiera virustillhérighet.

Med NGS-teknik kan den exakta ordningen av nuk-
leotider i miljontals DNA-molekyler bestimmas pa-
rallellt, vilket medfor att metoden lampar sig val vid
analys av komplexa prov med blandningar av DNA
fran olika organismer. Den teknik som anvindes i
det aktuella fallet baseras pa framtagandet av en bib-
liotekspreparation, det vill sdga att allt DNA i provet
fragmenteras till lagom stora bitar som sedan sek-
venseras. Darefter analyseras alla sekvensdata me-
tagenomiskt for att identifiera vilka organismer er-
hallna DNA-fragment tillhor. Den totala tiden fran
DNA-preparationen till fairdig analys &r cirka 2 dagar.

Saval elektronmikroskopi som NGS-tekniken finns
tillganglig vid Folkhalsomyndigheten (https:/www.
folkhalsomyndigheten.se/mikrobiologi-laboratorie-
analyser/laboratorieanalyser-och-tjanster/informa-
tion-for-bestallare/). Elektronmikroskopi ingar i bas-
utbudet av analyser, medan NGS-teknik endast utfors
efter kontakt med laboratoriet.

I det aktuella fallet kunde totalt 14 ng DNA isole-
ras varav 11 ng anvandes for att skapa en biblioteks-
preparation. Biblioteket amplifierades med PCR
och erhallet DNA renades och kvantifierades. Daref-
ter utfordes massiv parallellsekvensering pé ett Ion
Torrent PGM-instrument (Figur 3), vilket resulterade
i cirka fem miljoner sekvenser dar de flesta omfat-
tade cirka 380 baser. Sekvenserna bearbetades sedan
med en datoriserad analysvig kallad PathFinder, ut-
vecklad pa Folkhalsomyndigheten. Forst grupperades
de erhallna DNA-sekvenserna efter intern likhet (s k
klustring), och darefter jamfoérdes en representativ
sekvens fran varje grupp med publicerade sekvenser
i fem olika databaser via automatiserade BLAST (ba-
sic local alignment search tool)-s6kningar: Humant
TRNA, humant DNA, virus-RNA/DNA, bakteriellt RNA/
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DNA samt en slutlig s6kning mot hela den nukleotida
databasen i NCBI (National Center for Biotechnology
Information). I varje steg eliminerades traffar for att
pa sa vis reducera dataméngden. Resultatet visade att
en fjardedel av de erhallna sekvenserna var specifika
for molluscipoxvirus, men inga 6vriga for symtomen
relevanta patogener kunde pavisas.

Efter att forekomst av Molluscum contagiosum-vi-
rus verifierats genomfordes en sa kallad »de novo as-
sembly« dir sekvenserna sammanfogas blint med
malet att skapa en komplett genomsekvens. Detta
utfordes enligt ett tidigare publicerat protokoll for
sammanfogning av sekvenser frin komplexa prov [9].
Sammanfogningen resulterade i tre kontiger (ihop-
satta genomsekvenser baserade pa flera mindre 6ver-
lappande DNA-sekvenser) med en sammanlagd langd
av 181 kb, vilket motsvarar 95 procent av den férvanta-
de genomstorleken pa 190 kb (Figur 4).
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Figur 2. Molluscipox-
liknande viruspar-
tiklar pavisade med
elektronmikroskopi

i sdrsekret taget vid
forsta lakarbesoket.

Figur 3. Massiv
parallellsekvense-
ring utférdes i ett
chip (318 chip) som
innehaller totalt 12
miljoner brunnar.
de flesta av brunnar-
na sekvenseras ett
DNA-fragment, och
déarefter 6verfors
sekvenseringsdata
elektroniskt till en
dator fér vidare
dataanalys.

Figur 4. Jamférelse
mellan sammanfo-
gade kontiger (kontig
1,2,3) och det enda
existerande referens-
genomet for Mollus-
cum contagiosum-vi-
rus (NC 1731). De réda
staplarna motsvarar
identiska sekvenser
mellan kontigerna
och referensgenomet.
Tillsammans tacker
de tre kontigernaiin
95 procent av det
publicerade genomet.
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Figur 5. Den med
NGS-tekniken
erhéllna sekvensen
(Molluscum conta-
giosum-virus, MCV,
ny subtyp) jamfoérdes
med samtliga 20 pu-
blicerade sekvenser
for »major envelope
protein«. Roda baser
visar polymorfier.

MCV - Ny subtyp

GTTGCCTGCG ACGCTGCCGC

TGGCACTGCC TACTGGCAGC ATGCTCACGT

Det sammanfogade genomet jamfordes med tidiga-
re publicerade sekvenser for »major envelope protein«
som anvinds for typning inom MCV-sldktet. Har iden-
tifierades ett flertal enbaspolymorfier (SNP) som inte
overensstimde med nagra tidigare publicerade gen-
data fran MCV, vilket foranleder oss att klassificera
detta virus som en ny subtyp av MCV (Figur 5).

Uppfdljning av patienten

1 det aktuella fallet aterkom patienten efter fyra veck-
or for en planerad uppfdljning (Figur 6). Hudkliniken
hade nagra veckor innan fatt besked om att Mollus-
cum contagiosum-virus hade iterfunnits i provet,och
diarmed kunde behandlande ldkare vilja att enbart
exspektera. Vid aterbesoket berittade mamman att
forandringen redan efter en veckas tid efter provtag-
ningen hade minskat i storlek och nastan lakt ut. Pa
ringfingret aterfanns enbart en diskret makular post-
inflammatorisk rodnad, och upphéjningen var helt
borta. I stéllet hade patienten fatt nya mindre hud-
fargade forandringar pa kroppen. P4 magen, i pannan
och runt munnen hade flickan fatt ett flertal 1-2 mm
stora hudfirgade mollusker med klassisk indragning
centralt. Huden var for 6vrigt torr och stéllvis diskret
fiallande som vid lindrigt eksem. Formodligen hade
biopsitagningen vid flickans forsta besok pa kliniken
astadkommit en inflammation som bidrog till utlak-
ningen. Om de nytillkomna molluskerna var relate-
rade till lesionen pa ringfingret ar omojligt att siaga
utan att ha provtagit och typat virus. Dock gjordes
ingen fortsatt utredning/provtagning i och med att
flickan for 6vrigt var frisk med enbart bendgenhet for
atopiskt eksem. Efter cirka 4 manader hade alla mol-
lusker ldkt ut.

Behandling av mollusker ar i de flesta fall enbart ex-
spektans. Hos personer med atopiskt eksem kan van-
lig lokal eksembehandling ofta skynda pa utlikning-
en. Vid storre mollusker kan det bli aktuellt med kyr-
ettage efter till exempel lokalbedévningskram. Dock
ska risken for drrbildning alltid has i atanke vid me-
kanisk borttagning.

KONKLUSION

NGS-teknik &r ett effektivt verktyg for identifiering
och klassificering av nya eller ovanliga patogener, och
utgor ett viktigt komplement till traditionella analys-
metoder. Férdelen med tekniken &r att man kan sek-

Figur 6. Status vid uppféljning, fyra veckor senare.

vensera och detektera nukleinsyra utan att forst an-
vdnda nagon specifik anrikningsmetod. I det aktuella
fallet kunde diagnosen snabbt faststdllas med tradi-
tionell rutindiagnostik (elektronmikroskopi), men for
att verifiera specificiteten hos pavisat virus utférdes
massiv parallellsekvensering. Analysen visade aven
att pavisat virus kan klassas som en ny subtyp av mol-
luscipoxvirus. O

@ Potentiella bindningar eller javsforhallanden: Inga uppgivna.
Citera som: Lékartidningen. 2016;113:D33M
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SUMMARY

Molluscum contagiosum is a viral infection of the
epidermis characterized by skin-colored papules or
nodules frequently with a central depression. Atypical
variants may occur, primarily inimmunosuppressed
individuals. We here report a case of »giant Molluscum
contagiosum« in an immunocompetent child. The
patient was presented with a fairly smooth nodule of 2
cm in diameter on the ring finger. Molluscipoxvirus-like
virus particles were detected by electron microscopy
from the nodule, but since the clinical picture was

not compatible with MC, next generation sequencing
was performed in order to verify the diagnosis. Of the
total number of obtained sequences, 25% belonged

to molluscipoxvirus (MCV) and de novo assembly
revealed three contigs corresponding to 95% of the
MCV genome. The assembled genome was compared to
previously published sequences of the »major envelope
protein« used for genotyping of MCV genus. Several
unique single nucleotide polymorphisms were identified,
which led us to classify this virus as a new subtype of
MCV.
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