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Sammanfattning

Anaplasma phagocytophilum &r en fastingburen bakterie som kan orsaka en klinisk infektion,
granulocytér anaplasmos, hos bland annat hundar. Enligt viss litteratur orsakar dock ofta
bakterien endast en subklinisk infektion hos hundar, men det ar inte utrett hur stor denna
andel &r. Syftet med denna pilotstudie ar darfor att bestimma hur stor andel av hundar, som
pavisats vara seropositiva avseende A. phagocytophilum, som inte utvecklar en klinisk
infektion av granulocytéir anaplasmos.

Blodprover samlades fran 100 stycken hundar som besokte Djurkliniken Norrkdping -
Evidensia, Sverige. Dessa undersoktes med FASTest ANAPLASMA, ett serologiskt
snabbtest, for att hitta vilka hundar som var seropositiva mot 4. phagocytophilum. De som var
seropositiva pd FASTest ANAPLASMA, eller positiva pd serologi eller PCR pé blodprover
som skickades till Laboklin - Bad Kissingen, Tyskland, raknades som om de hade triffat pa
infektionen denna eller foregdende fastingsdsong. For att bestimma om hundarna hade
genomgétt infektionen subkliniskt eller hade utvecklat kliniska tecken pa granulocytir
anaplasmos anvéndes ett frageformulér till djurdgarna med anamnestiska frdgor, samt dven
klinisk undersokning, hematologiska- och blodkemiska-analyser och kliniskt svar pa
behandling med doxycyklin.

Endast nio stycken av de 100 hundarna var seropositiva, vilket ger en seroprevalens pd 9%.
En av hundarna som var seronegativ hade ett positivt PCR resultat, och var den enda hunden
som provtogs med PCR. Den beddms inte ha hunnit bilda antikroppar dn, men borde sannolikt
ha serokonverterat senare. Sammanlagt rdknades dérfor tio av de 100 stycken hundarna som
om de hade tréffat pa infektionen denna eller foregaende fastingsdsong. Av dessa tio hundar
raknades fyra stycken ha genomgatt infektionen subkliniskt och fem stycken rdknades ha
utvecklat en klinisk infektion. En av de tio hundarna inkluderades inte 1 resultatet d& det &r
osdkert om dennes kliniska tillstdind dels berodde pd granulocytdr anaplasmos eller inte.
Andelen som vid nagot tillfdlle endast hade genomgatt infektionen subkliniskt var darfor i
denna studie fyra av nio, cirka 44%. Dock pé grund av det ringa antalet seropositiva hundar 1
denna studie sa gar det inte att dra nagra storre slutsatser, da resultatet paverkas for mycket av
slumpen. En storre studie gjord 1 Minnesota, USA, visade dér en seroprevalens pé cirka 55%
varav endast 15% av de seropositiva hundarna utvecklade kliniska tecken. Andelen som
enbart genomgétt infektionen subkliniskt dr d& hela 85%. Dock finns det vésentliga skillnader
1 studiernas utformning samt dven geografiskt som gor att resultaten inte ar jidmforbara.
Spekulativt kan andelen av de seropositiva hundarna som genomgar infektionen subkliniskt
ligga nagonstans mellan 44-85%, men en mer omfattande studie krdvs for att bestimma detta.



Summary

Anaplasma phagocytophilum is a tick-borne bacterium that can cause a clinical infection,
granulocytic anaplasmosis, in dogs among other species. According to some literature,
however, the bacterium often causes only a subclinical infection in dogs, but it is not
investigated how large this proportion is. Thus, the purpose of this pilot study is to determine
the proportion of dogs, recognized as being seropositive to A. phagocytophilum, which does
not develop a clinical infection of granulocytic anaplasmosis.

Blood samples were collected from 100 dogs who visited Djurkliniken Norrkoping -
Evidensia, Sweden. These were tested with FASTest ANAPLASMA, a rapid serological test,
to find the dogs that were seropositive to 4. phagocytophilum. Those who were seropositive at
FASTest ANAPLASMA, or positive at serology or PCR on blood samples sent to Laboklin -
Bad Kissingen, Germany, were counted as if they had encountered the infection the current
or the previous tick season. To determine whether the dogs had undergone the infection
subclinically or had developed clinical signs of granulocytic anaplasmosis, a questionnaire to
the owners of the dogs were used with questions of the medical history along with physical
examination, hematological and blood chemical analysis and also clinical response to
treatment with doxycycline.

Only nine of the 100 dogs were seropositive, giving a seroprevalence of 9%. One of the dogs
who were seronegative had a positive PCR result, and was the only dog that was tested with
PCR. It deemed not to have had time to form antibodies yet, but should probably have
seroconverted later. Thus, altogether ten of the 100 dogs were counted as if they had
encountered the infection the current or previous tick season. Of these ten dogs, four were
counted to have undergone the infection subclinically and five were counted to have
developed a clinical infection. One of the ten dogs was not included in the results because it is
uncertain if its clinical condition was partly due to granulocytic anaplasmosis or not.
Therefore, the proportion who, at some point, only had undergone the infection subclinically
in this study is four out of nine, about 44%. However, because of the small number of
seropositive dogs in this study, it is not possible to make any major conclusions as the result is
affected too much by chance. A larger study, conducted in Minnesota, USA, showed a
seroprevalence of approximately 55%, of which only 15% of the seropositive dogs developed
clinical signs. The proportion who only undergone the infection subclinically was then 85%.
Though, there are significant differences geographically and in the design of the studies,
leading to the results are not comparable. Nevertheless, speculatively the proportion of the
seropositive dogs who undergo the infection subclinically could be somewhere between 44-
85%, but a more comprehensive study is required to determine this.
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INLEDNING

Granulocytdr anaplasmos dr en vanligt forekommande fastingburen infektion i féstingtéta
omraden i1 Sverige och ses bland annat hos hundar (Egenvall ef al., 1997; 2000a). Den orsakar
klinisk sjukdom hos hund men den ger dven ofta upphov till subkliniska infektioner enligt
viss litteratur (Egenvall et al., 2000a; Foley et al., 2001; Beall et al., 2008). Det saknas dock
uppgifter om hur stor andel av de infekterade som utvecklar kliniska tecken, 1 jamforelse med
de som endast far en tillfdllig subklinisk form. Kroppen klarar dock av en subklinisk infektion
pa egen hand med tiden (Carrade et al., 2009). Malet med denna pilotstudie &r att grovt
bestimma den subkliniska andelen med hund som modelldjur. Denna information ar av
intresse bade ur ett kliniskt perspektiv och ur forskningssynpunkt.

Hur stor andel av de hundar som infekteras med Anaplasma phagocytophilum genomgar
endast en tillféllig subklinisk infektion?



LITTERATUROVERSIKT
Anaplasma phagocytophilum

Anaplasma phagocytophilum ar en gramnegativ obligat intracelluldr bakterie som tillhor
familjen Anaplasmataceae (Dumler et al., 2001). Bakterien finns 1 ett flertal reservoardjur,
bland annat vilda gnagare (Walls et al., 1997.) och radjur (Jaenson et al., 2012). Fran och
mellan reservoardjuren sprids den via fastingar som agerar vektorer, i Sverige via féstingarten
Ixodes ricinus (Severinsson et al,. 2010; Wallménius et al., 2012). Prevalensen av A.
phagocytophilum 1 fastingar, i delar av Sverige, var enligt Severinsson et al. (2010) 1,3 -
15,0% och bakterien hittades endast i nymfer. Prevalensen enligt Wallménius et al. (2012)
var endast 0,7% men i denna studie var det endast adulta fastingar som undersoktes. Bakterien
kan orsaka sjukdomen granulocytdr anaplasmos hos ett flertal olika virddjur, bland annat
hundar, katter, histar, idisslare och d&ven minniskor (Stuen et al., 2013). Seroprevalensen av
A. phagocytophilum hos hundar 1 Sverige var, enligt Egenvall et al. (2000a), i en
undersokning 1991-1994 1 medeltal 17,7%.

Granulocytar anaplasmos

For att ett varddjur, till exempel en hund, ska bli smittad med A. phagocytophilum behdver
fastingen bita sig fast i 24-48 timmar, for att overforingen av bakterien ska hinna ske
(Katavolos et al., 1998). Inkubationstiden varierar mellan ca fyra till 14 dagar (Egenvall et al.,
1998). Bakterien sprids fran féstingbettet via lymfan eller blodet (Kohn et al., 2008) for att
sedan ta sig in i neutrofila granulocyter via endocytos (Herron et al., 2000; Rikihisa 2006).
Inne i neutrofilerna kan sedan bakterien replikeras inuti vesiklar och d& bildas mikroskopiska
kolonier, vilka kallas for inklusionskroppar eller morulae (Carrade et al., 2009).

A. phagocytophilum har ett brett utbud av mekanismer for att undvika kroppens immunforsvar
och dirmed forbittra sina chanser att dverleva. Ett flertal av dessa mekanismer beskrivs av
Rikihisa (2006). Till exempel det faktum att bakterien lever intracelluldrt gor att den
undkommer stora delar av immunforsvaret. Cellviggen har dven unika egenskaper i och med
att den bland annat saknar lipopolysackarider (LPS) och peptidoglykaner, vilka fungerar som
"pathogen-associated molecular patterns" (PAMPs). Avsaknaden innebér att bakterien kan
undvika delar av det medfodda (innate) immunsvaret. Barbet et al. (2006) och Rejmanek et
al. (2012) visade att pd utsidan av cellvidggen sitter ett antigen kallat "major surface protein 2"
(msp2) som immunforsvaret kan reagera pa. Dock har 4. phagocytophilum utvecklat ca 100
olika varianter av detta antigen och kan byta ut det nédr det har blivit igenkdnt av
immunforsvaret och ddrmed fortsitta att undkomma det.

Bakterien kan via en kedja av hindelser bland annat &ndra neutrofilens reglering av
forsvarsgener. Exempelvis NADPH-oxidas &4r en viktig del i neutrofilens forsvar som
producerar syreradikaler, for att normalt sett avdoda bakterier. Bakterien kan dock blockera
NADPH-oxidas och ddrmed hamma produktionen av syreradikaler i sin virdcell. Bakterien
stor dven signalvigar sa att vesiklarna inte fuseras med lysosomer, dir de annars hade brutits
ned (Rikihisa 2006).



En neutrofil har normalt en kort livslédngd, ca 12 timmar i genomsnitt, vilket begrinsar dess
egenskaper som vérdcell for bakterier. Dock kan A. phagocytophilum &ven stora
signalvigarna som inducerar apoptos hos virdcellen och dirmed forldnga dess livslangd till
over 24 timmar efter infektering, vilket ger bakterierna tid att replikera sig (Rikihisa 2006).

De vanigaste kliniska tecken som uppstar vid klinisk infektion, hos hund, &r akut insatt hog
feber med letargi och inappetens. Ibland kan &dven stelhet och hilta forekomma. Vid
blodanalyser ses ofta trombocytopeni och ett forhdjt virde av alkaliskt fosfatas (ALP/ALKP),
manga ginger ses dven lindrig anemi, leukopeni samt hypoalbuminemi (Kohn et al., 2008).
Ddodsfall hos hund orsakad av anaplasmos har aldrig rapporterats enligt Carrade et al. (2009).
Prognosen dr god och de flesta hundar svarar snabbt pa behandling med Doxycykliner i
akutskedet (Kohn et al., 2008). Som tidigare ndmnts utvecklar dock ldngt ifrn alla hundar en
klinisk infektion. Det pagér undersdkningar for att utreda om hundar kan vara kroniskt
infekterade, men det verkar som att hundar kan gora sig av med infektion sjdlva utan
behandling (Carrade et al., 2009). En svensk studie, med experimentellt infekterade hundar
som fick prednisolon, visar dock att positiva PCR reslutat samt dven forekomst av morualae
och trombocytopeni kunde pavisas upp till ett halvéar efter inokulering (Egenvall et al.,
2000b).

FASTest ANAPLASMA

FASTest ANAPLASMA ir ett kommersiellt, immunokromatografiskt, "lateral flow",
serologiskt snabbtest for att detektera antikroppar mot A. phagocytophilum och dven A. platys
1 antingen helblod, serum eller plasma. Testet dr semi-kvantitativt. Det dr endast IgG, inte
IgM, som kan detekteras och enligt produktbeskrivningen uppstar inte antikroppstitrar forrdn
efter tva till tre veckor (Megacor, 2014). Diaremot enligt en studie kunde man detektera
antikroppstitrar serologiskt redan efter atta dagar (Egenvall et al., 1998).

Testet dr utformat sa att mobila anti-antikroppar konjugerade med en signalsubstans kan binda
till antikropparna som finns i blodprovet som testas. Om dessa komplex bestdr av antikroppar
specifika mot A. phagocytophilum eller A. platys kan de binda till "testlinjen", via
membranfixerade rekombinanta, hogt specifika peptider (antigen). "Kontrollinjen" ger alltid
utslag da det istéllet sitter membranfixerade IgG-antikroppar som alltsd ospecifikt binder till
olika IgG fran blodprovet, se figur 1 (Megacor, 2014).
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Figur 1. lllustration av uppbyggnaden av FASTest ANAPLASMA.

Testet har enligt tillverkaren en sensitivitet pa 99,0% och en specificitet pa 96,4% (Megacor,
2014). Det finns ingen vetenskaplig studie som utvdrderar FASTest ANAPLASMA &n men
det finns en studie pa ett annat kommersiellt serologiskt snabbtest. Dir métte de sensitiviteten
till 93,2% och specificiteten till 99,2% och slutsatsen de drog var att testet kunde anses
tillforlitligt (Stillman et al., 2014).

Andra diagnostiska tester
Blodutstryk

Som tidigare ndmnts bildar A. phagocytophilum sa kallade inklusionskroppar/morulae i
neutrofilerna. Vid mikrosopisk undersokning av perifera blodutstryk kan dessa tydligt ses.
Inklusionskroppar &r inte specifikt for granulocytdr anaplasmos men tillsammans med
anamnes, kliniska tecken och blodparametrar stirker det diagnosen. Férdelen med metoden ér
att ingen extraordindr laboratorisk utrustning krdvs samt att den kan anviandas mycket tidigt i
infektionsstadiet (Dumler et al., 2007).

PCR

Polymerase chain reaction, PCR, dr en metod for att amplifiera specifika, korta sekvenser av
DNA. Vid konventionell PCR kan wursprunget hos provets DNA bestdmmas efter
amplifieringen via gelelektrofores. Vid realtids-PCR sker detektionen direkt via méitning av
fluorescens fran en tillsatt fluorescerande probe. Flera olika konventionella och realtids- PCR-
metoder har utvecklats for att diagnostisera granulocytédr anaplasmos (Carrade et al., 2009).
En vanlig men mer ospecifik metod anviander 16S rRNA-genen som markdr. Den andra
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vanligaste metoden anvénder istdllet tidigare nimnda (sida 2) msp2-genen och dr vanligen
specifik for A. phagocytophilum (Egenvall et al., 2000b; Scorpio et al., 2004). Det finns dven
ett flertal andra malgener som exempelvis hsp60-, msp4-, troEL-, rrs-, epank1- eller ankA-
gener hos 4. phagocytophilum (Carrade et al., 2009). PCR kan med fordel anvdndas for att
diagnostisera granulocytir anaplasmos tidigt i infektionsstadiet, framfor allt om man inte
hittar morulae pa ett blodutstryk eller &ven om man gor det men vill ha en sékrare diagnos
(Dumler et al., 2007). Man kan séga att PCR och dven utstryk ar direkta tester dd man pavisar
agenset, 1 jimforelse mot serologi som ir ett indirekt test for att pdvisa antikroppar mot
agenset.

Serologi

Forutom FASTest ANAPLASMA finns det flera olika serologiska tester att tillgd. Samtliga
serologiska tester pavisar antikroppar, som hundens immunforsvar har producerat, mot just
bakteriens antigen. De tva vanligaste serologiska testerna dr "indirect fluorescent-antibody
test" (IFAT) och "enzyme-linked immunosorbent assay" (ELISA) (Carrade et al., 2009).
IFAT anvénder sig av antikroppar médrkta med fluorescin, vilka kan detekteras med ett
flourescence-mikroskop. ELISA anvinder sig istéllet av antikroppar mirkta med ett enzym
som kan ge ett fairgomslag nir ett enzymsubstrat tillsitts.

Vanligen detekteras endast IgG vid serologiska tester, vilket innebér att resultatet blir negativt
1 tidigt infektionsstadium da antikroppar inte har hunnit bildats &n (Carrade et al., 2009). Det
ar inte tillforlitligt att anvédnda serologiska tester forrdn tidigast atta dagar efter infektion, men
tillforlitligheten 6kar med tiden och dr mycket god efter tva till tre veckor (Egenvall et al.,
1998; Dumler et al., 2007). Det mest tillforlitliga dr att gora ett parprov dir minst en fyra
géngers titer-stegring erhalls. Nackdelarna med serologi, forutom fordrdjningen, ar att
antikroppar kan kvarsta lange efter en tidigare infektion, att ett positivt provsvar inte behdver
betyda att man har eller kommer att utveckla kliniska tecken, samt att specificiteten paverkas
av korsreaktioner mot andra nérbesldktade bakterier, exempelvis 4. platys (Dumler et al.,
2007).

Det mest tillforlitliga for att stdlla en korrekt diagnos dr att se over helhetsbilden samt att
anvédnda en kombination av de olika tillgidngliga testmetoderna.



MATERIAL OCH METODER

For att undersbka hur stor andel av de hundar, som infekteras med Anaplasma
phagocytophilum, som utvecklar klinisk sjukdom kontra de som fir den subkliniska formen sa
maste forst hundar som blivit infekterade hittas. For att hitta hundar som stott pd infektionen
och ddrmed blivit seropositiva anvindes det serologiska snabbtestet FASTest ANAPLASMA
pa blodprover fran 100 stycken hundar, provtagna frdn den 23:e juni 2014 till den 5:e
september 2014. Dessa var de 100 stycken forsta hundarna som inkom till Djurkliniken
Norrkoping - Evidensia, Sverige, oavsett besoksorsak, vilka antingen skulle genomga en
blodprovsundersokning eller f4 en permanentkanyl inlagd. Pa detta vis blev urvalet helt
slumpmassigt och inga extra nélstick krdvdes for provtagningen, dd hundarna dndd skulle
stickas av andra anledningar. Djurkliniken Norrkoping - Evidensia ligger i Ostergdtland,
vilket ér ett fastingtétt landskap dér en seroprevalens runt 20% hos hundar uppméttes dren
1991-1994 (Egenvall et al., 2000a).

De hundar som var lampade att inkludera 1 studien var dels de som var inbokade for operation
under dagen. Nar de skulle sovas lades alltid en intravends permanentkanyl i vena cephalica,
for att man skulle kunna administrera likemedlen, och da kunde blodprov tas till studien.
Aven de hundar som inkom till polikliniken och behdvde provtas for diverse blodanalyser, for
vidare diagnostik, var ldmpade att inkludera i studien. Da togs antingen ett extra serumrdr ut
eller sa anvindes serum eller plasma som kvarstod efter att dnskade analyser var fardiga. De
hundar som exkluderades ur studien var de som inkom for avlivning, inkom akut, var avsevért
allménpéverkade, var kraftigt dehydrerade, hade avsevérda blodforluster, eller pad andra sétt
inte var ldmpliga att inkludera. Likasda mycket stressade hundar som var svéra att provta
exkluderades av praktiska skél samt for hundens egen skull.

I samband med provtagning eller vid intag till operation fick djurdgarna, som givit sitt
samtycke att delta i studien, fylla i en blankett tillsammans med provtagaren eller personal
som tog emot hunden, se bilaga 1. Blanketten daterades och innehdll uppgifter om djurédgaren,
sa som namn och kontaktuppgifter, och uppgifter om hunden s& som namn, ras, kon och alder.
Djurédgaren skulle dven kryssa i om hunden haft symptom pé granulocytér anaplasmos denna
eller forra féstingsdsongen. Dessa symptom var feber (6ver 39°C), hingig/loj, minskad aptit
och hilta/stelhet. Anledningen till att dven fraga om fOrra féstingsdsongen dr att
antikroppstitrar kan kvarstd frén forgdende fastingsdsong. Till sist foljde tre stycken ja eller
nej fragor att kryssa i om hunden hade haft symptom: Om symptom, uppkom dessa i samband
med féstingbett? Blev din hund testad for Anaplasma? Fick din hund diagnosen anaplasmos?

Blodproverna togs oftast i serumrdor men i undantagsfall i heparinrér. Samma dag som
provtagningen skedde sa separerades serumet eller plasman till nya provror och dessa mérktes
och frystes in. Efter cirka en till tva veckors insamlingar lades samtliga proverna i en kyl eller
1 rumstemperatur for att tina och sedan anvindes FASTest ANAPLASMA enligt
bruksanvisningen for att bestimma om de hundarna var seropositiva eller inte. Resultatet
skrevs upp pa de tidigare ifyllda blanketterna.



Om resultatet pA FASTest ANAPLASMA var negativt sd behovde dessa hundar inte foljas
upp. Diremot de som var positiva mot A. phagocytophilum och visade kliniska tecken foljdes
upp omgédende. De som var positiva men som inte hade en typisk symptombild f6ljdes upp via
ett telefonsamtal tidigast en vecka efter provtagningen. D& informerades djurdgaren om det
positiva resultatet och de tillfrdgades om hunden hade utvecklat nagra symptom péa
granulocytdr anaplasmos. Anledningen till att uppfdljning tidigast skedde efter en vecka ar att
antikroppar tidigast kan detekteras atta dagar efter infektion och inkubationstiden &r maximalt
14 dagar (Egenvall ef al., 1998). Om hunden hade utvecklat ndgra symptom fick de komma
tillbaka till kliniken for vidare utredning.

De hundar som rdknades som om de hade eller hade haft en klinisk infektion var de som
sammantaget hade en tydlig klinisk bild av granulocytir anaplasmos. Minst tre typiska
symptom innan (maximalt fran forra féstingsdsongen) eller vid provtagning skulle ses i
samband med fastingbett. Hematologiska samt blodkemiska analyser skulle visa tecken pa
granulocytir anaplasmos 1 form av trombocytopeni, lindrig anemi, leukopeni samt forhojt
alkaliskt fosfatas (ALP/ALKP). Minst ett positivt testresultat for 4. phagocytophilum skulle
erhéllas, antingen pa FASTest ANAPLASMA, eller pé serologi eller PCR pa blodprover som
skickades till Laboklin - Bad Kissingen, Tyskland. Det serologiska test for A.
phagocytophilum som utfordes av Laboklin var ett "indirect fluorescent-antibody test"
(IFAT), som dr en kvantitativ métmetod av IgG. Den PCR- metod de utfor dr en realtids-PCR
med malgenen hsp60. Aven snabbt terapisvar vid insatt behandling i akutskedet med
Doxycykliner var ett krav for att en hund skulle fa rdknas som kliniskt infekterad. Om
samtliga dessa kriterier var uppfyllda men tveksamheter &dnda kvarstod, huruvida
symptombilden hos hunden i fraga orsakades av granulocytéir anaplasmos eller ej, s& uteslots
de fran utrdkningarna i resultatet.

De hundar som riknades som om de vid ndgot tillfalle hade genomgatt en subklinisk infektion
var de som fick ett positivt testresultat for A. phagocytophilum med FASTest ANAPLASMA
och som inte hade en klinisk bild av granulocytér anaplasmos enligt ovan. De behdvde dock
inte vara friska utan fick ha symptom pa andra sjukdomar.



RESULTAT

Majoriteten av de hundar som provtogs var de som inkom till operationsavdelningen for
bokade planerade operationer, s& som kastreringar och munsaneringar, och bedémdes som
friska. Resten av hundarna som provtogs var patienter pa polikliniken som inkom pa grund av
diverse olika besoksorsaker. Den forsta seropositiva hunden pévisades den 15:e juli 2014 och
den sista den 5:e september 2014, resterande pavisades jamnt fordelat mellan dessa datum.

Av de 100 stycken hundarna som provtogs var 91 stycken seronegativa, medan nio stycken
var seropositiva. Seroprevalensen i denna studie riknades dérfor till 9,0% (9/100 hundar). Av
de nio stycken seropositiva var sju stycken positiva pd FASTest ANAPLASMA, varav en
hund hade ett mycket svagt positivt resultat. Denna hund, samt tva stycken hundar som var
positiva och tva stycken som var negativa pd FASTest ANAPLASMA, var positiva pé ett
serologiskt test (IFAT) som utfordes av Laboklin - Bad Kissingen, Tyskland. En annan hund
var negativ pA FASTest ANAPLASMA men var i den akuta fasen av infektionen, s& den hade
darfor inte hunnit bilda antikroppar vid provtagningen. Den hade sannolikt serokonverterat
senare men detta undersoktes ej vidare. Daremot skickades ett blodprov till Laboklin for
analys via PCR vilken gav ett positivt resultat. Det var endast denna hund som testades med
PCR. Av de 100 stycken testerna, FASTest ANAPLASMA, var alltsd 93 stycken negativa och
sju stycken positiva, men av de 93 stycken negativa var tvd stycken seropositiva och
ytterligare en var PCR- positiv pd blodprover skickade till Laboklin. Sammantaget réknades
dérfor 90 hundar som om de ej stott pa infektionen denna eller foregdende féstingsdsong
medan tio hundar rdknades som om de triffat pa infektionsagens. For grafisk illustrering se
figur 2. De hundar dar klinisk misstanke om granulocytdr anaplasmos fanns valdes det att
skicka blodprover for analys till Laboklin, antingen for serologisk undersokning eller for
PCR, som komplement till FASTest ANAPLASMA. Som ovan ndmnt sa var det endas
blodprover fran en hund som skickades for analys med PCR, men blodprover frén fem hundar
skickades for serologisk undersokning. Samtliga fem serologiska testerna var positiva men pa
FASTest ANAPLASMA var det endast tre av dessa som var positiva.

Av dessa tio hundar som triffat pa infektionsagens, rdknades fyra stycken som att de har
genomgétt infektionen subkliniskt, d& de inte har visat en klinisk bild av granulocytér
anaplasmos enligt tidigare nimnda kriterier pd sida 7. Tre av dessa bedomdes vara helt friska
vid tillfallet for provtagningen medan en var hiangig/loj enligt ifylld blankett men detta hade
inte satts i samband med féastingar. Dessa fyra hundar foljdes upp via telefon minst en vecka
efter provtagningarna och ingen av dem hade utvecklat ndgra symptom pa granulocytir
anaplasmos, varfor inga uppfoljande besdk var nddvédndiga av den anledningen. Av de tio
hundarna som stott pa infektionen rdknades fem stycken som om de var eller hade varit
kliniskt infekterade i enlighet med tidigare ndmnda kriterier pa sida 7. For att tydligare
beskriva dessa hundar namnges de vidare som hund 1-5 och deras sammantagna kliniska bild
sammanfattas nedan i tabell 1. For vidare grafisk illustrering se figur 2.



Tabell 1. Sammantagen klinisk bild for de hundar som var eller hade varit kliniskt infekterade

Hund Anamnes Hematologi & FASTest Laboklin ~ Laboklin Terapisvar
blodkemi ANAPLASMA Serologi PCR Doxycyklin
Feb, Let, Inap, Trom, Leu & .
1 s & Fist ALKP Neg Ej und Pos Pos
Trom, Leu,
2 Let, II;a;S ,th/s & anemi & Svagt pos Pos Ej und Pos
ALKP
3 Feb, LeE, Inap & Leu & anemi Pos Pos Ej und Pos
Fast
4 Let, Ir;aép; ,th/s & Trom & anemi Pos Starkt Pos Ej und Pos
Let, Inap, h/s & Tromb & .
5 Fast ALKP Neg Pos Ej und Pos

Feb = feber (6ver 39°C), Let = letargi. Inap = inappetens, h/s = hélta/stelhet, Fist = samband
med fastingbett. Trom = trombocytopeni, Leu = leukopeni, ALKP = f6rhojt alkaliskt fosfatas.
Neg = negativ, Pos = positiv. Ej und = ej undersokt.

Samtliga hundar, 1-5, uppnér kriterierna med minst 3 dverensstimmande kliniska symptom
samt att dessa sattes 1 samband med fastingbett. Dock saknades uppgifter om
rektaltemperaturen pa hund 2, 4 & 5 sd om dessa hundar hade feber gér ej att utesluta.
Samtliga hundar hade dven hematologiska och blodkemiska avvikelser som dverensstimmer
med granulocytdr anaplasmos. Blodprover for serologisk undersokning skickades till
Laboklin f6r hund 2-5 och da undersoktes dven antikroppsforekomst mot Borrelia Bugdorferi,
men samtliga dessa var negativa. Samtliga var dock positiva for 4. phagocytophilum och
hund 4 hade en mycket hog antikroppstiter, 1: 2 560. Samtliga hundarna svarade snabbt och
bra pa behandling med Doxycykliner. Hund 5 var negativ pdA FASTest ANAPLASMA nér den
provtogs den forsta augusti 2014 men den hade haft symptomen, fordndringarna péa
blodvirdena samt positiv serologi skickad till Laboklin i maj 2014 och den svarade dé dven
snabbt pd behandling.

Av de tio hundarna som stott pad infektionen var det en hund som utesldts fran utrdkningarna i
resultatet, da det fanns tveksamheter om den skulle rdknas som kliniskt infekterad, eller som
om den hade genomgétt infektionen subkliniskt. Hunden 1 fraga uppfyllde samtliga kriterier
for att rdknas som kliniskt infekterad, men huruvida symptombilden orsakades av
granulocytér anaplasmos eller ej lyckades inte faststéllas. Rektaltemperaturen fanns inte heller
hiar dokumenterad men symptomen letargi, inappetens samt hilta/stelhet forekom och dessa
hade satts i samband med féstingbett. Hunden hade trombocytopeni, maéttlig anemi samt
forhojt alkaliskt fosfatas (ALKP), men istillet for leukopeni hade den leukocytos varav
kraftig lymfocytos. FASTest ANAPLASMA var negativt men nér serologi utfordes av
Laboklin var testet positivt. Hunden svarade snabbt pd behandling med doxycykliner men
endast delvis, dd en del symptom kvarstod. Senare konstaterades hunden lida av T-cells
leukemi, varav det dr svart att avgéora om hunden led av béde leukemi och klinisk
granulocytdr anaplasmos, eller om symptomen enbart orsakades av leukemin. P4 grund av
osdkerheten uteslots darfor hunden fran utrdkningarna i resultatet.
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Sammanfattningsvis illustreras resultatet via ett flodesschema i figur 2.

FASTest
ANAPLASMA:
100 st

Positiva: 7 st

Negativa: 93 st

Laboklin
Serologi positiva: 2 st
PCR positiv: 1 st

Stott pa
infektionen: 10 st

Ej stott pa
infektionen: 90 st

Ar/varit kliniskt
infekterade: 5 st

Genomgatt
subklinisk
infektion: 4 st

Osiékert om
klinisk eller
subklinisk
infektion: 1 st

Figur 2. Flodesschema for FASTest ANAPLASMA till antal kliniskt kontra subkliniskt

infekterade hundar.

Konsfordelningen av de 100 hundarna som provtogs var jamn, da 54 stycken var tikar och 46
stycken var hanar. 50 stycken tikar och 40 stycken hanar hade inte st6tt pd infektionen denna
eller foregdende fastingsdsong. Sex stycken hanar och fyra stycken tikar hade stott pa
infektionen. Tre hanar och tva tikar var eller hade varit kliniskt infekterade medan tre hanar
och en tik hade genomgatt infektionen subkliniskt. For en tik dr det oklart om infektionen blev

klinisk eller subklinisk,

se tabell 2.

Tabell 2. Kénsfordelning provtagna hundar

Tikar (stycken) Hanar (stycken)
Provtagna totalt 54 46
Ej sttt pa infektionen 50 40
Stott pé infektionen 4 6
Ar/varit kliniskt infekterad 2 3
Genomgatt infektion subkliniskt 1 3
Klinisk eller subklinisk 1 -

infektion
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Aldersintervallet for samtliga provtagna hundar var frin sex ménaders till 14 &rs alder,
medeldldern var 7,0 4r. Aldersintervallet samt medeldldern for de hundarna som ej stétt pa
infektionen var densamma som for samtliga provtagna hundar. Aldersintervallet for de tio
hundar som stott pa infektionen var frén ett ars till tolv ars &lder varav medelaldern var 7,4 ar.
For de fem stycken hundar som var eller hade varit kliniskt infekterade var aldersintervallet
ett till tolv & och medeldldern var 6,4 ar. For de fyra stycken hundar som genomgétt
infektionen subkliniskt var aldersintervallet tva till tolv 4r och medeldldern var 8,3 ar, se
tabell 3. Det var 46 olika raser samt 18 olika blandraser som provtogs.

Tabell 3. Aldersintervall och medeldlder pd provtagna hundar

Aldersintervall (4r) Medelalder (ar)
Provtagna totalt 0,5-14 7,0
Ej stott pa infektionen 0,5-14 7,0
Stott pé infektionen 1-12 7,4
Ar/varit kliniskt infekterad 1-12 6,4
Genomgatt infektion subkliniskt 2-12 8,3
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DISKUSSION

Da seroprevalensen avseende Anaplasma phagocytophilum var cirka 20% hos hundar i
Ostergotland i en studie, med material frin 1991-1994, si forvintades att cirka 20 stycken
seropositiva hundar skulle hittas i denna studie (Egenvall et al., 2000a). Dock hittades endast
nio stycken seropositiva hundar samt en hund som var positiv pa PCR. Detta ledde till att
underlaget blev for litet for att ndgra storre slutsatser ska kunna dras. Resultaten blir inte
statistiskt signifikanta i denna pilotstudie men i jimforelse med redan befintliga studier kan
man antyda att vissa monster dverensstimmer vad till exempel géller riskfaktorer, vilket
beskrivs nedan.

Fragestéllningen i denna studie var hur stor andel av de hundar som utvecklar antikroppar mot
Anaplasma Phagocytophilum som endast genomgér infektionen subkliniskt. Med det ringa
materialet 1 denna studie blev det fyra av nio hundar, det vill siga att cirka 44% vid nagot
tillfdlle genomgatt infektionen subkliniskt medan fem av nio hundar, cirka 56%, utvecklade
kliniska tecken. En liknande studie utférdes i Minnesota i USA men dir var syftet att
bestimma seroprevalensen av ett flertal fastingburna sjukdomar samt att utvirdera om
kliniska tecken korrelerade med olika diagnostiska tester (Beall et al., 2008). Sikrare
slutsatser kan dras fran den studiens data da den dr mycket storre. Totalt 731 hundar provtogs
varav 405 var seropositiva for 4. phagocytophilum, vilket ger en seroprevalens pa cirka 55%.
Av 89 misstinkta fall av granulocytir anaplasmos var 60 stycken hundar seropositiva och
skulle dérfor ha rdknats som om de var eller hade varit kliniskt infekterade i denna studie.
Andelen som blir kliniskt infekterade blir da 60/405, vilket ar cirka 15%. Andelen som endast
utvecklat den subkliniska formen blir dd alltsd hela 85%. Detta talar for att en klar majoritet
av hundar som blir infekterade med A. phagocytophilum inte utvecklar ndgon klinisk
infektion. Riktlinjen om att inte behandla seropositiva djur utan kliniska tecken dr darfor i
dagsldget mycket viktig att fo6lja. Viktiga skillnader finns dock i studien i jimforelse med
denna, vilket kan ha paverkat resultatet, framst sa att andelen som riknas genomgé
infektionen subkliniskt egentligen hade varit ldgre. Dels skedde ingen uppfoljning pa
seropositiva hundar som var friska vid provtagningen, sa en liten del av dessa kan ha
utvecklat kliniska tecken senare och skulle dirmed ha undersokt pd nytt 1 denna studie.
Potentiellt hade négra kunnat rdknas som kliniska infektioner da istdllet. De seropositiva
hundarnas &dgare tillfragades inte heller om deras hund hade haft en klinisk bild av, eller fatt
diagnosen, granulocytir anaplasmos tidigare vilket da inte utreddes vidare. Om detta hade
gjorts sd hade dven vissa av dem kunnat rdknas som om de hade haft en klinisk infektion i
denna studie. Dessutom &r studien gjord i USA dér dven Anaplasma platys forekommer.
Serologiskt kan A. platys och A. phagocytophilum Korsreagera, vilket innebdr att
seroprevalensen kan ha varit falskt hog (Dumler ef al., 2007). Seroprevalensen var hela 55%,
vilket 1 jimforelse med seroprevalensen pd 17,7% 1 medeltal i Sverige (Egenvall et al.,
2000a), talar for att en del kan bero pa A. platys. A. platys ger mildare symptom och sannolikt
mer subkliniska infektioner, varav andelen som ridknades som subkliniska fall av granulocytér
anaplasmos som faktiskt orsakades av A. phagocytophilum sannolikt skulle ha varit lagre.
Sammanfattningsvis skulle sannolikt andelen subkliniska utfall med 4. phagocytophilum inte
vara sa hog som 85% 1 svenska forhdllanden, men jag tror inte heller att den dr sd lag som
44%, vilket ju &r det ej signifikanta resultatet i denna studie. Den sanna andelen kan sannolikt
12



ligga ndgonstans mitt emellan dessa virden men vidare studier kravs for att kunna bestimma
detta.

Eftersom denna studie dr gjord under en relativt kort tidsperiod s& gar det inte att yttra sig om
arstidsvariationer gillande seroprevalens eller antal kliniska fall. Vid andra undersékningar
har man dock sett tydliga arstidsvariationer (Beall et al., 2008; Carrade et al., 2009). Detta kan
forklaras av att infektionen &r fastingburen och att fastingarnas livscykel ar vildigt beroende
av arstiden. Okning av kliniska fall ses under sisongen med hogst fistingaktivitet samt nér
hunddgare med sina hundar dr som mest ute pé aktiviteter i naturen.

Konsfordelningen var jidmn i denna studie och inga slutsatser kunde dras om konet var en
riskfaktor for att bli infekterad eller ej, inte heller om det var en riskfaktor for att utveckla
kliniska tecken eller endast genomgé infektionen subkliniskt. Nagot sddant samband har
heller aldrig visats tidigare i nigon annan studie. Aldersintervallet var ungefir detsamma for
de hundar som hade eller inte hade stott pa infektionen denna eller foregaende féastingsdsong,
samt dven for de som genomgick infektionen kliniskt eller subkliniskt. I en svensk studie har
man sett att seroprevalensen, och ddrmed infektionsrisken, 6kar med aldern (Egenvall et al.,
2000a). Tecken pa detta sags dven i1 denna studie, dd medeldldern for de som stott pa
infektionen var nigot hogre (7,4 ar) én for de som inte stott pa den (7,0 ar), men som tidigare
ndmnts s dr underlaget for litet for att kunna dra nagra slutsatser. Medianaldern enligt
Carrade et al. (2009) for kliniskt infekterade hundar dr ungefdr mellan sex till atta &r med ett
aldersintervall fran ett halvt till 14 ar, vilket stimmer bra med resultatet i denna studie.
Tecken sdgs dven pa att medeldldern var hogre hos hundarna som genomgick infektionen
subkliniskt (8,3 ar) &n hos hundarna som var eller hade varit kliniskt infekterade (6,4 ér).

Som beskrivet 1 resultatet sd svarade samtliga fem djurdgarna, till de hundarna som var eller
hade varit kliniskt infekterade, 1 blanketten att symptomen hade uppkommit i samband med
fastingbett. Detta tyder pa att hunddgare idag dr observanta pa att hitta fastingar pa sina
hundar och sannolikt &r de medvetna om féastingsjukdomarna. Spekulativt kan medvetenheten
om fastingsjukdomarna ha 6kat hos hundidgare de senaste aren, till exempel pd grund av att
det talas mycket om dem idag. Exempelvis har det varit ett flertal artiklar om
fastingsjukdomar hos djur i vanliga dagstidningar, men &ven 1 mer inriktade hundtidningar. Pa
grund av detta kan mojligen hundidgare ha borjat anvdnda sig av diverse fastingprofylax i
stérre utstrickning #n tidigare. Aven utbudet av olika typer av fistingprofylax har okat.
Sammantaget skulle detta kunna forklara varfor seroprevalensen tycktes var ldgre (9%) 1
denna studie i1 jamforelse mot den Egenvall ef al. (2000a) gjorde pé material fran 1991 till
1994 (20% i Ostergdtland). Man far dock vara forsiktig med slutsatsen om att seroprevalensen
skulle ha minskat i jimforelse mot seroprevalensen som Egenvall et al. (2000a) fann da bland
annat olika serologiska metoder anvindes samt att testgruppen av hundar skiljde avsevirt.
Aven om seroprevalensen skulle ha minskat i Ostergdtland s finns studier som visar att
antalet fistingar (Ixodes ricinus) har okat i Sverige. Okningen forklaras dels pa grund av
klimatfordndringar med varmare medeltemperaturer samt en 6kning av radjurspopulationen
(Lindgren et al., 2000; Jaenson et al., 2012). Detta borde medfora att seroprevalensen totalt
sett har okat 1 Sverige, framforallt 1 nordligare delar av Sverige dér fastingarna inte tidigare

har funnits i samma utstrackning. Déremot borde en eventuell 6kning av medvetenhet och
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fastingprofylax medfora en sédnkning av seroprevalensen, varav en ny uppfoljande storskalig
studie fOr att bestimma seroprevalensen i dagsldget skulle vara av intresse. Tyvirr tillfrdgades
inte djurdgarna pa blanketten i denna studie om de anvinde ndgon slags fastingprofylax eller
inte, vilket hade varit intressant information.

Samtliga av de fem hundarna, som var eller hade varit kliniskt infekterade, provtogs for A.
phagocytophilum, vilket tyder pa att den sammanvigda kliniska bilden med diverse
blodanalyser dnda dr relativt tydlig for sjukdomen, s& diagnosen gloms nog séllan bort. Alla
fem hundarna var dven seropositiva eller positiva pA PCR och tillfrisknade snabbt och
effektivt under behandling med Doxycyklin, vilket stiarker diagnosen.

FASTest ANAPLASMA har som tidigare ndmnts (sida 4) en sensitivitet pa 99,0% och en
specificitet pa 96,4% enligt tillverkaren (Megacor, 2014), men ingen referens eller
beskrivning av hur de kom fram till dessa siffror, och under vilka forutsittningar, har kunnat
hittas. Specificiteten pd 96,4% ér relativt hog och skulle statistiskt innebéra {4 falskt positiva
resultat, men dven relativt manga falskt negativa. En s& hog sensitivitet som 99,0% skulle
istillet statistiskt innebédra att vildigt fa falskt negativa resultat erhalls. Tva hundar som var
negativa pd FASTest ANAPLASMA var dock seropositiva nér prover skickades till Laboklin
- Bad Kissingen, Tyskland, och kan séledes ha varit falskt negativa. Spekulativt kan de ju
istéllet ha varit falskt positiva pa Laboklins test men pd ett snabbtest brukar inte samma
sdkerhet uppnas som pa ett laboratoriskt utfort test. Om dessa tva hundars snabbtest var falskt
negativa sé dr det en relativt stor andel sd mojligtvis kan det vara fler falskt negativa bland de
symptomfria ocksd, varav andelen hundar som genomgick infektionen subkliniskt kan vara
falskt 1dg 1 denna studie.

For att oka sékerheten i1 denna typ av studie, vad géller att korrekt kunna dela in hundarna
efter om de har utvecklat klinisk granulocytir anaplasmos eller genomgéatt infektionen
subkliniskt, s skulle serologiska parprover och/eller PCR 1 stdrre utstrickning kunna
anvindas. Om ingen eller endast en lag titer erhélls vid serologisk undersokning vid klinisk
misstanke om granulocytér anaplasmos kan upprepad provtagning efter cirka tvd veckor ge
mycket information. Om titern forblir lag dr granulocytidr anaplasmos osannolikt men om
titern markant har forhojts sd dr misstanken mycket sannolikt korrekt. En forutsittning for
optimala parprover ir dock att det serologiska testet #r kvantitativt. Aven PCR pa samtliga
hundarna vid klinisk misstanke om granulocytdr anaplasmos hade varit optimalt for att hitta
pagaende infektioner, dar antikroppar inte alltid har hunnit bildats. Om flertalet hundar med
klinisk misstanke ska provtas med serologiska parprover och/eller PCR blir det dock
sjalvfallet mer omfattande kostnader och det var séledes inte en mojlighet i denna pilotstudie.
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SLUTSATS

En storre studie skulle behdvas for att ndrmre kunna bestimma andelen som endast genomgar
den subkliniska formen av Anaplasma phagocytophilum. Utgéende frén det ej signifikanta
resultatet fran denna pilotstudie samt resultatet frdn en amerikansk studie (Beall et al., 2008)
skulle andelen spekulativt kunna ligga mellan 44-85% av de seropositiva hundarna. En
seropositiv hund bor dérfor, 1 enlighet med rddande riktlinjer, inte behandlas med antibiotika
om ingen tydlig klinisk bild pd granulocytir anaplasmos foreligger.
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BILAGA 1

S L u Sveriges lantbruksuniversitet
Swedish University of Agricultural Sciences
Fakulteten for veterindrmedicin och
husdjursvetenskap

Examensarbete Anaplasmos, blodprovstagning

Datum vid provtagning.................ccccoooooromioniconioonieseeseens

Kontaktuppgifter

Kryssa i de symptom som din hund har haft denna eller foregidende
fistingsasong, vid ett och samma sjukdomstillfialle:

Feber (6ver 39°C) 0
Hiingig/loj 0
Minskad aptit 0
Hiilta/stelhet 0

Om symptom, uppkom dessa i samband med fistingbett? [1Ja [] Nej

Blev din hund testad for Anaplsma? [JJa [ Nej
Fick din hund diagnosen Anaplasmos? [JJa [ Nej
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