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ABSTRACT

Inclusion body disease (IBD) affecting boas and pythons is a serious and common
disease. Boas can be clinically healthy carriers, which makes control of the
disease difficult. The causative agent has not yet been confidently identified, and
therefore there are no serodiagnostic tests available. Today, histopathologic
examination of tissue biopsies is the recommended antemortem diagnostic
method, but there are several disadvantages. The objective of this study was to
compare the sensitivity of two diagnostic methods — liver biopsies and blood
smears, and to evaluate ultrasoundguided needle biopsy of the liver. Sixteen
clinically healthy boas aging from 1,5 months to 4 years or more, and from
different collections in Sweden were used in the study. Blood samples for blood
smears were collected from all snakes, liver biopsies by celiotomy were
performed on fourteen, and ultrasoundguided needle biopsies on five. The blood
smears were stained with May-Griinewald-Giemsa, and the tissue samples were
after preparation stained with hematoxylin and eosin. They were then examined
with light microscopy for intracytoplasmic eosinophilic inclusion bodies in
hepatocytes or blood cells. Typical IBD-inclusions were found in liver biopsies
from four of the snakes, but no inclusions were found in blood smears from the
same animals. Sampling by ultrasoundguided needle biopsy resulted in represen-
tative samples. In conclusion, a blood smear is not a reliable diagnostic alternative
to identify IBD-positive snakes compared to liver biopsies, as liver biopsy by
celiotomy or needle biopsy is a more sensitive method. Ultrasound guided needle
biopsy is a less invasive technique, but has less control of procedure complica-
tions.

SAMMANFATTNING

Inclusion body disease (IBD) som drabbar boa- och pytonormar &r en allvarlig
och vanligt forekommande sjukdom. Boaormar kan vara kliniskt friska bérare,
vilket medfor att spridningen av sjukdomen ér svar att kontrollera. Da man &n inte
har lyckats identifiera det agens som orsakar sjukdomen finns dnnu inga serolo-
giska diagnostiska metoder utvecklade. I dagsliget rekommenderas histopato-
logisk undersokning av vdvnadsbiopsier som bista diagnostiska metod pa levande
djur, men flera nackdelar finns. Syftet med denna studie var att jimfora sensitivi-
teten mellan tva diagnostiska metoder - leverbiopsier och blodutstryk, samt att
utvirdera ultraljudsguidad nalbiopsi fran levern. Sexton kliniskt friska boaormar,
fran 1,5 manader till 4 ars alder eller mer, och fran olika samlingar i Sverige
ingick i forsoket. Blodprov for blodutstryk togs pa alla ormarna, leverbiopsier via
celiotomi pa fjorton och ultraljudsguidade nalbiopsier pa fem. Blodutstryken
firgades med May-Griinewald-Giemsa, och biopsierna preparerades och firgades
med hematoxylin och eosin. De undersoktes direfter i ljusmikroskop efter intra-
cytoplasmatiska eosinofila inklusionskroppar i hepatocyter eller blodceller.
Typiska IBD-inklusioner pavisades i leverbiopsier fran fyra av ormarna, men inga
inklusioner hittades i blodutstryk fran samma djur. Slutsatsen &r att blodutstryk
inte dr ett tillforlitligt diagnostiskt alternativ for att identifiera IBD-positiva ormar
jamfort med leverbiopsier, eftersom leverbiopsi genom celiotomi eller nalbiopsi dr
en mer sensitiv metod. Ultraljudsguidad nélbiopsi dr en mindre invasiv metod,
men medfor en simre kontroll av eventuella komplikationer.



INLEDNING

Inclusion body disease (IBD) anses vara den viktigaste infektionssjukdomen hos
boa- och pytonormar i fangenskap over hela virlden idag (Jacobson et al, 2001).
Den har varit kind sedan mitten av 1970-talet (Ahne, 1977; Schumacher et al,
1994), men dess betydelse har forst pa senare tid accentuerats. Sjukdomen har
rapporterats fran USA, Afrika, Europa och Australien, och pa manga olika arter
inom familjen Boidae (boa- och pytonormar) i fangenskap (Schumacher et al,
1994; Carlisle-Nowak et al, 1998). Inklusioner lika de som ses vid IBD har dven
upptdckts pa nagra icke-boida arter; palmhuggorm (Bothriechis marchi)
(Raymond et al, 2001) och tre olika arter av kungssnok (Lampropeltis getulus
getulus (Jacobson, 1996), Lampropeltis getulus californiae (Jacobson et al, 1980)
och Lampropeltis pyromelana (Jacobson, 1989)). Det dr oként om IBD fore-
kommer i det vilda.

De kliniska symptomen &r mycket varierande. Pa kungsboaormar borjar
symptomen oftast med regurgitering, ca en vecka efter utfodringstillfillena, foljt
av anorexi. I slutstadiet uppkommer CNS-avvikelser, t ex desorientering, obalans,
sk “stargazing” och opistotonus (Schumacher et al, 1994). Ofta har djuren ocksa
stomatit och pneumoni (Jacobson et al, 2001). Boaormar kan bira infektionen
asymptomatiskt och smitta andra djur, vilket gor det svart att utrota sjukdomen. Pa
pytonormar ses en perakut form, vanligen med CNS-symptom (Jacobson et al,
1999). De neurologiska symptomen dr mer allvarliga och uttalade #n hos
boaormar, och inkluderar huvuddarrningar, inkoordination, desorientering, “head
tilt”, avsaknad av rittningsreflex nidr djuret placeras pa rygg, opistotonus,
progressiv forlust av motorfunktion (ff a i bakre hélften av ormen) och ibland
paralys (Carlisle-Nowak et al, 1998). Alla infekterade pytonormar utvecklar dock
inte CNS-symptom och varje daligt fungerande, kroniskt sjuk pyton bor anses
IBD-misstinkt (Jacobson et al, 1999). Kronisk regurgitering ses vanligtvis inte
hos pytonormar (Carlisle-Nowak et al, 1998). Sjukdomsforloppet kan vara lingre
hos boaormar (flera manader) dn hos pytonormar (veckor-manader) (Carlisle-
Nowak et al, 1998).

Orsaken till IBD misstinks idag vara ett virus, troligen ett retrovirus.
Undersokning med elektronmikroskopi har visat viruspartiklar i hjdrna, pankreas,
njurar och i odlade njurceller fran ormar med IBD. De holjeforsedda partiklarna
var i genomsnitt 110 nm i diameter och liknade morfologiskt partiklar av C-typ
inom familjen Retroviridae (Schumacher et al, 1994). Flera retrovirus har isolerats
fran kungsboaormar med IBD, men man vet inte om nagot av dem dr det som
orsakar IBD (personligt meddelande Elliott R. Jacobson, 2004). For att ta reda pa
detta behdvs transmissionsstudier.

Hur IBD 6verfors mellan ormar &r inte kiint. Troligen sker det genom aerosoler
eller via inredning kontaminerad med kroppsvitskor, samt eventuellt som en
venerisk sjukdom (Jacobson et al, 1999). Att kvalster kan forekomma som vektor
ar sannolikt, d& man upptickt att infektion med ormkvalster, Ophionyssus
natricis, var ett vanligt problem i manga av samlingarna med IBD (Schumacher et
al, 1994). Vertikal smitta dr ocksa en mojlighet, men om samtliga foster i sadana
fall smittas dr inte utrett (personligt meddelande Udo Hetzel, 2004; Jacobson et al,
1999). Det har rapporterats fall ddar modern testats positiv for IBD, men



avkomman inte varit positiv pa test vid drygt ett ars alder (Jacobson et al, 1999;
personligt meddelande Irene Ahl, 2004).

IBD karakteriseras av férekomsten av intracytoplasmatiska inklusioner, vilket gett
sjukdomen dess namn. Inklusionerna ses huvudsakligen i celler av epitelialt
ursprung, och pavisas oftast i bl a lever, pankreas, njurar och mag-tarmkanalens
mukosa (ff a magsickens), samt i hepatocyter och i neuroner i hjdrna och rygg-
mirg (Garner och Raymond, 2004).

Materialet inuti inklusionskropparna bestar troligen av protein (Wozniak et al,
2000) eller bade lipid och protein (Jacobson et al, 2001). Det finns inget bevis for
att de innehaller infektiosa partiklar (Garner och Raymond, 2004).

Den provtagning som anvénds for antemortem-diagnostik &dr ff a blodprov och
biopsier. Blod anvinds for biokemiska analyser, blodutstryk och blodcellsrikning.
Biopsier rekommenderas fran esophagus tonsiller, magsickens mukosa, njurar
eller lever (Jacobson et al, 1999). I en studie fann man inklusioner i 100 % av
pankreas, 70 % av lever och njurar samt 30 % av gastrointestinalepitelet hos
ormar som diagnostiserades med IBD (Jacobson et al, 1999). Medan pavisande av
karakteristiska inklusioner dr diagnostiskt for sjukdomen, innebidr det inte att
ormen &r fri fran IBD om man inte hittar nagra inklusioner (Jacobson et al, 2001).
Tills det sjukdomsorsakande agenset har isolerats och karakteriserats fullstindigt
och serologiska eller molekulirbiologiska tekniker sasom PCR har utvecklats, &r
det svart att identifiera djur som exponerats och &r kliniskt friska bérare. Det &r
inte heller kiint om en orm kan sprida smitta innan inklusionskroppar har bildats.
En indirekt ELISA-test har utvecklats for anvindning hos kungsboa, men ett
antigen behovs. Forsok pagar att sekvensera ett IBD-specifikt 68-kd protein som
hittats i inklusionerna, for att se om detta kan anvindas som ett antigen i testen
(personligt meddelande Elliott R. Jacobson, 2004).

Precis som for andra virala infektioner hos reptiler finns det ingen specifik
behandling av IBD, och @ven med understddjande behandling anses sjukdomen
dodlig (Carlisle-Nowak et al, 1998). Eftersom man tror att alla infekterade ormar
ar kroniska smittbérare och det inte finns nagon effektiv behandling, samt att man
aldrig har sett nagon sjuk orm tillfriskna, bor ormar med diagnosen IBD avlivas
(Schumacher et al, 1994). Terrarierna bor desinficeras och dédrefter 1dmnas ute for
exponering i solljus ett par veckor. Rekommenderade desinfektionsmedel &dr
klorkalk (natriumhypoklorid, 1:32) alternativt klorhexidin. Triéterrarier bor
kasseras. Generellt ér retrovirus inte taliga och 6verlever inte ldnge i miljon. Om
IBD diagnostiseras i en grupp av ormar, bor man isolera hela samlingen. Inga
ormar far limna samlingen och inga tas dit, inte ens om det dr en art som inte
anses drabbas av IBD. Noggranna matnings-, hanterings- och rengoringsrutiner
bor anvindas. Djuren bor undersdkas och eventuella kvalsterangrepp behandlas.
Samtliga ormar provtages med ldmpliga diagnostiska metoder, varefter positiva
djur avlivas och “negativa” sitts i karantdn i minst 3 - 6 manader. Man bor vara
medveten om att inte ens ett halvar med karantin avslojar alla latent infekterade
boaormar. De sk negativa &r ett problem eftersom de inte kan diagnostiseras som
sikert negativa innan andra diagnostiska, t ex serologiska metoder finns tillgdng-
liga. Exponerade boa- och pytonormar bor aldrig séttas tillbaka till en aktiv avels-
grupp. IBD anses nu vara en mycket utbredd sjukdom, och ett intensivt arbete
behovs for att fa kontroll 6ver sjukdomen. (Jacobson et al, 1999)



Det finns fortfarande manga kunskapsluckor nir det giller IBD, och for att fylla
dessa behovs mer forskning. Det viktigaste &r att isolera infektionsdmnet for att
ddrefter kunna utveckla ett serologiskt diagnostiskt test. Forst da kan det bli
mojligt att begrinsa spridningen av sjukdomen.

Syftet med denna studie var att jaimfora sensitiviteten mellan tva diagnostiska
metoder - leverbiopsier och blodutstryk, samt att utvirdera ultraljudsguidad nal-
biopsitagning. Resultatet &r tinkt att ge en végledning vid val av metod for att
diagnostisera IBD. 1 dagslidget rekommenderas védvnadsbiopsier som bista
diagnostiska metod, men flera nackdelar finns och behovet av enkel och siker
diagnostik dr stort.



MATERIAL OCH METODER

Djuren

Djurforsoksetiska nimnden har godkint forsoken i denna studie. Sexton kungs-
boaormar (Boa constrictor) ingick i forsoket. Alla djur var kliniskt friska med
undantag for att en av ormarna hade lindriga hudskador orsakade av rattbett,
under avlidkning. Ingen orm var smittad med ormkvalster.

Fjorton av de sexton djuren var Boa constrictor constrictor (vanlig kungsboa),
vilka inforskaffades fran maj till augusti 2004 fran privatpersoner i mellersta och
sodra Sverige. Sex av dem var juvenila 1,5 - 5 manader gamla, varav nagra var
syskon. Juvenilerna kom direkt fran uppfodarna. Atta ormar var vuxna djur som
dgarna av olika anledningar inte ville ha kvar. Bada konen fanns representerade.
Tiden innan forsoket forvarades ormarna individuellt i polypropylenelador av
lamplig storlek utrustade med en vattenskal, ett gomstille, tidningspapper som
bottensubstrat och med en vidrmematta under halva bottenytan. Ladorna
forvarades i ett reptilrum med en omgivningstemperatur pa 28°C och med en
12:12 timmars ljus-morker cykel. Rengoring och desinficering utférdes mellan all
hantering av olika djur och deras tillbehor. Vid forsoket var de svilta sedan tva
veckor. Ett dygn fore forsoket transporterades ormarna med bil 900 km till
forsoksplatsen.

Tva av de sexton djuren var Boa constrictor occinentalis (argentinsk kungsboa),
en hona och en hane. Bada dessa hade knappt tva manader tidigare diagnostiserats
som IBD-positiva efter histopatologisk undersokning av leverbiopsier. De hade
hela tiden varit kliniskt friska och transporterades direkt fran deras privata hem till
forsoksplatsen.

Férséksutformning

Blodprov for utstryk skulle tas pa alla sexton djuren. Pa de fjorton vanliga kungs-
boaormarna skulle det tas leverbiopsier via celiotomi. Pa de tva argentinska
kungsboaormarna och pa tre vanliga kungsboaormar skulle det tas nalbiopsier
under ultraljudsguidning. Vid provtagningen skulle de argentinska boaormarna
varken sovas eller lokalbeddvas.

Vid den mikroskopiska undersokningen av biopsimaterial och blodutstryk var
proven avidentifierade, sa att undersokningarna utférdes blint.

Anestesi

Varje orm sévdes dissociativt med ketamin (Ketalar® eller Ketaminol®) 50 mg/kg
intramuskuldrt fordelat pa minst sex stillen utmed kraniala hilften av rygg-
muskulaturen. Kanyler 0,6 X 25 mm anvindes vid alla injektioner. Efter 20
minuters narkosinduktion gavs lokalanestesi i form av lidokain (Xylocain® 10
mg/ml utan adrenalin) 1-2 ml/orm subkutant utmed téinkt snittlinje. Lokalanestesin
fick verka i minst 5 min innan incisionen utférdes.



Blodutstryk

Ett snitt med skalpell gjordes genom dorsala gomvenen eller dess forgreningar i
munhalan och blod samlades med ett kapillarror (bild 1). Blodet stroks ut pa
objektsglas som fick lufttorka.

Bild 1. Blodprovstagning pa kungsboa. Blodet fran det snittade kiirlet samlas upp med
ett kapillirror.

Leverbiopsiprovtagning genom celiotomi

Platsen for snittet mattades ut genom att uppskatta leverns lokalisation (se bild 2).
Mitten av avstandet mellan skallbas och anal markerades med kirurgisk tejp pa
ormens hud. Ytterligare en tejpbit placerades ca 10 centimeter kranialt om den
forra. Mittemellan de tva markeringarna pa laterala kroppssidan vid 6vergangen
mellan fjdll och bukplatar, lades ett ca 4 cm langt snitt med skalpell genom hud
och bukvigg. Med hjidlp av fingrarna och ibland en kirurgisk pincett samt en
sarhake lyftes levern fram och Vena cava lokaliserades (bild 3). Med en kirurgisk
sax klipptes en trekantig ca 6 X 4 X 4 mm bit av levern ut, fran fria kanten in mot
Vena cava, som loper centralt lings med levern (bild 4). Varje biopsi lades i en
separat uppmirkt behallare med 10 % buffrad formalin. Saret forslots med ett
lager fortlopande sutur genom hud och bukvégg. Till de stora ormarna anvéndes
Supramid 0, till de mindre Supramid 2-0 med skidrande nal.
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Bild 2. Oversikt av anatomin hos orm. Notera leverns ndira ldge till aorta, lungor och
luftscickar och hur Vena cava loper genom organet.
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Bild 3. Leverns lokalisation intill lungorna och med Vena cava som loper ldngsmed hela
organet.



Bild 4. En biopsi av levern klipps ut med sax, utan att skada intilliggande strukturer.

Leverbiopsiprovtagning genom ultraljudsguidad nalbiopsi

Leverns lokalisation mattades ut enligt ovan. Ultraljudsproben (konvex 6,5 MHz)
fran en Medison SA 600V anlades vinkelritt mot huden med ultraljudsgel emellan
och riktades om tills en tydlig transversal snittbild av levern erholls pa ultraljuds-
apparatens skédrm (bild 5). Ca 10 mm vid sidan om proben lades ett snitt genom
huden med skalpellblad och in via snittet trycktes en biopsikanyl (1,20 X 70 mm) i
riktning mot levern (bild 6). Via ultraljudsskidrmen kontrollerades att biopsinalen
var placerad i levern, vilken penetrerades ett flertal ganger under det att ett under-
tryck skapades i biopsinalen genom att aspirera med sprutan. Under fortsatt
undertryck drogs nalen ut ur kroppen och biopsierna Gverfordes till en separat
uppmirkt behallare med 10 % buffrad formalin.
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Bild 5. Levern och Vena cava pa ultraljudsapparatens bildskdrm.

Bild 6. Leverbiopsitagning med biopsikanyl under guidning av ultraljudsproben.

11



Histologisk undersékning

Leverbiopsierna fixerades i 10 % buffrad formalin, trimmades vid behov, dehyd-
rerades, biddades in i paraffin, snittades till ca 5 wm, monterades pa objektglas
och fiargades med hematoxylin och eosin (H&E). Varje snitt undersoktes med
ljusmikroskop i 20-100 ggr forstoring i minst 15 minuter. Som positivt prov
bedomdes de med ett flertal typiska homogena starkt eosinofila intracytoplasma-
tiska runda till ovala 3-10 pwm stora inklusioner.

Blodutstryken firgades med May-Griinewald-Giemsa och undersoktes med ljus-
mikroskop i 20-100 ggr forstoring i minst 20 minuter.
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RESULTAT

Blodutstryk

Inga IBD-inklusioner hittades i nagot av utstryken (se tabell 1).

Tabell 1. Provtagningsmetod och resultat.

Individ A och B dr argentinska kungsboaormar.

Neg = inga inklusioner pavisade, pos = inklusioner pavisade.

Information om individen Diagnostisk metod
Individ . Vikt Sliktskap, Celiotomi Nalbiopsi Blodutstryk

nr Alder (g) kontakt

1 - 6500 neg neg neg
2 - 900 neg - neg
3 - 5900  kontakt med 4 neg neg neg
4 - 3800 neg neg neg
5 2ar 1100 ]]Zilz ;fg:z ]f th;l neg - neg
6 1,5ar 950 kontakt med 5 neg - neg
7 4ar 950 neg - neg
8 4ar 650 neg - neg
9 3,5 man 93 kullsyskon med 10 neg - neg
10 3,5 man 96 neg - neg
11 3man 105  kullsyskon med 12 pos - neg
12 3man 105 pos - neg
13 1,5 man 48  kullsyskon med 14 neg - neg
14 1,5 man 55 neg - neg
A - - - pos neg
B - - - pos neg

Inklusioner

I leverbiopsier fran fyra av de sexton boaormarna pavisades intracytoplasmatiska
inklusioner typiska for IBD, varav tva provtagna genom celiotomi (se bild 7) och
tva genom nalbiopsi (se bild 8). Tva av dessa var de argentinska kungsboaormar
som knappt tvd manader tidigare diagnostiserats positiva for IBD, men som
fortfarande inte hade utvecklat nagra kliniska symptom. I biopsier fran tva andra
ormar hittades ett mindre antal 1-2 wm runda eosinofila kroppar. Dessa liknade
IBD-inklusioner, men aterfanns inte i hepatocyternas cytoplasma utan i
sinusoider, ibland i Kupffers celler, varfor biopsierna bedémdes som negativa
avseende IBD (personligt meddelande Elliott R. Jacobson, 2004; personligt
meddelande Erik Agren, 2004) (se bild 9).
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Bild 7. Leverbiopsi fran orm nr 11: eosinofila intracytoplasmatiska inklusioner i

hepatocyter (se pilar).

Bild 8. Nalbiopsi fran levern pa orm A: eosinofila intracytoplasmatiska inklusioner i

hepatocyter (se pilar).
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Bild 9. Leverbiopsi fran orm nr 4: en 1-2 yum rund eosinofil kropp i en sinusoid (se

pil).

Leverbiopsiprovtagning genom celiotomi

Samtliga fjorton ormar som provtogs genom celiotomi 6verlevde ingreppet. Pa de
sex minsta ormarna var levern vildigt liten i forhallande till Vena cava, varfor
provtagningen var svar. Pa de fyra ormar som vidgde under 100 gram skadades
Vena cava sa att en mindre blodning uppstod, men de Gverlevde ingreppet utan att
vidare atgidrder behovdes. Alla ormar utom en at foda 10 dagar efter operationen.
Den som inte ville dta 6msade skinn och borjade dérefter &ta.

Leverbiopsiprovtagning genom ultraljudsguidad nalbiopsi

Ormarna reagerade inte namnvért pa ingreppet trots att de inte fatt sedering eller
analgesi. Det de reagerade mest pa vid provtagningen var det lilla snittet som
gjordes i huden. Vid sjilva provtagningen, nir biopsinalen perforerade levern,
gjorde de inte mer motstand dn generellt av sjédlva fasthallningen.
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DISKUSSION

IBD ir troligtvis ett mycket storre problem i Sverige idag @n vad vi kénner till. 1
dagslédget finns det ingen kédnd prevalens for sjukdomen. De sjukdomar som é&r
smittsamma och dér det forekommer subkliniska smittbdrare dr mycket svara att
utrota. Enda sékra sittet kan vara “stamping out”, dvs att avliva alla djur som bér
pa infektionen. For att veta om ett djur dr infekterat behovs tillforlitlig diagnostik.
Idag anses endast histopatologisk bedomning av viavnadsbiopsier som diagnostisk,
men metoden innebdr ett visst kirurgiskt ingrepp. Med t ex en serologisk
diagnostisk metod skulle det vara enklare, mindre riskfyllt och billigare att provta
ett stort antal djur, och didrmed att kunna bedriva en effektivare bekdmpning av
sjukdomen.

Fordelarna med provtagning genom celiotomi dr att man har en 6verblick Gver
lever och intilliggande organ, sa att risken att skada Vena cava eller andra
strukturer blir mindre, och att man kan upptécka och stoppa en eventuell blodning.
Nackdelarna dr att det dr ett storre ingrepp under narkos, att det innebér en post-
operativ infektionsrisk och att suturtagning kridvs om icke resorberbart suturmate-
rial anvénds.

Fordelarna med nalbiopsi dr att ingen narkos behovs och att det dr ett mindre
invasivt ingrepp. Det visade sig vara litt att fa representativa prover fran levern
med hjilp av en nalbiopsi.

Nackdelen &r risken att ofrivilligt punktera storre kirl eller andra strukturer sasom
lungor, och att man behover ha tillgang till och kunskap om anvindning av ultra-
ljud.

Positiva och osikra prov undersoktes dven i fluorescensmikroskop. Positiva prov
visade pa en svag fluorescens hos inklusionskropparna. Fluorescensen var dock
inte tillrdckligt stark for att metoden kan anses underlitta identifieringen av
positiva fall. Biopsisnitt fran positiva djur firgades ocksa med Giemsa och PAS,
men dessa firgningar visade sig daligt framhidva inklusionerna. De mycket sma
och runda eosinofila kropparna som fanns i sinusoider pa orm nr 3 och 4 skiljde
sig fran IBD-inklusioner avseende storlek, placering och antal. De var inte heller
fluorescerande vid undersokning i fluorescensmikroskop. Virt att notera &r att
orm nr 3 och 4 levt tillsammans under flera ar.

De metoder och den utrustning som anviéndes vid forsoket fungerade till synes
bra, men for att utfora sovning och provtagning optimalt enligt litteraturen &r en
del fordndringar 6nskvirda.

Analgetika bor ges preoperativt, t ex carprofen (Rimadyl®) 1-4 mg/kg. Virme-
matta el liknande bor anvindas for att uppritthalla artens specifika optimala
temperaturintervall (POTZ) fore, under och efter anestesin. For att erhalla
tillriackligt narkosdjup av ketamin bor doseringen vara 55-90 mg/kg (Carpenter et
al, 2001). Suturerna bor vara utatvikande, eftersom reptilhud vinder sig inat mot
saret vid ldkning (Mader, 1996).
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Eftervarden innefattar ett varmt uppvaknande under oversikt, 6vervakning av ev
postkirurgiska komplikationer sasom sarinfektioner, samt suturtagning efter 6-8
veckor.

For att fa battre kvalitet pa preparaten for histologisk undersokning boér man lata
leverbiopsierna svalna till rumstemperatur i ca 1-2 minuter, innan de fixeras 1
formalin (personligt meddelande Erik Agren, 2004).

Genom att ge lokalbeddvning med en fin kanyl skulle ormarna vara dnnu mindre
berorda av nalbiopsitagningen. Vidare undersokning av ultraljudsguidad nal-
biopsitagning skulle vara intressant, t ex for att utvidrdera risken for komplika-
tioner sasom t ex blodningar. Ytterligare kunskap om sjukdomens prevalens,
mojliga andra virdar, spridning och patologi vore ocksa virdefullt.
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LITTERATURSTUDIE

Varddjur

I slutet av 1970- och borjan av 80-talet sags IBD oftare pa tigerpyton (Python
molurus bivittatus) dn pa kungsboa. Detta kan bero pa att tigerpyton da var mer
vanligt forekommande &n boaormar. Tigerpyton &r fortfarande vanliga, men
sjukdomen verkar trots det inte forekomma sa ofta pa denna art nufortiden.
Forklaringar till detta kan vara att virusets virulens har fordndrats, att de ormar
som Overlevt efter mitten av 80-talet har utvecklat resistens, eller att agenset
orsakar andra kliniska symptom, som t ex den kroniska respirationssjukdom som
ses pa flera arter av pytonormar (Jacobson et al, 1999).

Kungspyton (Python regius) verkar sillan drabbas, men om det beror pa en viss
resistens eller underrapportering &r oként. Rosenboa (Lichanura sp.) ir en art av
boiderna som uppfattas som resistent, eftersom inga fall av IBD har rapporterats
pa dessa ormar, trots att manga troligen haller dem i samma samling som kungs-
boaormar. (Jacobson et al, 1999)

Mader (Jacobson et al, 1996) menar att IBD trots allt kan forekomma pa icke-
boida arter, men att symptomen kanske inte liknar IBD sa som vi kidnner till dem.
Dessutom menar han att vi associerar IBD med eosinofila inklusioner hos
boiderna, och att sjukdomen kanske inte orsakar samma patologi hos andra arter. |
nistan alla fall av IBD hos tigerpyton, holls dessa i samma rum som
kungsboaormar (Schumacher et al, 1994). I en del av fallen var dven boaormarna
sjuka, medan de i andra fall var kliniskt friska (Schumacher et al, 1994). Man
menar att kungsboa har storre resistens mot klinisk IBD 4n andra boider (Wozniak
et al, 2000). Kanske dr kungsboa naturlig véird for det agens som orsakar IBD,
medan pytonormar kan fungera som avvikande vérddjur (Schumacher et al, 1994).
Om en serologisk test utvecklas kan undersokningar i ormarnas ursprungsland
avsloja vilken art som &r reservoar (Schumacher et al, 1994).

I en studie (Garner och Raymond, 2004) undersoktes 515 boaormar, 301 pyton-
ormar och 20 anakondor, dir 90 boaormar hade IBD, men inte en enda pyton eller
anakonda. Det har rapporterats att en annan morfologisk manifestering av IBD
kan forekomma pa pytonormar, dir inflammation dominerar och inklusioner dr
séllsynt. Det verkar dock osannolikt att pyton skulle ha en annorlunda
manifestering av sjukdomen #n boa och palmhuggorm, eftersom pyton dr mer
nira relaterade till boa dn vad palmhuggorm ir, och morfologin hos palmhuggorm
dr identisk med den hos boa. Forfattarna till artikeln tror att IBD &r ovanlig till
sdllsynt pa pytonormar, och att det ar mojligt att andra sjukdomsalstrande agens
som t ex paramyxovirus kan forvixlas med IBD pa pytonormar. (Garner och
Raymond, 2004)

Symptom

Regurgitering beskrivs ofta som ett av de vanligaste symptomen. Klingenberg
skriver dock att detta symptom diskuterats i endast ett av de 6ver hundra IBD-fall
han diagnostiserat. Forfattaren anser de mest typiska akuta symptomen pa
boaormar vara mycket lindriga huvuddarrningar, minskat tungspelande och
hagloshet. Han menar att man inte ska rikna med neurologiska symptom pa

18



boaormar, varken i akut eller i kronisk fas. Det dr vanligare med extremt svaga
neurologiska symptom i den akuta fasen #n med nagra sadana symptom
overhuvudtaget i den kroniska fasen. Vidare &r anorexi, hagloshet, viktforlust och
dehydrering mer karakteristiskt for den kroniska fasen, dven om det borjar i den
akuta fasen. Efterhand som sjukdomen fortskrider &r det vanligare med sekundéra
bakterieinfektioner, som t ex infektids stomatit, pneumoni, nekrotiserande
dermatit och abscesser. (Jacobson et al, 1999)

Mader (1996) menar att det &r svart att skilja mellan akut och kronisk sjukdom
och att det man ser oftast dr en akut manifestering av en infektion som resulterat
fran en kronisk och forsvagande sjukdom. Han har sett regurgitering och kaudal
paralys pa unga kungsboaormar, medan #ldre individer har infektioner som inte
svarar pa behandling, vanligtvis med respiratoriska symtom.

Etiologi

Viruspartiklar har enbart vid enstaka tillfdllen pavisats nir celler med inklusions-
kroppar undersokts med elektronmikroskopi (Schumacher et al, 1994). Man har i
IBD-infekterad vdvnad hittat viruspartiklar som misstinks vara retrovirus, men
flera studier har visat pa skillnader vid jamforelse med retrovirus. Exempel pa
detta dr att det nya viruset replikerades vid 25°C (Jacobson et al, 2001), en
suboptimal temperatur for de flesta didggdjurs- och fjaderfavirus, och att virus-
partiklarna knoppas av fran intracytoplasmatiska membran (Schumacher et al,
1994), medan de flesta retrovirus knoppas av fran cellviaggen.

Intraperitoneala och subkutana injektioner med vitska innehallande mogna virus-
partiklar (supernatant fran odlade njurceller fran en infekterad boaorm) pa unga
pytonormar, har resulterat i kliniska symptom och mikroskopiska fynd som vid
IBD (Schumacher et al, 1994). Aven boaormar har inokulerats med infektiost
material fran en IBD-positiv boa och utvecklade de typiska inklusionerna i
hepatocyter 10 veckor efter injektionerna, men hade ett ar efter injektionerna inte
utvecklat nagra kliniska symptom (Wozniak et al, 2000).

Flera retrovirus har isolerats fran boider, men dessa agens har inte visat sig orsaka
IBD efter experimentell inokulering pa boaormar (Carlisle-Nowak, 1998; Huder
et al, 2002). Alla retrovirus hittills identifierade pa ormar dr fran djur med
neoplasier (Schumacher et al, 1994). Om viruset som orsakar IBD pa boider
bekriftas vara ett retrovirus, kommer det att vara den forsta systemiska retrovirala
sjukdomen pa reptiler som inte dr associerad med neoplasier.

Inklusionskroppar

Pa kungsboa har inklusioner varit vanligast i njurar, pankreas och lever, medan de
pa tigerpyton varit vanligast i CNS (Schumacher et al, 1994). Inklusionerna kan
variera i antal mellan olika ormar, fran nagra fa inklusioner i ett organ till att de
forekommer i flera organ (Jacobson et al, 2001). Histokemiskt dr inklusionerna
eosinofila med HE-firgning, PAS-negativa (Wozniak et al, 2000), djupbla med
Giemsa (Schumacher et al, 1994), och positiva vid fluorescensmikroskopi. Vid
elektronmikroskopi (TEM) upptrider inklusionerna som sma elektrontita enheter
som tunnas ut vid periferin och kondenseras centralt (Jacobson et al, 2001).
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Antalet, storleken och densiteten pa inklusionskropparna 6kar med infektionens
duration. Maximala diametern pa inklusionskropparna dar 5-6 um. Inklusions-
kroppar mindre &n 2 um bestar av intracytoplasmatiska ansamlingar av granulirt
elektrontétt material som inte d&r membranbundet. Storre inklusioner (3-6 [m)
bestar av membranbundna ansamlingar av amorft till granuldrt elektrontitt
material blandat med membranlika fragment. Denna kombination tyder pa att de
storre inklusionerna har ett fagolysosomalt ursprung. Inklusionerna innehaller ett
antigent sérskiljande IBD-specifikt 68-kd protein, vilket misstinks vara viralt.
Detta dr specifikt for infekterad inklusionspositiv vdvnad, och monoklonala
antikroppar riktade mot proteinet mérker ut inklusionskropparna. (Wozniak et al,
2000)

Olika teorier har lagts fram om vad inklusionskropparna har for ursprung. Det kan
vara en Overproducerad och/eller daligt nedbruten viruskomponent som ansamlas
i virdcellens cytoplasma (Wozniak et al, 2000), en biprodukt fran cell-
metabolismen som ansamlats pga dalig cellfunktion (storage disorder) (Garner
och Raymond, 2004) eller vara previralt material som behdvs for replikation
(Jacobson et al, 2001).

Stora eosinofila intracytoplasmatiska kroppar liknande de som forekommer vid
IBD verkar vara unika for boider och annorlunda jimfort med de inklusioner som
beskrivits i litteraturen for 6vriga ormar (Schumacher et al, 1994) och for andra
retrovirala infektioner (Wozniak et al, 2000). En av dem som forskat mest pa IBD
(Elliot R. Jacobson) har undersokt vivnader fran ett stort antal icke-boida ormar
och har pé dessa aldrig sett likadana inklusioner (Schumacher et al, 1994). Aven
hos personer infekterade med humant immunbrist virus (HIV) har ansamling av
partiklar i intracytoplasmatiska vakuoler observerats, vilket gjort att IBD ibland
kallats ”boa-aids”.

Andra strukturer som bildar inklusioner ir t ex cellulédrt debris, infektiosa agens
samt fagocyterat frimmande material (Garner och Raymond, 2004). Det som kan
misstas som inklusioner &r tvérsnittade heterofiler utan synlig kérna, apoptotiska
kroppar (Councilman bodies) och sexuella granula i njurvdvnad fran handjur
(personligt meddelande Erik Agren, 2004).

Patologi

De histopatologiska fynden vid IBD, utover inklusioner, har visats vara t ex
multifokala nekroser och mononukledr leukocytinfiltration i flera organ, samt
vakuolisering av acinéra celler i pankreas, tubulidr nekros i njurar, thymusatrofi,
fibros och atrofi av lymfoid vivnad samt granulomat6s pneumoni (Schumacher et
al, 1994). Den allra tydligaste patologiska fordndringen var vakuolisering och
balloniserande degeneration av hepatocyter, ofta med forstorad blek vesikulér
kidrna (Schumacher et al, 1994). Vakuolisering av hepatocyter var tydligt 10
veckor efter experimentell infektion (inokulering) och graden av vakuolisering
Okade med durationen av infektionen (Wozniak et al, 2000).

Histologisk undersdkning av nervvévnad har visat stora skillnader mellan boa och
pyton. Det inflammatoriska svaret var mer uttalat hos tigerpyton @n hos kungsboa,
medan forekomsten av intracytoplasmatiska inklusioner i nervvdvnad var mer
omfattande hos boaormarna. Detta &dr en intressant observation, eftersom CNS-
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storningarna oftast ar mer uttalade hos pyton. Bade boa och pyton hade non-
suppurativ meningoencephalit med neurondegeneration, glios och demyelini-
sering. Paverkade neuron var runda och svullna och med forlorad Nissl substans.
(Schumacher et al, 1994)

Diagnostik

Differentialrikning av blodceller kan vara av viarde som diagnostik, da det inte &r
ovanligt med leukocytos (ofta mer dn 30,000 och upp till 100,000 celler/ul) med
lymfocytos i det akuta stadiet. Till f6ljd av immunosuppressionen orsakad av
virusinfektionen, gar dock den vita blodbilden ner till det normala relativt snabbt
och okningen uppticks oftast aldrig. Toxiskt fordndrade leukocyter kan ocksa
vara en indikation pa den inflammatoriska processen (Jacobson et al, 1999).

Kemiska parametrar, sasom ASAT, LDH, amylas, lipas, biliverdin samt ev
biliverdinuri kan fordndras, men referensviarden saknas for méanga ormarter.
Leverenzymvirden kan troligen vara virdefullt att folja eftersom levern &r ett
primérstille for inklusioner. Amylas och lipas &r ocksa av intresse, da en studie av
Schumacher visade att pankreas &r det enda organ som var fordandrat hos 100 % av
de djur som ingick i studien. (Jacobson et al, 1999)

De hematologiska och klinkemiska virdena skiljer sig mellan akut respektive
kroniskt infekterade ormar. Vid akut infektion ses leukocytos, relativ lymfocytos
(Iymfopeni vid kronisk inf), ldgre totalprotein och globulinvirden och signifikant
hogre ASAT-vérden dn vid kronisk infektion. (Schumacher et al, 1994)

Blodutstryk kan firgas med May-Griinewald-Giemsa (personligt meddelande Erik
Agren, 2004), Wright’s/Giemsa, Wright’s eller Diff quick (Jacobson et al, 1999)
och undersokas i ljusmikroskop efter inklusioner i bade vita och roda blodkroppar.
Antalet celler med inklusioner ir dock endast ca 1 % i typfallet (Jacobson et al,
1999). Cytologi bedéms inte vara ett idealt sitt att diagnostisera IBD. Det &r
lattare att missa inklusioner och att missta andra strukturer for inklusioner, dn pa
biopsier (Garner och Raymond, 2004). Klingenberg (Jacobson et al, 1999) anser
att man bor folja upp ett positivt blodutstryk med leverbiopsier for verifiering.
Aven cytologisk undersokning av leveraspirat har simre sensitivitet #n biopsier
fran samma organ, eftersom hepatocyterna tenderar att lysera under aspirationen
(Garner och Raymond, 2004). Magsicksskoljning har ocksa provats som
diagnostisk metod, men antalet celler som foljer med &r otillrackligt och
objektglaset behover prepareras omgaende for att undvika osmotiska artefakter
(Garner och Raymond, 2004).

Leverbiopsi anses idag ge den sikraste diagnostiken och en studie visar att en
utskuren bit eller perkutan biopsi 4r bista metoden. Endoskopiskt tagna biopsier
av magsicksslemhinnan ger ocksa diagnostiska prover, men krdver special-
utrustning och kan vara svar att utféra pa patienter som ar for sma eller stora for
utrustningen. Biopsitagning fran andra vdvnader, som pankreas och njurar, dr mer
invasivt dn vad som krévs for diagnos. Hudbiopsi &r inte lika sensitivt som lever-
biopsi, men kan forbittras genom att ta mer &dn en hudbiopsi. (Garner och
Raymond, 2004)
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Inklusionspositiva prov borde eventuellt utvirderas med ytterligare diagnostiska
metoder, sasom elektronmikroskopi, innan diagnosen IBD stills, eftersom flera
olika skador kan orsaka bildning av likartade inklusionskroppar (Wozniak et al,
2000). Erhalls negativa biopsier fran en misstankt orm bor djuret sittas i karantin
i 3-6 manader, och ddrefter upprepas biopsitagningen, och prover tas fran flera
olika organ (Jacobson et al, 1999). Monoklonala antikroppar har producerats mot
ett IBD-virus associerat protein (68-kD), vilka borde kunna anvindas som reagent
vid immunohistokemisk differentiering av IBD-inklusioner fran andra ickevirala
inklusionskroppar (Wozniak et al, 2000).

Om det giller virdefulla djur, kan det vara befogat att utféra en experimentell
overforing av blod fran en misstinkt orm till en naiv pyton som inte utsatts for

infektionen. Om det misstinkta blodet &r positivt, bor man se neurologiska
symptom pa pytonormen inom 3-6 manader (Jacobson et al, 1999).
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