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SAMMANFATTNING

Encephalitozoon cuniculi dr en obligat intracelluldr parasit som orsakar sjukdomen
encephalitozoonos hos kaniner. Infektion kan dven ses hos méanniskor och parasiten ar darmed
zoonotisk. E.cuniculi-infektion sker via intag eller inhalation av sporer, dverforing in utero
eller okular dverforing. Predilektionsstallen for parasiten ar centrala nervsystemet, njurar eller
linsen. E.cuniculi &r en vanlig parasit hos kaniner men den exakta forekomsten i Sverige ar
okand.

Att diagnostisera E.cuniculi-infektion hos kaniner ar viktigt for korrekt prognos och
behandling samt pa grund av parasitens zoonotiska potential. Diagnostik in vivo ar dock svart
och i nuléaget erhalls klinisk diagnos genom neurologiska och oftamologiska undersékningar
som kan kombineras med serologiska tester samt uteslutande av differentialdiagnoser. Den
hér litteraturstudien beskriver olika diagnostiska metoder som finns att tillga och diskuterar
fordelar och nackdelar med respektive metod. Vidare redovisas kliniska symptom,
behandling, patologiska forandringar samt differentialdiagnoser.

E.cuniculi kan detekteras bade fore och efter doden. Bland ante mortem metoder finns
uteslutande av differentialdiagnoser, serologiska tester, DNA-detektion 1 kroppsvatskor
genom PCR och analys av cerebrospinalvatska (CSF) att tillga. Av dessa metoder verkar
pavisande av antikroppar med serologiska tester vara mest anvandbar. En nackdel &r att det
inte gar att skilja mellan subkliniskt och kliniskt infekterade kaniner och ett positivt
testresultat kan vara svart att tolka. Uteslutande av differentialdiagnoser kan inte anvandas
sjalvstandigt och DNA-detektion samt CSF-analys behdver utvérderas vidare. Diagnostik post
mortem kan utféras genom histopatologi, immunohistokemi eller PCR av vavnadsprover, dar
PCR har hogst sensitivitet. Ett hinder med histopatologi &r att andra organismer kan ge en
liknande histologisk bild och att sporer inte alltid kan detekteras. Immunohistokemi kan
anvandas for en mer definitiv diagnos om sporer inte skulle vara detekterbara vid
histopatologi.

Min slutsats ar att alla diagnostiska metoder har saval fordelar som nackdelar. Det krévs
darfor en kombination av olika metoder for att sdkerstéalla E.cuniculi som orsak till sjukdom
hos kaniner. Som post mortem metod ar PCR av véavnadsprover att féredra pa grund av dess
hdga sensitivitet. Ska kaninen daremot diagnostiseras in vivo rekommenderas en kombination
av uteslutande av differentialdiagnoser, serologi och eventuellt PCR av urinprov. PCR har
stor potential och skulle i framtiden kunna utvecklas vidare till en sjalvstandig diagnostisk
metod for detektion av E.cuniculi hos kaniner. Detta skulle foérenkla den diagnostiska
processen for veterindrer och dra ner kostnaderna for djurdgare.



SUMMARY

Encephalitozoon cuniculi is an obligate intracellular parasite that causes encephalitozoonosis
in rabbits. The parasite is considered to be zoonotic. E.cuniculi infects rabbits by ingestion or
inhalation of spores, intrauterine transmission or ocular transmission and the brain, the
kidneys or the lens are predilection sites. E.cuniculi is a common parasite in rabbits but the
prevalence in Sweden is unknown.

To diagnose infection with E.cuniculi in rabbits is important for an accurate prognosis and
treatment and also because of its zoonotic potential. Diagnosis in vivo is, however, difficult
and a clinical diagnosis is currently received by clinical, neurological and ophthalmological
examinations in combination with serological tests and by excluding differential diagnoses.
This literature review describes different diagnostic methods that are available and discusses
the advantages and disadvantages of each method. Furthermore, clinical symptoms, treatment,
pathological changes and differential diagnoses are also reported.

E.cuniculi can be diagnosed both before and after death. Excluding differential diagnoses,
serology, DNA-detection in body fluids by PCR and analysis of cerebrospinal fluid (CSF) are
available ante mortem. Among these methods, serology appear to be preferred but the method
can not distinguish between subclinically and clinically infected rabbits and a positive result
can be difficult to interpret. Excluding differential diagnoses can not be used alone and DNA-
detection and CSF-analysis need to be evaluated further. Post mortem diagnosis can be
performed by histopathology, immunohistochemistry or PCR of tissue samples, where PCR is
the one offering the highest sensitivity. A disadvantage with histopathology is the difficulties
to distinguish between infections with E.cuniculi and with other organisms. Furthermore,
spores are not always detectable. Immunohistochemistry can be used for a definitive
diagnosis when spores are not detectable by histopathology.

It can be concluded that all of the diagnostic methods have both advantages and
disadvantages. Therefore, it requires a combination of methods to detect if E.cuniculi causes
disease in rabbits. As post mortem diagnosis, PCR of tissue samples is preferred, due to the
high sensitivity. In contrast, if the rabbit will be diagnosed in vivo, a recommendation would
be a combination of exclusion of differential diagnoses, serology and possibly a PCR of urine
samples. PCR has a great potential and could be developed further for routine diagnosis for
detecting E.cuniculi in rabbits. Thereby the procedure would be simplified for veterinarians
and lower the cost for pet owners.



INLEDNING

Encephalitozoon cuniculi dr en obligat intracelluldr parasit som tillhor fylum Microsporidia
(Wasson & Peper, 2000). Parasiten upptéacktes hos laboratoriekaniner med paralys i borjan av
1920-talet (Wright & Craighead, 1922). Hos kaniner orsakar den sjukdomen
encephalitozoonos. E. cuniculi kan &ven infektera andra déggdjur inklusive manniskor, dar
infektion ses framst hos immunosupprimerade individer som HIV-patienter (Klnzel &
Joachim, 2010). Det forekommer tre olika stammar av E. cuniculi, vardera en hos kaniner,
maoss och hundar. Kaniner infekteras endast av kaninstammen. Manniskor kan daremot
infekteras av bade kaninstammen och hundstammen som ar zoonotiska (Mathis et al., 2005).

Kaniner utskiljer sporer av E.cuniculi via urinen (Csokai et al., 2009a) medan infektion sker
via oralt intag, inhalation eller 6verforing in utero (Harcourt-Brown, 2004). Okulér 6verforing
ar en annan mojlig smittvdg, dven om den anses vara mindre vanlig. Kaniner av bada konen
urinmarkerar sina territorier och kan pa sa satt sprida sporer som smittar till andra kaniner och
manniskor (Jeklova et al., 2010a). Predilektionsstéllen fOr parasiten &r centrala nervsystemet
och njurarna. Vid 6verforing in utero kan parasiten dven na linsen i 6gat (Csokai et al.,
2009a). Organen kan infekteras var och for sig eller i kombination (Harcourt-Brown, 2004).
Graden av infektion kan variera fran latent och kroniska infektioner till dodsfall (Jeklova et
al., 2010a) och infekterade kaniner uppvisar oftast neurologiska symptom, njurdysfunktion
och uveitis (Leipig et al., 2013).

E.cuniculi anses vanligt forekommande hos kaniner men hur vanlig parasiten ar i Sverige ar
okant. | en studie om kaniner fran Stockholmsregionen var seroprevalensen endast 6,6 % men
begransningar i form av storlek pa studiepopulationen och omradet de undersokta kaninerna
kom ifran maste beaktas (Eriksson, 2007). | utlandska studier har en hogre prevalens noterats,
exempelvis var 52 % av de undersokta kaninerna seropositiva i en studie ifran Storbritannien
(Keeble & Shaw, 2006).

Diagnostik av E. cuniculi hos kaniner ar av stor vikt for faststallandet av korrekt prognos,
behandling och utvérdering av eventuell zoonotisk potential (Csokai et al., 2009b). Klinisk
diagnos av encephalitozoonos erhalls i nulaget genom neurologiska och oftamologiska
undersokningar, antikroppsbaserade tester samt genom uteslutande av olika
differentialdiagnoser (Kiinzel et al., 2008). Att diagnostisera parasiten in vivo ar dock svart,
dd manga kaniner &r subkliniskt infekterade (Csokai et al., 2009b). Diagnostik kan ske saval
fore som efter doden och det finns flera diagnostiska metoder (Leipig et al., 2013). Syftet med
den har litteraturstudien &r att redogora for vilka metoder som finns att tillgd for att
diagnostisera E. cuniculi hos kaniner och diskutera fordelar och nackdelar med respektive
metod. Ovriga fragestallningar ar att redovisa vilka kliniska symptom som ses, vilka
behandlingar det finns, hur patologiska forandringar ser ut samt vilka differentialdiagnoser det
finns till encephalitozoonos.



MATERIAL OCH METODER

Till litteratursékningen utfordes sokningar i databaserna Web of Knowledge, PubMed samt
Google Scholar. Sokorden som anvéndes var (Encephalitozoon cuniculi OR
encephalitozoonosis) AND rabbit AND diagnosis och &ven (Encephalitozoon cuniculi OR
encephalitozoonosis) AND rabbit AND treatment. | Web of Knowledge anvéandes sprak och
djurslag som avgransningar, eftersom artiklar om studier av kaniner prioriterades.
Referenslistor fran dversiktsartiklar har ocksa varit till hjalp for att hitta ytterligare referenser.

LITTERATUROVERSIKT
Kliniska symptom

Hos séllskapskaniner med missténkt encephalitozoonos var vestibuldrt syndrom det vanligaste
observerade neurologiska symptomet och ké&nnetecknades av ataxi, head tilt, nystagmus,
rotation och hopp i cirklar (Klnzel et al., 2008). Neurologiska symptom som kramper, pares
och tremor tycks dominera vid infektion med E. cuniculi. Beteendeforandringar inklusive
aggression ar andra neurologiska tecken pa sjukdom (Kinzel & Joachim, 2010).

I njurarna kan kronisk interstitiell nefrit uppsta med azotemi som féljd. Infekterade kaniner
uppvisar ofta icke-specifika symptom sd som inappetens, slohet, viktforlust och dehydrering
(Kinzel & Joachim, 2010). Vid kronisk njursvikt har &dven polyuri, polydipsi och
urininkontinens pavisats (Harcourt-Brown, 2004).

Vid ogoninfektion kan phacoclastic uveitis och katarakt pavisas. En vit massa i 0gat kan
ocksa manga ganger ses hos kaniner (Kiinzel & Joachim, 2010). Hos yngre individer sags
phacoclastic uveitis, katarakt och vit intraokuldar massa saval endast i det ena 6gat (Kiinzel et
al., 2008). Enligt en studie av Ashton et al. (1976) som undersokte katarakt hos en kanin med
encephalitozoonos, kan det &ven forekomma bilateralt (Ashton et al., 1976).

Behandling

Det finns inga enhetliga protokoll fér behandling av E.cuniculi-infektion hos kaniner (Kiinzel
& Joachim, 2010). De flesta data baseras pa in vitro studier eller har extrapolerats fran
humana studier (Harcourt-Brown, 2004). Infektioner med E.cuniculi ar ofta latenta och
kaniner kan tillfriskna spontant utan behandling (Harcourt-Brown, 2003), vilket gor det svart
att utvardera effekten av olika lakemedel (Harcourt-Brown, 2004). Beddmning av
behandlingar ar dessutom subjektiv, da det oftast ar djurdgarna som avgér huruvida deras
kanin mar battre eller inte (Harcourt-Brown, 2004).

Vid behandlingar av encephalitozoonos rekommenderas understodjande terapi med
kortikosteroider for att ddmpa inflammatoriska reaktioner i kombination med albendazol,
fenbendazol eller oxitetracyklin som ges for att avddda parasiten (Harcourt-Brown, 2003).
Vid in vitro studier (Beauvais et al., 1994) hade bade albendazol och fenbendazol en hég
inhibitorisk effekt och anses vara de effektivaste preparaten. For kaniner &r fenbendazol att
foredra, da albendazol &r embryotoxiskt och teratogent (Sieg et al., 2012). Vid vestibuléara



symptom rekommenderas behandling med antibiotika eftersom infektion med Pasteurella
multocida ar en vanlig differentialdiagnos (Kunstyr & Naumann, 1985). Effekten av
antibiotika mot E.cuniculi anses daremot inte vara hog (Waller, 1979). For kaniner med
njursvikt &ar behandlingen symptomatisk och vatsketerapi samt en diet med lagt
kalciuminnehall ar viktigt (Harcourt-Brown, 2004). Vid okuldra symptom kan kaniner
behandlas topikalt med dexametason (Harcourt-Brown, 2003) for att ddmpa inflammation.

For att hindra spridning av infektion i kaninpopulationer bor seropositiva kaniner separeras
fran ovriga kaniner for att motverka spridning av parasitens sporer. Desinfektion av burar och
annan utrustning &r nodvandigt. For att avdoda sporerna kravs kokning i 5 minuter eller
autoklavering vid 120 °C i minst 10 minuter (Waller, 1979).

Patologi och patofysiologi

De patologiska forandringarna observeras framst i hjarna och njurar (Cox et al., 1979).
Forandringar i hjarnan kannetecknas av fokal nonsuppurativ granulomatos encephalit med
perivaskulara manchetter och granulom. Forandringarna &r vanligast forekommande i
cerebrum, leptomeninger och hjarnstammen men dven ryggmargen kan paverkas (Csokai et
al., 2009a).

Enligt Flatt & Jackson (1970) kan fokal granulomatds nefrit ses i njurarna med infiltration av
mononukledra celler samt lymfocyter. | studien var férandringarna mer vanligt forekommande
i medulla an i cortex. Precis som i hjarnan kan granulom ockséa forekomma i njurarna. Ocksa
arrvavnad, orsakad av omraden av fibros, med lymfocyter, plasmaceller och rester av
njurtubuli observeras (Flatt & Jackson, 1970).

Vid forandringar i 6gat sker en infiltration av inflammatoriska celler sdsom heterofiler och
makrofager och dér iris samt ciliarkroppen infiltreras av plasmaceller och lymfocyter. Nekros
och degeneration av linsfibrer, linsluxation, synechiae samt skador pa cornea &r andra typiska
forandringar (Giordano et al., 2005).

Differentialdiagnoser

Vestibuléart syndrom kan, férutom vid encephalitozoonos, forekomma hos kaniner vid otitis
media/interna, oftast orsakad av Pasteurella multocida (Kunstyr & Naumann, 1985). Vid
infektion med P.multocida ses tecken pa respiratorisk infektion i form av nysningar, nasflode
och stridor, vilket inte galler vid infektion med E.cuniculi. Neurologisk sjukdom hos kanin
kan ocksa bero pa meningoencephalit orsakad av bakterier eller virusinfektioner som herpes
simplex, bornavirus eller rabiesvirus. Toxoplasmos orsakad av den encelliga parasiten
Toxoplasma gondii kan ge samma histologiska bild i hjarnan som encephalitozoonos, i form
av granulomatts encephalit (Kinzel & Joachim, 2010). Kunstyr & Naumann (1985) havdar
dock att toxoplasmos har liten relevans eftersom organismen inte pavisades hos nagon av de
kaniner som deltog i deras studie. Head tilt som &r ett vanligt symptom hos E.cuniculi-
infekterade kaniner kan ocksa bero pa en otitis externa, orsakad av skabbdjuret Psoroptes
cuniculi, men trots det menar forfattarna att 6ronskabb inte ar en trolig orsak (Kunstyr &



Naumann, 1985). Andra orsaker till head tilt kan vara neoplasi i form av lymfom, trauma eller
infektion med spolmasken Baylisascaris, som &r vanligt forekommande i Nordamerika.
Forutom vid infektion med E.cuniculi kan Kkaniner uppvisa pares och ataxi vid
ryggmargsfraktur, subluxation och spondylos. Aven osteoartrit, dmma och svullna hasar samt
muskelsvaghet kan orsaka ataxi (Harcourt-Brown, 2004).

Differentialdiagnos vid njursvikt kan vara njursten (Kunzel & Joachim, 2010), olika
bakteriella infektioner, neoplasi eller kalcifiering av njurar (Csoaki et al., 2009a). En
eventuell urininkontinens kan vara till foljd av urinvéagsinfektion, urinsten eller en oférmaga
att lyfta bakbenet pa grund av émma och svullna hasar, artrit och évervikt (Harcourt-Brown,
2004).

Foérutom vid encephalitozoonos kan phacoclastic uveitis observeras hos kaniner vid bakteriell
uveitis orsakad av P.multocida, vid keratit, trauma eller pa grund av frammande kropp i 6gat
(Klnzel & Joachim, 2010). Abscesser och neoplasi i iris kan ge en liknande bild i 6gat som
vid infektion med E.cuniculi (Giordano et al., 2005).

Diagnostiska metoder
Ante mortem

Uteslutande av differentialdiagnoser

Att utesluta andra mojliga orsaker &n E.cuniculi &r viktigt vid misstanke om
encephalitozoonos (Latney et al., 2014). For kaniner som uppvisar vestibulart syndrom kan
skallrontgen genomforas for att utesluta otitis media, dér fortjockat ben i tympanic bullae och
okad tathet pd grund av exsudat kan observeras (Kiinzel et al., 2008). For att utesluta
bakteriell otit, orsakad av exempelvis P.multocida, utférs endo-otoskopisk undersokning av
yttre horselgangen och dar bakteriell otit kan uteslutas genom cytologi av 6ronsvabb (Jeklova
et al., 2010b). Aven serologi och haematologi kan utesluta infektion med P.multocida. Med
hjalp av Kklinisk undersokning, réntgen samt haemtologisk och biokemisk utvérdering kan
ryggmargsfraktur, spondylos och osteoartrit uteslutas som orsaker vid ataxi och pares
(Harcourt-Brown, 2004). Genom serologi, histopatologi eller immunohistokemi kan
encephalitozoonos dven sarskiljas fran toxoplasmos. For att utesluta njursten som en orsak till
njursvikt kan njursten latt detekteras med hjalp av rontgen eller ultraljud (Kinzel & Joachim,
2010). Oftalmisk undersokning av Ggat kan ge svar pa orsak till 6gonproblem och darmed
utesluta differentialdiagnoser till phacoclastic uveitis (Giordano et al., 2005).

Serologi

Den vanligaste metoden vid diagnos av E. cuniculi hos levande kaniner ar genom att pavisa
antikroppar i blod med olika serologiska tekniker (Kinzel et al., 2008). Antikroppar mot
E.cuniculi utvecklas inom tre veckor efter infektion och kan detekteras minst 2 veckor innan
organismen pavisas och 4 veckor innan histopatologiska forandringar upptrader. Samtidigt
kan hoga antikroppsnivaer kvarsta flera manader efter exponering. Narvaro av antikroppar
indikerar dock endast exponering for E.cuniculi och besvarar darmed inte fragan om parasiten
ar orsak till sjukdom, da det finns en stor andel subkliniskt infekterade individer (Kinzel &



Joachim, 2010). Serologiska provsvar ar darfor svartolkade, da ett positivt testresultat kan
betyda bade att kaninen ar exponerad, att den ar subkliniskt infekterad utan symptom eller
Kliniskt infekterad med uppvisande av symptom (Latney et al., 2014). Ett negativt testresultat
utesluter daremot E.cuniculi (Kinzel & Joachim, 2010).

Forekomst av IgM antikroppar indikerar tidig, akut infektion medan en kombination av bade
IgM och 1gG antikroppar indikerar aktiv infektion. Forekomst av endast 1gG antikroppar
indikerar daremot kronisk/latent infektion. | en studie av Jeklova et al. (2010b) undersoktes
IgG och IgM antikroppar i blodet saval fran kaniner med kliniska symptom som med andra
sjukdomar och fran friska kaniner. Hos 32,4 % av kaninerna detekterades IgM antikroppar
och hos 68 % av kaninerna detekterades IgG antikroppar. En hog andel av de kliniskt friska
kaninerna var seropositiva for saval IgM som IgG antikroppar, vilket indikerar att manga
individer var subkliniskt infekterade. Studien visar att samtidig detektion av IgM och 1gG
antikroppar kan ge en indikation pa infektionsstatus vilket darmed rekommenderas, for att
sérskilja mellan akut och kronisk infektion (Jeklova et al., 2010b).

Det finns flera serologiska tester for detektion av antikroppar mot E.cuniculi sa som enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA), indirekt immunofluorescens (IIF) och carbon
immunoassay (CIA) (Jeklova et al., 2010b).

| en studie av Cray et al. (2009) analyserades blod fran kaniner med misstankt
encephalitozoonos, sjuka kaniner utan misstanke om encephalitozoonos samt fran kliniskt
friska kaniner, med ELISA och proteinelektrofores (PE). PE anvands for att detektera
inflammatoriska processer déar en minskning av albumin/globulin (A/G) kvoten och en 6kning
av gammaglobuliner ses som tecken pa pagaende infektion. Resultaten fran bade ELISA och
PE skiljde sig signifikant mellan friska kaniner och misstankt E.cuniuli-infekterade kaniner,
dar en hogre andel var seropositiva. Infekterade kaniner hade dessutom en lagre A/G kvot och
en hogre halt av gammaglobulin &n de kliniskt friska. Samma forédndringar kunde dock aven
observeras hos sjuka kaniner utan misstanke om encephalitozoonos. Enligt forfattarna ar en
okning i gammaglobulin ett komplement till annan diagnostik men metoden bér inte anvéandas
ensam for detektion av E.cuniculi hos kaniner (Cray et al., 2009).

For att jamfora ELISA, IIF och CIA undersoktes blod fran saval kaniner i vilka
encephalitozoonos hade bekraftats histologiskt som fran kaniner utan konfirmerad diagnos
(Boot et al., 2000). Inga skillnader sags i andelen seropositiva prover och testerna ansags
darfor jamforbara. Tolv prover fran infekterade kolonier uppvisade dock olika resultat i de
olika testerna. Enligt forfattarna kan detta forklaras med att ELISA testet och IIF pavisar bade
IgG och IgM antikroppar medan CIA endast mater ett IgG svar. Tidig infektion med endast
IgM svar kan alltsa vara negativ i CIA medan det ar positivt i de 6vriga testerna. Enligt
studien fanns ingen signifikant skillnad i sensitivitet och specificitet mellan de olika testerna.
Samtliga hade hdg sensitivitet och ar darmed ldmpliga att anvéndas vid diagnostik av
E.cuniculi-infektion (Boot et al., 2000).



DNA-detektion

DNA fran sporer av E. cuniculi kan detekteras i urin och cerebrospinalvatska (CSF) med hjalp
av PCR (Kinzel & Joachim, 2010). Inom humanmedicinen har PCR utvecklats som
rutindiagnostik vid detektion av mikrosporidier. Med PCR kan E.cuniculi pavisas med
specifika primers riktade mot rRNA genen i bland annat avforingsprover. Fordelen ar att PCR
ar en exakt och idag relativt billig diagnostisk metod for detektion av E.cuniculi och som
dessutom har hog sensitivitet (Kock et al., 1997). PCR anvénds dock dnnu inte rutinmassigt
pa veterinarsidan (Csokai et al., 2009b).

Csokai et al. (2009b) undersokte forekomsten av E.cuniculi med PCR i prov fran urin, CSF
och linsmaterial fran seropositiva kaniner och som hade bekréftats infekterade med E.cuniculi
histologiskt. Efter undersékning med konventionell PCR visade det sig att alla prover fran
6gat var positiva. Urinprov och prov fran CSF testades vidare med nested PCR, som anses ha
en hogre sensitivitet &n konventionell PCR. Hos 29,7 % av kaninerna kunde DNA detekteras i
urin medan alla prover fran CSF var negativa och saknar darmed diagnostisk relevans.
Kaniner utskiljer sporer intermittent i urinen, vilket forklarar de negativa resultaten dven hos
kliniskt sjuka kaniner. Enligt forfattarna ar darmed PCR en opalitlig metod for diagnostik in
vivo, med undantag vid undersokning av linsmaterial. PCR fungerar utmarkt for att
diagnostisera E.cuniculi hos kaniner med phacoclastic uveitis medan hos kaniner med
neurologiska symptom &r serologi fortfarande den mest tillforlitliga metoden (Csokai et al.,
2009b).

I en studie av Jeklova et al. (2010a) infekterades kaniner experimentellt okulart respektive
oralt med en Iag eller hog dos av sporer. Med hjalp av PCR kunde spor-DNA detekteras i urin
hos kaniner som infekterats med en hog dos. Daremot vid en lag dos av sporer detekterades
inte DNA och forfattarna hévdar darfor att PCR &r beroende av infektionsstatus och antalet
sporer som individen utskiljer. Samtliga prover fran CSF gav negativt resultat (Jeklova et al.,
2010a).

CSF-analys

Analys av CSF kan anvandas for att diagnostisera olika inflammationer i CNS. Endast ett
fatal studier har gjorts for att utvardera CSF-analys vid diagnostik av encephalitozoonos hos
kaniner. | en studie analyserade CSF fran friska kaniner och fran kaniner med misstankt
encephalitozoonos genom cytologisk utvardering och proteinkoncentrationer (Jass et al.,
2008). Det visade sig att CSF fran kaniner med misstankt infektion innehdll fler leukocyter
och hade hogre proteinkoncentrationer an kliniskt friska kaniner. Vid cytologisk utvérdering
sags lymfo-monocytisk pleocytos hos de misstankt E.cuniculi-infekterade kaninerna och
encephalitozoonos kan darfor karaktariseras av dessa forandringar. Forfattarna papekar dock
att samma forandringar i CSF kan &ven observeras vid virusinfektioner, andra protozoer eller
vid immunmedierad encephalit (Jass et al., 2008).



Post mortem

Histopatologi

E.cuniculi kan diagnostiseras post mortem genom histopatologisk undersokning (Csokai et
al., 2009b). Vid histopatologisk diagnos ses karaktaristiska forandringar sa som
nonsuppurativ granulomatds encephalit, infiltrat av lymfocyter och plasmaceller samt
granulomattsa infiltrat i véavnaderna (Latney et al., 2014). For att kunna identifiera
vavnadsforandringar maste proverna fargas, oftast med hematoxylin-eosin-fargning (Latney et
al., 2014). Férutom pavisande av histologiska forandringar bor aven sporer av E.cuniculi
detekteras for att sakerstdlla diagnosen (Csokai et al., 2009b), da det finns flera andra
infektioner med en liknande histologisk bild (Latney et al., 2014). Sporer observeras enklast i
vavnaderna efter Gram-férgning, Ziehl Neelsen (ZN)-fargning eller trikromfargning (Latney
et al., 2014). Forekomsten ar hogst i njurar och hjarna, 4 respektive 8 veckor efter det att
antikroppar har detekterats i blodet (Kinzel & Joachim, 2010).

Csokai et al. (2009a) undersokte hjarna, njurar, lever, lunga, mjalte, tunntarm och éga fran
kaniner som bedomdes infekterade vid tecken pa encephalit och/eller interstitiell nefrit eller
nar sporer sags. Forandringarna i hjarnan var ofta perivaskulara manschetter och ibland med
granulom. Forfattarna rekommenderar detektion av sporer i de fallen med inflammatoriska
infiltrat men avsaknad av granulom. ZN-fargning gav positivt resultat i 93,9 % och
trikromfargning i 85,7 % av hjarnorna som undersoktes. ZN visade sig ha en hdgre sensitivitet
an trikrom. Ofta pavisades endast ett fatal sporer. En forklaring ar att sporer inte alltid kan
detekteras hos seropositiva djur, trots att de har histologiska forandringar i hjarna och njurar.
Samtidigt kan detektion av sporer ske i vavnader utan inflammatoriska férandringar. Studien
visade ocksa att trots forandringar i hjarna eller njurar kunde kaninerna vara kliniskt friska.
Histopatologi kan darmed inte anvéndas sjalvstandigt vid diagnostik av E.cuniculi (Csokai et
al., 2009a).

Vid experimentell infektion undersoktes vavnad fran lever, njurar, lunga, hjarna,
leptomeninger, medulla oblongata, tarm och 6gon histologiskt hos kaniner som exponerats
oralt eller okulart med hog eller 1ag dos av sporer (Jeklova et al., 2010a). Arton veckor efter
det att kaninerna inokulerats sags ibland forandringar i hjarna, leptomeninger och medulla
oblongata medan lunga, lever och njurar var de kraftigast angripna organen. Efter 98 dagar
observerades de stdrsta forandringarna i hjarnan och njurarna medan férandringarna i levern
och lungan var mindre vanliga. Inga histologiska forandringar pavisades i Ogat, trots att
kaninerna hade exponerats okulart. Enligt forfattarna beror detta troligen pa att phacoclastic
uveitis endast forekommer efter in utero 6verforing av E.cuniculi (Jeklova et al., 2010a).

I en studie (Leipig et al., 2013) undersoktes hjarna, hjarta, lungor, tarm, lever och njurar
histologiskt. Enligt denna var granulomatds encephalit och lymfoplasmacytisk
meningoencephalit samt interstitiell nefrit de mest karaktaristiska forandringarna vid infektion
med E.cuniculi. Hos 41 % av kaninerna sags typiska forandringar och E.cuniculi hittades
framst i hjarna och njurar. Sporer detekterades endast hos 16 % av de infekterade kaninerna.
Genom att detektera E.cuniculi-DNA i dessa vavnader, kunde dven de histologiska
férdndringarna associeras till organismen (Leipig et al., 2013).



Immunohistokemi

Om sporer av E.cuniculi inte kan pavisas histopatologiskt kan immunohistokemi anvandas
som post mortem metod for en mer exakt diagnos (Latney et al., 2014). Immunohistokemi
bygger pa att primara antikroppar riktade mot E.cuniculi binder till antigenet, som i sin tur
detekteras med sekundéra antikroppar riktade mot de priméra antikropparna. De sekundéra
antikropparna ar konjugerade med enzymet peroxidas och ett fargomslag kan ses efter tillsats
av fargamnet kromogen (Leipig et al., 2013).

| en studie av Leipig et al. (2013) kunde E.cuniculi-antigen detekteras med hjélp av
immunohistokemi i minst ett organ i 42 % av infekterade kaniner och i 48 % av kaniner med
pavisade histologiska forandringar. Antigenforekomsten var hogst i vavnadsprover fran
hjarnan och njurarna. Med hjéalp av immunohistokemi kunde antigen pavisas i alla fall dar
sporer hade detekterats. Samtliga fall med positiva resultat fran den immunohistokemiska
undersokningen uppvisade &ven histologiska fordndringar som karaktériserade en E.cuniculi-
infektion. Forfattarna anser att immunohistokemi ar att foredra nar vavnaderna ar mattligt
drabbade av organismen och &r sarskilt bra vid detektion av E.cuniculi i njurar, dar sporer
forekommer i mindre grad &n i CNS (Leipig et al., 2013).

PCR

E.cuniculi-DNA kan dven detekteras i vavnader post mortem med hjélp av PCR (Kinzel &
Joachim, 2010). Det finns flera PCR protokoll som kan anvandas: konventionell PCR, realtids
PCR samt nested PCR. Nested PCR har hogst sensitivitet men risken &ar storre for
kontamination jamfort med realtids PCR. FoOr detektion av DNA i vavnader anses
konventionell PCR endast vara tillrackligt kénslig for detektion av sporer i linsen (Leipig et
al., 2013).

Leipig et al. (2013) testade vavnadsprover med hjalp av realtids PCR fran kaniner dar
encephalitozoonos hade konstaterats genom histopatologi samt hos kaniner utan nagra
forandringar forknippade med E.cuniculi liksom hos de med mojlig E.cuniculi-infektion.
E.cuniculi-DNA detekterades hos 86 % av kaninerna i minst ett organ och hos 83 % av
kaninerna med typiska histologiska fordndringar. Hos 5 kaniner var resultatet efter realtids
PCR negativt trots att histologiska forandringar sags bade i hjarna och njurar. Vavnadsprover
fran hjarna och njurar var de proven dar DNA kunde detekteras i storst utstrackning men
enligt forfattarna kan DNA dven detekteras i lungvavnad. Leipig et al. (2013) héavdar att
realtids PCR har hdgre sensitivitet vid diagnos av encephalitozoonos an histopatologi och
immunohistokemi (Leipig et al., 2013).

| en studie nar vavnadsprover fran 6gon fran kaniner med phacoclastic uveitis testades med
konventionell PCR var alla prover positiva (Csokai et al., 2009b). Daremot testades endast
25,4 % av kaninerna utan uveitis positivt vid undersokning av hjarna, njurar, hjérta, lever,
lungor, mjalte och lins med konventionell PCR. Védvnadsproverna testades dven med nested
PCR och hos kaniner med missténkt E.cuniculi-infektion var 63,6 % av provsvaren positiva.
DNA detekterades i hdgre utstrdckning i hjarna an i njurar. Hjarnan &r féljaktligen det organ
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som anses vara mest lampligt att utféra PCR pa, for att diagnostisera E.cuniculi. De negativa
resultaten menar forfattarna beror pa en koncentration av sporer i de undersokta vavnaderna
som ligger under detektionsnivan. Det fanns en signifikant skillnad mellan konventionell PCR
och nested PCR i att detektera DNA i vavnadsprover, dar nested PCR har en hogre sensitivitet
och bor anvéandas framfor konventionell PCR (Csokai et al., 2009b).

Vidare i en annan studie undersoktes vavnadsprover fran E.cuniculi-seropositiva kaninmaodrar
samt deras foster och placenta med hjélp av nested PCR (Baneux & Pognan, 2003). Alla
kaninhonor var positiva i minst ett organ och DNA var vanligast forekommande i hjarnan.
Totalt 39 % av kaninernas foster testade positivt i minst ett organ och forekomsten var hogst i
placentan. Detektion av DNA hos savéal modrar som deras foster genom nested PCR styrker
misstanken om att 6verféring in utero forekommer hos kaniner (Baneux & Pognan, 2003).

DISKUSSION

For prognos och behandling av infektion med E. cuniculi hos kaniner och med tanke pa
parasitens zoonotiska potential, &r det viktigt att det finns tillforlitliga diagnostiska metoder
(Csokai et al., 2009b). Flera diagnostiska metoder kan anvandas, savél ante mortem som post
mortem. Som det ser ut idag erhalls klinisk diagnos genom neurologiska och oftamologiska
undersokningar som kan kombineras med serologisk undersokning samt uteslutande av
differentialdiagnoser (Kunzel et al., 2008). Syftet med den har litteraturstudien var att
beskriva vilka diagnostiska metoder som finns att tillgd samt fordelar och nackdelar med
respektive metod.

Ante mortem diagnostik ar att foredra eftersom de ger svar till varfér kaninen ar sjuk varefter
en korrekt behandling kan sattas in. Da det finns manga mojliga orsaker till att kaniner
uppvisar neurologiska symptom, njurdysfunktion eller uveitis, &r uteslutande av
differentialdiagnoser en viktig process inom diagnostiken (Latney et al., 2014). Genom
rontgen, ultraljud, Kliniska undersdékningar och serologi kan bland annat Pasteurella
multocida, njursten och trauman exkluderas som bakomliggande orsaker till sjukdom (Kiinzel
et al., 2008; Jeklova et al., 2010b; Harcourt-Brown, 2004; Kiinzel & Joachim, 2010; Giordano
et al., 2005). Da uteslutande av differentialdiagnoser inte kan bekréafta en E.cuniculi-infektion
utan endast tala om vilka agens som inte ar orsaken, kan det endast anvandas i kombination
med andra diagnostisk metod.

En viktig ante mortem metod ar anvdndande av serologiska tester som kan detektera
E.cuniculi-infektion fore nagon annan diagnostisk metod. Antikroppar mot E.cuniculi
utvecklas relativt snabbt, ca 3 veckor efter att djuren infekterats och de kan ddrmed detekteras
innan organismen eller histopatologiska forandringar kan pavisas. Antikroppar kan dessutom
pavisas under flera manader efter exponering (Kinzel & Joachim, 2010). Genom samtidig
matning av IgM och 1gG kan akuta infektioner sarskiljas fran kroniska/latenta infektioner
(Jeklova et al., 2010b). Att faststélla infektionsstatus ar viktigt eftersom om kaninen &r akut
infekterad kravs snabba atgarder och eventuell isolering fran andra djur, for att hindra en
vidare spridning av infektionen. Om kaninen daremot &r kroniskt/latent infekterad kan stress
och andra faktorer vara utlésande for sjukdom. I en studie (Cray et al., 2009) skiljde sig
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resultat efter serologiska tester signifikant mellan friska kaniner och kaniner med misstankt
E.cuniculi-infektion, som gav ett positivt resultat i storre utstrdckning. | en annan studie
(Csokai et al., 2009b) sags dock ingen signifikant skillnad. Vidare visade en tredje studie
(Jeklova et al., 2010b) att aven Kliniskt friska kaniner kan vara seropositiva. | dagslaget ar
serologi att foredra nér det galler ante mortem diagnostik. Nackdelen ar dock att serologi inte
kan anvandas sjalvstandigt for att skilja mellan subkliniskt och kliniskt infekterade kaniner.
Positiva testresultat ar darfor svartolkade. Likasa kan detektion av antikroppar inte bekréfta
E.cuniculi som orsak till sjukdom utan endast tala om att individen &r eller varit exponerad
(Csokai et al., 2009Db).

PCR-detektion av sporer i kroppsvatskor ar ytterligare en ante mortem metod som ar snabb,
billig och som har hdg sensitivitet (Kock et al., 1997). Enligt en studie (Csokai et al., 2009b),
var alla prover fran Ggat positiva vid PCR undersokning av linsmaterial fran kaniner med
phacoclastic uveitis. Daremot anses PCR av urinprov och prov fran CSF inte lika tillforlitliga.
Sporer utsondras sporadiskt till urinen och ar inte alltid néarvarande, vilket gor att kliniskt
sjuka kaniner ibland testas negativt (Csokai et al., 2009b). PCR av CSF-prover var alltid
negativa (Jeklova et al., 2010a). Det forefaller som om PCR annu inte ar tillrackligt palitlig
och mer forskning behovs darfor pa veterinarsidan for att utvardera och utveckla tekniken.
Framgangar har daremot natts pa humansidan (Kock et al., 1997) vilket innebar att PCR dven
borde kunna anpassas till djur. Likasa finns det for fa studier gjorda for att kunna gora en
fullstandig utvardering av CSF-analys, som ar en annan potentiellt anvéndbar diagnostisk
metod.

Vid utredning av dodsfall i en population for att eventuellt kunna behandla 6vriga levande
djur, ar post mortem metoder naturligtvis ett maste. En sadan metod &r histopatologi. Genom
att farga vévnadsprover kan Kkaraktéristiska forandringar identifieras och genom
specialfargning kan aven sporer av E.cuniculi detekteras. Enbart pavisande av histologiska
forandringar bekraftar inte encephalitozoonos, da dven andra organismer ger en liknande
histologisk bild. Detektion av sporer kravs darfor i de flesta fall (Latney et al., 2014). Ett
hinder med histopatologi (inklusive specialfargning) &r att endast ett fatal sporer detekteras
och att kaniner kan vara seropositiva med karaktéristiska histologiska forandringar utan
detekterbara sporer. Likasd kan sporer pavisas utan att forandringar observeras i
vavnadsprover (Csokai et al, 2009a). En annan nackdel ar att de histologiska fordndringarna
verkar vara pavisbara olika lang tid efter infektion. Enligt en studie (Jeklova et al, 2010a)
kunde férandringar inte pavisas i hjarnan forran langt efter att férandringar kunnat observeras
i exempelvis lungor och njurar. Daremot vid pavishara férandringar i hjarnan, detekterades
histologiska forandringar i mindre utstrackning i lungorna. VVavnadsprover fran flera organ
maste darmed undersokas for att inte missa forandringar, sarskilt da tidpunkten for infektion
ar oklar.

Vidare, nér sporer inte ar detekterbara, kan immunohistokemi av vavnadsprover anvandas for
definitiv diagnos (Latney et al., 2014). Enligt en studie (Leipig et al., 2013) var alla resultat
positiva dar sporer detekterades och dar histologiska férandringar dven kunde observeras.
Immunohistokemi ar darfor att foredra nar forekomsten av sporer i vavnaden ar lag och vid
diagnostik av encephalitozoonos i njurar. En tredje post mortem metod & PCR av
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vavnadsprover som anses ha hogre sensitivitet jamfort med histopatologi och
immunohistokemi (Leipig et al., 2013). Metoden fungerar béast for vavnadsprover fran hjarnan
men kan ge falska negativa resultat nar koncentrationen av sporer ar lag. Skillnader i resultat
kan ocksa observeras beroende pa vilken typ av PCR som anvands vid diagnostik. Nested
PCR anses ha hogre sensitivitet och ar att foredra framfor konventionell PCR, som endast gav
resultat av diagnostisk relevans nar prover togs fran 6gat (Csokai et al., 2009b).

Slutsats

Sammanfattningsvis, finns det flera olika metoder som kan anvandas vid detektion av
E.cuniculi och dar samtliga har saval fordelar som nackdelar. Likval kan ingen metod pa egen
hand forklara om E.cuniculi &r orsak till sjukdom, utan en kombination av flera diagnostiska
metoder ar att foredra for att kunna stalla ratt diagnos. Néar kaninen &r dod ar PCR av
vavnadsprover det basta alternativet. Kommer en kanin in levande pa kliniken med misstankt
E.cuniculi-infektion bor olika differentialdiagnoser forst uteslutas. Om misstanke om
E.cuniculi kvarstar, kan serologi anvandas och eventuellt kompletteras med PCR
undersokning av urinprov. PCR har stor potential som bor utvecklas till en sjalvstandig metod
for detektion av E.cuniculi hos kaniner. Detta skulle forenkla den diagnostiska processen for
veterindrer och dra ner kostnaderna for djurégare.
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