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Opsporing verzocht:
leucose-achtige letsels

bij runderen en het

behandelen daarvan

Leucose is een ziekte die voorkomt bij vooral jonge
runderen in meerdere vormen: gegeneraliseerde
leucose van het kalf, lymfosarcoom van de thymus
(zwezerik) en huidleucose. De ziekte kan ook bij oudere
runderen voorkomen en wordt dan soms veroorzaakt
door een virus, het Bovine Leukemie Virus (BLV). De
ziekte van dit virus heet Enzo6tische Bovine Leucose
(EBL). Ondanks dat Nederland al langere tijd vrij is van
EBL, blijft monitoring noodzakelijk. In dit artikel
bespreken we het proces dat gevolgd wordt wanneer
leucose-achtige letsels worden aangetroffen tijdens de
post-mortem keuring (PM-keuring) in slachthuizen, en
de rol van het NVIC/Dierziektedeskundige team. Pieter
Jacobs, senior inspecteur veterinair, deelt zijn ervarin-
gen en inzichten in deze complexe kwestie.

Bij het aantreffen van leucose-achtige letsels tijdens de
PM-keuring wordt door de toezichthoudende dierenarts
op het slachthuis verplicht om het NVIC (NVWA Veterinair
Incidenten en Crisisteam) verwittigd van een mogelijke
verdenking op EBL. Jacobs legt uit: ‘het proces begint met
het verzamelen van verdachte tumoren en serumbloed,
die vervolgens naar het Wageningen Bio Veterinary
Research (WBVR) laboratorium worden gestuurd voor
verder onderzoek. De tumoren worden apart verzameld
in plastic zakken en de monsters worden per koerier naar
het laboratorium vervoerd.” Bij een verdenking bij een
levend dier op een veehouderij wordt in eerste instantie
door de ziektedeskundige alleen serumbloed

opgestuurd.

Diagnostische testen en vervolgmaatregelen

Bij diagnostische tests die worden uitgevoerd, omvatten
histologie om het beeld van leucose te bevestigen en een
PCR-test om de aanwezigheid van BLV te detecteren.
Serologische testen uit het serumbloed zoals ELISA en
AGIDT zijn cruciaal voor de definitieve diagnose, omdat
ze de aanwezigheid van antilichamen tegen het virus
aantonen. Tijdens het onderzoek worden de betrokken
bedrijven geblokkeerd om verdere verspreiding te
voorkomen. Als de resultaten positief zijn, worden alle
runderen ouder dan 12 maanden op het bedrijf getest.
Positieve dieren worden geéuthanaseerd.

Waken over
diergezondheid
Het proces van het opsporen
en behandelen van leucose-achti-

ge letsels bij runderen is een delicate taak die vraagt om
nauwkeurigheid en zorgvuldige communicatie. Het NVIC
en dierziektedeskundigen spelen een cruciale rol in het
identificeren en controleren van deze ziekte. Hoewel
Nederland momenteel vrij is van EBL, blijft waakzaam-
heid noodzakelijk. Vooral omdat de ziekte nog voorkomt
in Oost-Europa, Canada en de Verenigde Staten.

Voor Pieter Jacobs en zijn collega’s is het een bron van
voldoening wanneer een verdenking of besmetting van
een dierziekte snel en effectief wordt afgehandeld. ‘Het
geeft veel voldoening als we een potentieel probleem
geruisloos kunnen oplossen’, zegt hij. Ondanks de soms
moeilijke boodschappen die zij moeten overbrengen,
ervaren de inspecteurs vaak dankbaarheid van de
dierhouders. Jacobs benadrukt: ‘Als je de situatie met
respect en begrip benadert, zie je dat mensen dat
waarderen, zelfs in de meest stressvolle
omstandigheden.’

Jacobs herinnert zich een specifieke situatie waarin een
boer, na een lang en stressvol proces, uiteindelijk
opgelucht was dat de zaak netjes en professioneel werd
afgehandeld. ‘Het is niet makkelijk om slecht nieuws te
brengen, vooral als het gaat om het euthanaseren’,
vertelt hij. “Toch merk je vaak dat als je alles zorgvuldig
en met begrip athandelt, mensen je dankbaar zijn,
ondanks de moeilijke situatie.’

Het belang van juiste voorlichting

Een mooi voorbeeld over het belang van juiste voorlich-
ting is dat een kattenhoudster dacht dat haar kat leucose
had opgelopen door de runderen van haar buren. Pieter
vertelt: ‘Ze had op het internet foutieve informatie
gelezen dat hetzelfde retrovirus ook katten treft. Dit
benadrukt het belang van correcte informatie en
communicatie in het veld van veterinaire gezondheids-
zorg. Het blijft essentieel om bij elke verdenking
zorgvuldig te werk te gaan, zodat de gezondheid van
zowel dieren als mensen gewaarborgd blijft.’

Nederlandse Voedsel- en
Warenautoriteit

Ministerie van Landbouw,
Natuur en Voedselkwaliteit

136687M103581
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Zoonotisch belang van gastrale Helicobacter-species die voorkomen
bij katten, honden en varkens

Zoonotic significance of gastric Helicobacter species that occur
in cats, dogs and pigs

'E. Taillieu, >*C. Van Steenkiste, 'K. Chiers, 'F. Haesebrouck
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emily.taillieu@gmail.com

SAMENVATTING

Sinds enkele decennia is bekend dat de maag geen steriele omgeving is. In de diergeneeskun-
de zijn er tal van niet-Helicobacter pylori Helicobacter (NHPH) species die de maag van onder
andere katten, honden en varkens koloniseren. Binnen de humane geneeskunde werd tot voor
kort aangenomen dat H. pylori de enige Klinisch relevante pathogeen is die de maag koloniseert.
Recent onderzoek wijst echter uit dat meerdere gastrale NHPH’s over een zoonotisch potentieel
beschikken. Binnen patiéntengroepen met chronische gastritis, maagulcera en mucosa associated
Iymphoid tissue (MALT) lymfomen, waarbij tot nu toe geen oorzaak kon worden vastgesteld,
(zoals H. pylori of het regelmatig gebruik van niet-steroidale, anti-inflammatoire geneesmiddelen
(NSAID’s)), blijken ze frequenter voor te komen dan eerst aangenomen werd en spelen ze moge-
lijk een pathofysiologische rol.

ABSTRACT

Some decades ago, it was demonstrated that the stomach is not a sterile environment. In veterinary
medicine, numerous non-Helicobacter pylori Helicobacter (NHPH) species are known to colonize the
stomach of cats, dogs, pigs, etc. In human medicine, until recently, H. pylori was believed to be the
only clinically relevant pathogen that colonizes the stomach. However, recent research indicates that
several gastric NHPHs possess zoonotic potential. Within patient groups with chronic gastritis, gastric
ulcers and mucosa associated lymphoid tissue (MALT) lymphoma, for which no etiology could be
identified so far (such as H. pylori or regular use of non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs)),
these appear to be present more frequently than first assumed and to play a pathophysiological role.

Overzichtsartikel 227

INTRODUCTIE

De eerste ontdekking van helicobacters in de
maag, met name van Helicobacter (H.) pylori bij de
mens, leidde tot de verwerping van het idee dat de
maag een steriele omgeving zou zijn waar geen pa-
thogenen kunnen overleven vanwege de zuurtegraad.
Deze ontdekking gebeurde in 1982 door Marshall en
Warren (1984) waarbij eveneens gesuggereerd werd
dat H. pylori een belangrijke rol speelt bij de ontwik-

keling van maagaandoeningen bij de mens. Ondertus-
sen is dit een bekende pathogeen en carcinogeen, die
geassocieerd wordt met gastritis, maagulcera, muco-
sa-associated lymphoid tissue (MALT) lymfomen en
maagcarcinomen, maar die in veel gevallen ook een
asymptomatisch verloop kent (Malfertheiner et al.,
2017).

Ondertussen zijn er 17 gastrale Helicobacter-spe-
cies bekend waarvan er zeven de hond en kat hebben
als natuurlijke gastheer (H. bizzozeronii, H. felis, H.
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salomonis, H. heilmannii sensu stricto (s.s.), H. ailuro-
gastricus, H. baculiformis en H. cynogastricus), en
één het varken als gastheer heeft (H. suis). In tegen-
stelling tot H. pylori, die een komma- tot s-vormige
morfologie heeft, zijn deze zogenaamde niet-Helico-
bacter pylori Helicobacter (NHPH) species langer en
meer spiraalvormig. Bovendien zijn gastrale NHPH’s
bijzonder moeilijk in cultuur te brengen in het labora-
torium, en koloniseren ze de maag bij de mens mees-
tal zeer focaal, terwijl H. pylori meestal een meer
diffuus kolonisatiepatroon toont. Dit bemoeilijkt het
stellen van de diagnose van gastrale NHPH-infecties
bij de mens (Taillieu et al., 2022). Zowel binnen de
diergeneeskunde als binnen de humane geneeskunde
is de pathogene betekenis van deze gastrale NHPH’s
nog relatief controversieel, maar recent onderzoek
brengt steeds meer evidentie voor pathogeniciteit aan
het licht. In dit overzichtsartikel wordt deze evidentie
toegelicht.

GASTRALE NHPH’s BIJ HOND, KAT EN VARKEN

In de meeste studies wordt aangetoond dat gas-
trale NHPH’s die frequent voorkomen bij katten en
honden, het risico op het ontstaan of het exacerberen
van maagaandoeningen bij deze diersoorten niet ver-
hogen (Guerra Segundo et al., 2021; Kubota-Aizawa
etal.,2017a; Amorim et al., 2015; Ekman et al., 2013;
Polanco et al., 2011; Wiinberg et al., 2005; Scanziani
et al., 2001; Norris et al., 1999; Neiger et al., 1998;
Hermanns et al., 1995). De geringe pathogene bete-
kenis van deze gastrale NHPH’s bij hun natuurlijke
gastheren heeft hoogstwaarschijnlijk te maken met
het co-evolueren van de bacterién met hun gasthe-
ren, reeds lang voor honden en katten gedomesticeerd
werden, waardoor ze in hoge mate aangepast zijn aan
hun kolonisatieniche (Smet et al., 2018). Toch zijn er
ook onderzoeksresultaten die erop wijzen dat gastrale
NHPH’s zouden kunnen leiden tot een verhoogde kans
op MALT-lymfomen bij katten en ernstigere gastritis
bij honden (Kubota-Aizawa et al., 2017b; Bridgeford
etal., 2008). Dit zou kunnen te wijten zijn aan eventu-
ele virulentieverschillen tussen de verschillende met
kat en hond geassocieerde NHPH-species of tussen
de verschillende stammen die behoren tot eenzelfde
Helicobacter-species (Haesebrouck et al., 2009). De
gastrale NHPH’s komen voor met een frequentie van
60% tot 100% bij honden en 40% tot 100% bij kat-
ten (Taillieu et al., 2022). Dit zijn vaak menginfecties
met meerdere species uit de groep van de met kat-
ten en honden geassocieerde gastrale NHPH’s, met
de mogelijkheid tot uitwisseling van genetisch mate-
riaal tussen de species tot gevolg. Hierdoor worden
nog steeds nieuwe hybridespecies ontdekt (Smet et
al., 2018). Zo werden recent NHPH’s aangetoond in
de maag van honden en katten die sterk lijken op H.
pylori, maar er toch niet identiek aan zijn (Taillieu et
al., 2023a). Dergelijke ‘H. pylori-like’-bacterién wer-
den ook aangetoond bij varkens (Cortez Nunes et al.,
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2022). De eventuele pathogene betekenis ervan voor
de mens is momenteel niet bekend.

H. suis speelt bij het varken een belangrijke rol bij
de ontwikkeling van gastritis en maagulcera, waarbij
de dagelijkse gewichtstoename en het dierenwelzijn
in het gedrang kunnen komen. Maagulceratie bij het
varken is een multifactoriéle aandoening die tot 90%
van de varkens op slachtleeftijd treft en een specifiek
verloop kent dat anders is dan bij bijvoorbeeld men-
sen of kleine huisdieren. Het is vooral het proximale
deel van de maag, rond de slokdarmopening, namelijk
de pars oesophagea, dat aangetast wordt (Thomson en
Friendship, 2012). Het epitheel van de pars oesopha-
gea is vergelijkbaar met het slokdarmepitheel en er
komen geen klieren in voor, waardoor het niet be-
dekt is met mucus. De aantasting is een gevolg van
chronische irritatie door blootstelling aan een lage
pH die normaal enkel in het distale deel van de var-
kensmaag voorkomt (Haesebrouck et al., 2009). Het
is reeds bewezen dat een chronische H. suis-infectie
die zich manifesteert in het distale deel van de maag
bij ruim 60% van de slachtvarkens bijdraagt tot dit
ziekteproces, vermoedelijk via veranderingen in de
maagzuursecretie en het gastrale microbioom, naast
belangrijke diétaire managementfactoren zoals het
voederen van een kleine korrelgrootte en het inlassen
van substantiéle voederonderbrekingen (De Witte et
al., 2017; Thomson en Friendship, 2012).

Waarom deze gastrale NHPH’s bij sommige dier-
soorten wel en bij andere geen oorzakelijk verband
tonen met de ontwikkeling van maagaandoeningen
heeft hoogstwaarschijnlijk te maken met de eerder
vermelde co-evolutie van een bacterie met haar na-
tuurlijke gastheer. In tegenstelling tot de met katten en
honden geassocieerde gastrale NHPH’s, kent H. suis
als oorspronkelijke natuurlijke gastheer niet-humane
primaten, i.e. resus- en java-apen. Slechts 100.000 tot
15.000 jaar geleden zou H. suis een sprong gemaakt
hebben naar het varken (Flahou et al., 2018). Terwijl
een H. suis-infectie bij varkens dus een rol speelt in
ziekteontwikkeling, is dat meestal niet het geval bij
deze apen vanwege de hoge mate van adaptatie aan
de kolonisatieniche.

GASTRALE NHPH’s BIJ MENSEN

Wat H. bizzozeronii, H. felis, H. salomonis, H. heil-
mannii s.s., H. ailurogastricus en H. suis betreft, is het
reeds enige tijd bekend dat ze over het potentieel be-
schikken om overgedragen te worden op mensen. Op
basis van verscheidene cohortstudies wordt geschat
dat deze gastrale NHPH’s voorkomen bij 0,2% tot
6% van de pati€ntenpopulaties die een gastroscopie
ondergaan (zonder verdere selectie) (Bahadori et al.,
2018; Iwanczak et al., 2012; Boyanova et al., 2007;
Joo et al., 2007; Mention et al., 1999; Yali et al., 1998;
Yang et al., 1998; Hilzenrat et al., 1995; Heilmann
en Borchard, 1991; Kubonova et al., 1991). In case-
reports en kleinere cohortstudies werd ook bewezen
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dat ze een rol kunnen spelen in de ontwikkeling van
chronische gastritis, maagulcera en MALT-lymfomen,
en dat de bekende standaard H. pylori-eradicatiethera-
pie (i.e. een combinatie van een protonpompinhibitor
en twee antibiotica) effectief zou zijn in bepaalde ge-
vallen (Montijo-Barrios et al., 2023; Capirchio et al.,
2022; Qverby et al., 2017; Joosten et al., 2013; Oki-
yama et al., 2005; Morgner et al., 2000; Debongnie
et al., 1998). In het algemeen wordt echter aangeno-
men dat deze species van beperkt klinisch belang zijn,
waardoor ze niet routinematig opgespoord worden.

Mogelijk brengt recent onderzoek daar verande-
ring in. In 2020 werden door Nakamura et al. (2020)
236 patiénten geselecteerd met maagaandoeningen
die klinisch leken op een H. pylori-infectie, maar
waarbij deze diagnose niet kon bevestigd worden.
In maagstalen van 20,8% van deze patiénten werden
NHPH’s aangetoond. Ook hier bleek eradicatiethera-
pie in veel gevallen effectief (Nakamura et al., 2020).
Dit kan erop wijzen dat NHPH-geassocieerde maag-
aandoeningen bij de mens frequenter voorkomen dan
tot nu toe gedacht werd.

Recent werd door de auteurs van het voorliggend
onderzoek een studie opgezet met als bedoeling een
beter zicht te krijgen omtrent het klinisch belang van
gastrale NHPH’s met bewezen zoonotisch potentieel,
binnen de westerse populatie (Taillieu et al., 2023b).
In deze studie werden patiénten van één ziekenhuis
retrospectief en patiénten van drie verschillende zie-
kenhuizen prospectief in de studie ingesloten. Alle
pati€énten werden gescreend op een negatieve voorge-
schiedenis voor zowel H. pylori-infectie als voor het
regelmatig gebruik van niet-steroidale anti-inflamma-
toire geneesmiddelen (NSAID’s). Bij al deze patién-
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ten werd de diagnose gesteld van chronische gastritis,
maagulcera of MALT-lymfomen van de maag. Als
gouden standaard voor het opsporen en identificeren
van gastrale NHPH’s werden polymerase chain re-
action (PCR) technieken toegepast op maagbiopten
waarbij het bekomen DNA gesequeneerd werd ter
controle of bevestiging van het PCR-resultaat.

Retrospectief werd in 135 van de 464 gevallen
(29,1%) een gastrale NHPH-infectie vastgesteld (Fi-
guur 1). Prospectief was dat het geval bij 18 van de
65 patiénten (27,7%). De NHPH’s werden zowel in
het geval van chronische gastritis, als van maagulcera
en MALT-lymfomen aangetoond en H. bizzozeronii
en H. felis waren hierbij de frequentst gedetecteerde
species, gevolgd door H. suis en H. salomonis. In
een aantal gevallen kwamen menginfecties met twee
of drie verschillende NHPH’s voor. Binnen een re-
trospectieve groep van 38 asymptomatische gastric
bypass-patiénten, ingesloten als negatieve controle-
groep, werden daarentegen in geen enkel biopt gas-
trale NHPH’s gevonden. De gastrale NHPH’s waar-
van het zodnotisch potentieel reeds eerder werd aan-
getoond, blijken dus van groter klinisch belang dan
eerst werd aangenomen.

Bij 63 prospectieve patiénten werd ook een speek-
selswab geanalyseerd die in 13 gevallen positief bleek
voor gastrale NHPH’s (Figuur 1). De resultaten van
de speckselswabs en de weefselbiopten kwamen
evenwel niet voldoende overeen om het bemonsteren
van het speeksel als alternatieve, niet-invasieve diag-
nostische test te kunnen aanwenden.

Prospectief geincludeerde patiénten met een posi-
tiefresultaat in het weefsel en/of speeksel, kregen stan-
daard drievoudige H. pylori-eradicatietherapie voor-

Follow-up-data na
eradicatietherapie bij L]
= ]

Retrospectief Paraffine-ingebed weefsel 135/464 (29,1%)
Verse weefselbiopten + cytobrush 18/65 (27,7%)
Prospectief
Speekselswab 13/63 (20,6%) 17 patiénten
“Gastric bypass”-
o Paraffine-ingebed weefsel 0/38 (0%) ‘
| Kiinische remissie: 12/17 |

Succesvolle NHPH-eradicatie: a/4 —r 2 chronische
gastritis
2 I
5/6 MALT-lymfoma patient: NHPH-eradicatie niet gecheckt | idaclaryil]

l Histologische remissie:
Follow-up-gastroscopie 6/12

Endoscopisch beeld onveranderd:

176 | Onsuccesvolle NHPH-eradicatie: 1/1 —r Chronische

| Aanhoudende maagklachten: 5/17 |

(ander species dan voor eradicatietherapie) (2o

2/2 —+ maagulcera

E=T

Onsuccesvolle NHPH-eradicatie:
- NHPH niet langer gedetecteerd in

J Follow-up-gastroscopie

Histologische remissie: 2/3 |—D maar wel in speeksel: 1/2
3/5 - zelfde + nog een ander species dan voor
Endoscopisch beeld onveranderd:  1/3 eradicatietherapie: 1/2
Onsuccesvolle NHPH-eradicatie: 1/1 =t Chronische

(zelfde + nog een ander species dan voor (i ib

eradicatietherapie)

Figuur 1. Studieresultaten van een onderzoek naar de prevalentie en klinische relevantie van gastrale NHPH’s bij

maagpatiénten (Uit: Taillieu et al., 2023b).

Cytobrush = hulpmiddel met een borsteltje dat toelaat cellen te collecteren die deel uitmaken van de maagmucosa tijdens
gastroscopie. NHPH: Non-Helicobacter pylori Helicobacter; MALT: mucosa associated lymphoid tissue.
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geschreven gevolgd door een follow-up-gastroscopie
met bioptname. Van 17 patiénten konden hierover fol-
low-up-data bekomen worden (Figuur 1). De maag-
klachten verdwenen na therapie bij 12/17 patiénten,
van wie er zes toestemden met een follow-up-gastro-
scopie. Slechts bij 1/6 daarvan was het endoscopisch
beeld onveranderd en was eradicatie onsuccesvol. Bij
de overige vijf patiénten werd histologische remissie
vastgesteld en bij vier daarvan was de eradicatie van
de NHPH-species succesvol (bij één patiént werden
geen gegevens verkregen over de eradicatie). Van de
5/17 patiénten bij wie de maagklachten aanhielden,
stemden er drie in met een follow-up-gastroscopie.
Hoewel histologische remissie vastgesteld werd bij
2/3 patiénten, was eradicatie onsuccesvol bij de drie
patiénten. Opmerkelijk was dat bij 3/4 patiénten bij
wie eradicatietherapie niet succesvol was, er een an-
dere gastrale NHPH-species gedetecteerd werd dan
voor de therapie; in twee gevallen in combinatie met
de initieel gedetecteerde species. Het is mogelijk dat
de ‘nieuwe’ species initieel reeds aanwezig was in lage
aantallen en niet gedetecteerd werd. Vermoedelijk be-
staat er een complexe interactie tussen de pathogene
gastrale NHPH’s en het natuurlijke maagmicrobioom,
waarbij een dysbiose kan leiden tot de ontwikkeling
van chronische gastritis en waarbij eradicatietherapie
kan zorgen voor verschuivingen waardoor kolonisa-
tieniches opnieuw ingevuld worden door minder ge-
voelige Helicobacter-stammen.

TRANSMISSIE VAN DIER NAAR MENS

Over de transmissieroutes van deze zodnotische
gastrale NHPH’s bestaat nog geen duidelijkheid. De
belangrijkste risicofactor wordt verondersteld direct
of indirect contact met katten, honden en varkens te
zijn. Overdracht zou hierbij oro-oraal of gastro-oraal
kunnen gebeuren. In het verleden werd reeds melding
gemaakt van een varkensdierenarts met een sympto-
matische H. suis-infectie bij wie H. pylori uitgeslo-
ten werd en die via eradicatietherapie genezen kon
worden (Joosten et al., 2013). Gelijkaardige geval-
len werden ook beschreven bij met katten en honden
geassocieerde gastrale NHPH’s, waaronder een H.
bizzozeronii-infectie bij een twintig maanden oud
meisje met ernstige symptomen die waarschijnlijk op-
gelopen werd door nauw contact met de familichond
(Montijo-Barrios et al., 2023).

H. suis zou ook kunnen overgedragen worden naar
de mens via besmet varkensvlees. Er werd name-
lijk aangetoond dat H. suis-DNA aanwezig kan zijn
op varkenskarkassen in het slachthuis (i.e. in 23/90
mondswabs; 3/90 schouder stalen; 1/90 achterham
stalen) en in varkensgehakt (i.e. in 2/50 geteste bat-
ches) (De Cooman et al., 2014; De Cooman et al.,
2013). Dit zou een verklaring kunnen zijn voor ver-
scheidene H. suis-infecties bij patiénten zonder ge-
kend contact met varkens (Capirchio et al., 2022; Ba-
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hadori et al., 2018).

Een andere transmissieroute voor zodnotisch be-
langrijke NHPH’s zou via gecontamineerd water kun-
nen zijn (Bahadori et al., 2018). Er werd namelijk
aangetoond dat meerdere Helicobacter-species kun-
nen overleven in water (Azevedo et al., 2008).

ANTIBIOTICARESISTENTIE

Rekening houdend met deze transmissieroutes en
de eerste resultaten met eradicatietherapie, wordt het
duidelijk dat verworven antibioticaresistentie en de
overdracht daarvan tussen dier en mens een belang-
rijke factor kunnen zijn in het verdere onderzoek naar
gastrale NHPH-infecties en de behandeling ervan.
Zowel bij dier als mens werd verworven resistentie
bij gastrale NHPH’s reeds beschreven, onder andere
in H. suis-isolaten afkomstig van varkens en prima-
ten, en in H. heilmannii s.s.- en H. felis-isolaten van
katten (Berlamont et al., 2019; Matos et al., 2020; Van
den Bulck et al., 2005). In een maagstaal van een hu-
mane patiénte met een H. suis-infectie werd een mu-
tatie vastgesteld die bij H. pylori geassocieerd wordt
met claritromycineresistentie (Pichon et al., 2020) en
in één van de weinige humane H. suis-isolaten die tot
nu toe bekomen werden uit menselijke biopten, werd
resistentie tegenover amoxicilline gedetecteerd (Rim-
bara et al., 2021). H. suis-isolaten van varkens zijn
bovendien intrinsiek minder gevoelig voor aminoben-
zylpenicillines zoals amoxicilline, die in de humane
geneeskunde frequent gebruikt wordt bij de behande-
ling van H. pylori-infecties (Berlamont et al., 2019).
Bij H. pylori werd claritromycineresistentie in Belgié
in 2018 geschat op 17,4%, wat de grens van 15%
overschrijdt waarbij het uitvoeren van gevoeligheids-
testen voor therapievoorschrift aanbevolen wordt of
een alternatief schema zonder claritromycine voor-
geschreven wordt (Megraud etal., 2021; Malfertheiner
et al.,, 2017). Een van de komende uitdagingen is
daarom verworven resistentie bij zowel H. pylori als
bij gastrale NHPH’s tot een minimum te beperken bij
het optimaliseren van eradicatietherapie voor gastrale
Helicobacter-species.

CONCLUSIE EN TOEKOMSTPERSPECTIEVEN

De brug tussen humane en veterinaire geneeskunde
is van onmiskenbaar belang om de impact van zodno-
tische infecties aan het licht te brengen. Via dergelijke
gecombineerde inspanningen zouden sommige maag-
pati€nten die tot nu toe niet verder geholpen konden
worden omdat de oorzaak van hun ziekte niet gekend
was, toch genezen kunnen worden. Zeker wanneer
het gaat om patiénten die contact hebben met dieren,
dient hier aan gedacht te worden, alhoewel infecties
met gastrale NHPH’s ook reeds aangetoond werden
bij patiénten zonder gekend contact met honden, kat-
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ten of varkens. Verdere inspanningen zullen vereist
zijn om de huidige onderzoeksresultaten te valideren
en de effectiviteit van eradicatietherapie voor gastra-
le NHPH’s te optimaliseren binnen multicentrische/
multinationale, gerandomiseerde studies. Met het oog
op therapie-optimalisatie zal ook antibioticaresisten-
tie een belangrijke factor zijn waarmee rekening moet
gehouden worden.
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: ;AMENVATTING

Tot op heden is er geen éénduidige methode die als gouden standaard wordt gebruikt bij het
lichtmicroscopisch identificeren van haren van verschillende diersoorten. Deze studie had als doel
twee haarpreparatieprotocollen voor lichtmicroscopische haaridentificatie op punt te stellen. Op
basis daarvan werd gestart met het opstellen van een haaratlas die in de toekomst gebruikt kan
worden als naslagwerk wanneer er nood is aan diersoortidentificatie op basis van haarmorfologie.
Er werden 152 haren van dertien verschillende diersoorten onderworpen aan twaalf verschil-
lende preparatiemethoden, die nadien beoordeeld werden met behulp van vooraf gedefinieerde
criteria. Op basis van de testresultaten werden twee uitgewerkte protocollen opgesteld: één voor
de methode met Aquatex en één voor de methode met transparante nagellak. Met behulp van deze
methoden konden haren van konijnen, reeén en schapen relatief eenvoudig microscopisch gedif-
ferentieerd worden van de andere bestudeerde diersoorten. Om zeker te zijn dat deze kenmerken
ook diersoortspecifiek zijn, moet er echter bijkomend onderzoek worden uitgevoerd.

ABSTRACT

To date, there is no gold standard method for light microscopic hair identification of different ani-
mal species. The aim of this study was to develop two hair preparation protocols for light microscopic
hair identification and to use this as a foundation to initiate the development of a hair atlas. This atlas
can be used in the future as a reference when there is a demand for species identification based on hair
morphology. One hundred fifty two hairs from thirteen different animal species were subjected to twelve
different preparation methods, which were then reviewed following predefined criteria. Based on the
test results, two protocols were drawn up: one for the method with Aquatex and one for the method
with transparent nail polish. Using these methods, rabbit, deer and sheep hairs could be microscopi-
cally differentiated relatively easily from the other animal species in the study. However, to ensure that
these characteristics are also species-specific, additional research must be conducted.
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INLEIDING

Forensisch haaronderzoek behelst het analyseren
en identificeren van haren. Door haren te identificeren
tijdens forensisch onderzoek, kan worden aangetoond
of een dier of mens al dan niet in contact is geweest
met een dier, een mens of een locatie (Oien, 2009).
Identificatie van haren kan gebeuren op basis van
DNA-onderzoek of op basis van haarmicroscopie.

DNA-onderzoek kent twee soorten testen: testen
waarbij gebruik gemaakt wordt van nucleair DNA en

testen waarbij gebruik gemaakt wordt van mitochon-
driaal DNA (Deedrick en Koch, 2004b; Bekaert et al.,
2012; Melton et al., 2012; Brandhagen et al., 2018;
Syndercombe-Court, 2021). Momenteel wordt nucle-
air DNA-onderzoek gezien als de gouden standaard
voor het identificeren van (dier)soorten op basis van
haarstalen (Lynch, 2003; Pilli et al., 2014).

Bij nucleair DNA-onderzoek wordt een DNA-
staal genomen ter hoogte van de haarwortel, aangezien
enkel daar nog celkernen aanwezig zijn. De staalname
van nucleair DNA is onmogelijk op het moment dat
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de haarwortel ontbreekt, of wanneer er geen celker-
nen meer in de wortel aanwezig zijn. Om de celker-
nen te visualiseren kan gewerkt worden met een fluo-
rescerende kleurstof, 4’-6-diamidino-2-fenylindole,
die vooral aan chromatine bindt en een fluorescentie-
microscoop (Bourguignon et al., 2008). Bijkomende
nadelen van nucleaire DNA-testen zijn de hoge kost-
prijs en de vereiste dat er voldoende DNA-materiaal
in het haar aanwezig is om de test uit te voeren (Ko-
lowski et al., 2004).

Mitochondriaal DNA-onderzoek kan worden toe-
gepast op haren die niet geschikt zijn voor nucleaire
analyse, door degradatie, het gebrek aan celkernen
of het ontbreken van de wortel. Er kan over bijna de
gehele lengte van de haarschacht een mitochondriaal
DNA-staal worden genomen. Mitochondriaal DNA-
onderzoek heeft echter ook beperkingen, aangezien
met deze techniek enkel kan geidentificeerd worden op
groepsniveau (gedeelde maternale afkomst) en niet op
het niveau van één specifiek individu (Syndercombe-
Court, 2021).

Haaridentificatie met behulp van een lichtmicro-
scoop is gebaseerd op het morfologisch vergelijken
van haren van onbekende oorsprong met haren van
bekende oorsprong (Hicks, 1977). Het voordeel van
lichtmicroscopische haaridentificatie is dat eender
welke haren onderzocht kunnen worden en niet enkel
degene die voldoende DNA bevatten. Daarnaast ligt
de kostprijs lager daar er enkel standaard aanwezige
laboratoriumapparatuur, zoals een lichtmicroscoop,
draagglaasjes en media, nodig is om het onderzoek
uit te voeren. Om tot een betrouwbare conclusie te
komen, dient de onderzoeker echter veel ervaring te
hebben met het microscopisch beoordelen van haren
en dient deze toegang te hebben tot een goede data-
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base ter vergelijking van het haar in kwestie (Pilli et
al., 2014). Ook moet de onderzoeker een goede kennis
hebben van de verschillende haarsoorten en de haar-
anatomie en wordt in het beste geval enkel info over
diersoort of eventueel ras verkregen (Oien, 2009).

HAARSOORTEN EN HAARANATOMIE

Haren zijn epidermale structuren die voorkomen
bij zoogdieren (Wandhare en Bhosale, 2017; Senthil-
kumar et al., 2018). Zoogdieren hebben verschillende
soorten haren die behoren tot de ondervacht, de dek-
haren of de tastharen (Deedrick en Koch, 2004a). Bij
specifieke diersoorten waaronder lama’s, schapen en
paarden zijn er ook nog andere haren, zoals staartha-
ren, manen en wolharen aanwezig (Deedrick en Koch,
2004a; Chattha et al., 2011).

Dekharen zijn de belangrijkste haren met betrek-
king tot identificatie, waarbij het haar kan worden
opgedeeld in een schede, transit en een schild. De
schede bevindt zich aan de basis van het haar en loopt
via een transitregio over in het schild naar de haarpunt
toe (Teerink, 1991).

Microscopisch bestaat een haar op doorsnede uit
drie, morfologisch onderscheidbare structuren (Hicks,
1977; Ahmed et al., 2018; Senthilkumar et al., 2018).
Van binnen naar buiten toe bekeken, bestaat een haar
uit de medulla, de cortex en de cuticula.

De medulla is de binnenste laag van een haar. Bin-
nen de medulla kan het medullair patroon beschouwd
worden over de gehele lengte van de haarschacht, de
structuur van de medulla en de vorm van de randen
van de medulla (Hicks, 1977; Teerink, 1991; De Ma-
rinis, 2006; Wandhare en Bhosale, 2017; Sari en Ar-

Patroon
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T o WAL ey o3l LT VR,
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Onregelmatig Recht Geschelpt

Figuur 1. De verschillende patronen, structuren en randvormen van de medulla van haren (Uit: De Marinis en Asprea,

2006).
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Figuur 2. De verschillende schubpatronen, randvormen en afstanden tussen de cuticulaschubben van haren (Uit:

Brunner en Coman, 1974).

pacik, 2018) (Figuur 1). Daarnaast is er de medullaire
index, die kan meebepalen of een haar afkomstig is
van een mens, dier of om onderscheid te maken tussen
honden en katten (Robertson, 1999). De medullaire
index is de verhouding van de medullaire diameter
ten opzichte van de diameter van de haarschacht, die
wordt berekend door de diameter van de medulla te
delen door de totale diameter van het haar (Mathiak,
1938; Robertson, 1999). Dieren hebben een medul-
laire index die, naargelang de diersoort en het ras, va-
rieert tussen de 0,3 en 0,9. Bij de mens is de index al-
tijd kleiner dan 0,3 (Robertson, 1999; Deedrick en
Koch, 2004a; Wilson en Wheeler, 2008; Wandhare
en Bhosale, 2017). De cortex is de middelste laag
van een haar en is opgebouwd uit langwerpige, ge-
keratiniseerde cellen (Hicks, 1977; Sari en Arpacik,
2018). De cortex kan ook corticale fusi, pigment-
granulen en ovoide lichaampjes bevatten (Deedrick
en Koch, 2004; Oien, 2009). Bij de pigmentgra-
nulen is het belangrijk om te kijken naar de kleur,
grootte en vorm van de pigmenten, de pigmentdis-
tributie en de concentratie van het pigment. De cu-
ticula is de buitenste laag van een haar, die instaat
voor de bescherming van de binnenste lagen (Tee-
rink, 1991). Deze wordt gevormd door meerdere
lagen dode cellen die elkaar overlappen, wat bij
microscopisch onderzoek waargenomen wordt als
een schubbenpatroon (Hicks, 1977; Chattha et al.,
2011). De schubben volgen altijd de lengterichting
van het haar, van de wortel naar de haarpunt toe.
Het bekijken van het schubbenpatroon van de cuti-
cula, de rand van de schubben en de afstand tussen
de schubben speelt een belangrijke rol in het iden-
tificatieproces (Brunner en Coman, 1974; Hicks,
1977; Deedrick en Koch, 2004a; Sari en Arpacik,
2018; Ahmed et al., 2018) (Figuur 2).

MOUNTING-METHODEN

Aangezien in dit studiegebied vaak gebruik ge-
maakt wordt van Engelse termen, werd ervoor ge-
kozen deze in het verdere verloop van het artikel te
hanteren.

Alvorens haren te kunnen bekijken onder de licht-
microscoop, moet er een mounting-methode worden
toegepast. Dit is een manier van prepareren alvorens
een haar wordt bekeken onder de microscoop. Tij-
dens dit proces worden de haren al dan niet perma-
nent gefixeerd op een draagglaasje. Er wordt daarbij
een onderscheid gemaakt tussen dry- en wet mounts.
Een dry mount is een mounting-methode zonder
vloeistof, bij een wet mount wordt er wel vloeistof
gebruikt. De wet mounts worden opgedeeld in whole
mounts en scale castings (Adya et al., 2011; Chattha
etal., 2011).

Whole mounts zijn methoden waarbij de interne
structuren van een haar worden gevisualiseerd (Chat-
tha et al., 2011). Het verschil tussen de methoden ligt
vooral in het medium dat wordt gebruikt om het haar
op het draagglaasje te fixeren.

Scale castings zijn een manier om de cuticu-
laschubben van een haar te bestuderen door een ne-
gatieve afdruk of scale cast te maken. Lichtmicrosco-
pisch onderzoek gebeurt door een haar op een draag-
glaasje met kleverig substraat te leggen en zodra het
droog is, het haar weer te verwijderen (Chattha et al.,
2011).

Binnen de wet mounts zijn tijdelijke en perma-
nente mounts van elkaar te onderscheiden. Bij tijdelij-
ke mounts worden niet-destructieve stoffen gebruikt,
waardoor het haar na het onderzoek onbeschadigd
en gemakkelijk te verwijderen is. Bij permanente
mounts, waarbij het haar stevig op het draagglaasje
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gefixeerd wordt, moet een extra handeling worden
uitgevoerd indien verder onderzoek van een haar no-
dig is. Bij whole mounts wordt het dekglaasje van het
preparaat gebroken om het haar te verwijderen en in
het geval van een scale cast wordt het haar uit het
substraat verwijderd met een pincet.

MATERIAAL EN METHODE

Over een periode van drie maanden werden er in
de autopsiezaal van het Laboratorium Veterinaire Pa-
thologie van de Faculteit Diergeneeskunde (UGent)
haren gecollecteerd van verschillende diersoorten, i.e.
hond, kat, paard, ezel, rund, varken, alpaca, schaap,
geit, konijn, ree, maki en zeehond. De haarcollectie
vond in alle gevallen plaats ter hoogte van de rug-
streek. Met behulp van een pincet werden meerdere
dekharen (in de rugstreek waren dit wolharen in het
geval van schapen en alpaca’s) uitgetrokken (De Ma-
rinis en Asprea, 2006; Cornally en Lawton, 2018;
Senthilkumar et al., 2018). De haren werden zo dicht
mogelijk bij de huid vastgenomen en met een kordate
beweging uitgetrokken, zonder de haren te bescha-
digen. De haren werden in een papieren envelop ge-
stopt, waarop het identificatienummer, de vachtkleur,
het ras, het geslacht en de leeftijd werden genoteerd.
De bewaring van de enveloppen gebeurde vervolgens
in een afsluitbare plastic ton. In de ton werd een zak-
je silicakorrels toegevoegd om eventueel ingetreden
vocht uit de omgeving te absorberen (Kendall en Mc-
Kelvey, 2008).

Er werden tien methoden geévalueerd voor het
maken van whole mounts en twee voor het maken
van een haarafdruk (Tabel 1). Bij de whole mount-
methoden werd methode 1 uitgevoerd door een haar
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zonder media aan te brengen op een dekglaasjes en
vervolgens vast te zetten aan de uiteinden met plak-
band. Bij methode 2 werd er een haar aangebracht op
een dekglaasje en vervolgens bedekt met doorzichtig
plakband. Bij methode 4w werd er een haar aange-
bracht op een dekglaasje en met transparante nagellak
een laag over het haar aangebracht. Methode 3, 6, 7,
8,9, 10 en 11 werden uitgevoerd door een druppel
van het desbetreffende medium aan te brengen op een
draagglaasje alvorens er een haar op aan te brengen
en er bovenop een dekglaasje te plaatsen. Het medium
van methode 7 werd hiervoor geprepareerd volgens
het recept van Larry Legg: www.microscopy-uk.org.
uk

Voor de casting-methoden werd er voor methode
4c een verticale strook nagellak aangebracht op het
draagglaasje met behulp van een nagellakkwastje en
bij methode 5 werd de gelatineoplossing aangebracht
op het draagglaasje met een kleine lepel in zoverre
dat er een vlakke gelatinelaag ontstond. Na enkele
seconde werd bij beide methoden het haar bovenop
het nog plakkerige medium aangebracht. In het geval
van M4c kon het haar met een pincet uit de nagellak
worden verwijderd binnen een tijdsbestek van twee a
vijftien minuten. Bij methode 5 dient er een minimum
van dertig minuten te worden gewacht, alvorens het
haar met een pincet terug uit het medium te verwij-
deren.

Bovengenoemde methoden werden een voor een
op de haren van twee zoogdieren uitgetest: één dier
met een witte en één met een donkerbruine vachtkleur.
Na toepassing van elke methode werden de haren op
de geprepareerde dekglaasjes onder een lichtmicro-
scoop (Leica DMLB 100S) bekeken, gefotografeerd
en gefilmd met een mobiele telefoon (Xiaomi Red-
mi 9 Pro) op een 100x- en een 400x-vergroting. Het

Tabel 1. De mounting media die zijn geévalueerd met betrekking tot het maken van whole mounts en haarafdrukken.
(Twigg, 1975; Teerink et al., 1991; Crocker, 1998; Adya et al., 2011; Sepulveda en Kinsella, 2013; Cornally en Lawton,

2016; Ahmed et al., 2018).

Methoden whole mount

Mounting media

Methode 1 (M1)
Methode 2 (M2)
Methode 3 (M3)
Methode 4w (M4w)
Methode 6 (M6)
Methode 7 (M7)
Methode 8 (M8)
Methode 9 (M9)
Methode 10 (M10)
Methode 11 (M11)

Dry mount

Plakband

Water

Transparante nagellak (Essence)

Paraffineolie

Fructoseoplossing (Larry Legg)

Maissiroop (Karo)

Aquatex (Merck) hematologisch mounting medium
Lactofenol

Richard Allen Scientific mounting medium (RASMM)

Methoden haarafdrukken

Mounting media

Methode 4c (M4c)
Methode 5 (M5)

Transparante nagellak (Essence)
Gelatineoplossing 20%
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Tabel 2. Beoordelingsresultaten van twaalf geteste methoden. Aan ieder criterium werd per methode één van de

volgende scores toegekend: - (slecht), +/- (matig) ,+ (goed).

M Beeld- Beeld- Hanteer  Benodigde Reprodu- Bewaar-  Aankoop-
kwaliteit = kwaliteit  baarheid tijd ceerbaarheid tijd prijs
medulla cuticula

Cast

M4c 4 + +/- 3 + +(3€)

M5 +/- - - +/- - +(5€)

Whole mount

M1 = + + + + +(<1€)

M2 +/- +/- I + aF +(<1€)

M3 +/- + + + = +(<1€)

M4w +/- 3 +/- 3 + +(3€)

Mo +/- - A A - +(4€)

M7 A - - +/- - +(3€)

M8 +/- - + + - +(7€)

M9 a4 “F I + aF +/-(43€)

M10 - +/- 4 3 - +(10€)

Mi1 +/- - 4 A A -(165€)

M= methode, M4c= transparante nagellak (Essence), M5= gelatine, M1= dry mount, M2= plakband, M3= water, M4w= transparante nagellak (Essence),
M6= paraffineolie, M7= fructoseoplossing, M8= maissiroop (Karo), M9= Aquatex (Merck), M10= lactofenol, M11= RASMM (Thermo Scientific). Donker-

groene arcering = criterium niet van toepassing op de desbetreffende methode.

proces van prepareren, fotograferen en filmen werd
herhaald, totdat alle twaalf methoden toegepast waren
voor beide dieren.

De foto’s van de haren werden op een computer-
scherm (MacBook Pro) beoordeeld op volgende cri-
teria: kwaliteit van visualisatie van de medulla en de
cuticulaschubben. Daarnaast werden de hanteerbaar-
heid, de benodigde tijd voor het uitvoeren van het
onderzoek, de reproduceerbaarheid, de mogelijkheid
tot bewaring en de aankoopprijs van het mounting
medium beoordeeld (Tabel 2). Aan bovengenoemde
criteria werd per methode een van de volgende scores
toegekend: - (slecht), +/- (matig), + (goed). Bij ‘beno-
digde tijd’ werd een preparatietijd van boven de dertig
minuten beschouwd als slecht, een tijd onder de vijf
minuten als goed en een tijd tussen de vijf en dertig
minuten als matig. De bewaring werd beoordeeld op
basis van de mogelijkheid om de draagglaasjes met
de geprepareerde haren verticaal te bewaren in een
microscopie-preparatenbox.

Op basis van de resultaten werd verder gewerkt
met twee methoden. Van deze twee methoden wer-
den tijdens het verdere verloop van de studie per dier
foto’s genomen met een fototoestel (Leica DFC 320
R2) dat gemonteerd werd op een microscoop (Leica
DM LB 2). De haarkleur, de haarlengte, de haardia-
meter, de medulladiameter, het medullaire patroon, de
medullaire structuur, de medullaire rand, het schub-
benpatroon van de cuticula, de rand van de schubben
en de afstand tussen de schubben werden onderzocht
met behulp van een microscoop (Leica DM LB 2) en
vervolgens genoteerd per individueel dier. De me-
dulla- en haardiameter werd gemeten op de helft van
de totale haarlengte met behulp van een beeldanalyse-
systeem (Leica Application Suite 4.0), waarna de me-
dullaire index berekend werd met Excel. De typering

van de medulla en het schubbenpatroon van de cuti-
cula gebeurde op basis van foto’s met 100x- en 200x-
vergroting met behulp van de gegevens vermeld in Fi-
guur 1 en 2. Naderhand werd er met alle verzamelde
gegevens nagegaan in hoeverre er karakteristieken of
unieke kenmerken aanwezig waren in de cuticula en
medulla, die specifiek toe te schrijven waren aan een
bepaalde diersoort.

RESULTATEN

Op basis van de testresultaten werden concreet
uitgewerkte protocollen opgesteld voor één casting-
methode (M4c) en één whole mount-methode (M9)
(Tabel 2). Deze protocollen leggen stap voor stap uit
hoe een haar gecollecteerd, geétiketteerd, bewaard en
vervolgens onderzocht dient te worden en welke ma-
terialen en producten daarbij nodig zijn. Beide proto-
collen beginnen met de eerder besproken richtlijnen
voor haarcollectie en identificatie.

Protocol nagellak-casting-methode voor de visuali-
satie van het schubpatroon (M4c)

Er wordt op de korte zijde van een draagglaasje een
verticale strook transparante nagellak aangebracht.
Na drie seconden wordt het haar met een pincet op
de nagellak gelegd en eventueel aangedrukt om zeker
te zijn dat de haarschacht in de nagellak terechtkomt.
De nagellak moet vervolgens enkele minuten drogen
vooraleer het haar met behulp van een pincet verwij-
derd wordt uit de nagellak. Als de haarlengte beperkt
1S, kan met een naald eerst één kant van het haar uit
de nagellak worden losgemaakt, vooraleer de rest met
het pincet verwijderd wordt. De resulterende afdruk
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wordt bekeken en gefotografeerd op een 100x- en
200x-vergroting (Leica DM LB 2, Leica DFC 320 R2,
Las 4.0). De typering van de cuticulaschubben kan
gebeuren middels een vergelijking van de gemaakte
foto’s met de patronen weergegeven in Figuur 2.

Protocol whole mount met Aquatex voor de visuali-
satie van de inwendige structuren (M9)

Een druppel Aquatex (Merck, Duitsland) ter
grootte van ongeveer 0,5 cm wordt aangebracht op
een draagglaasje. Vervolgens wordt één haar geposi-
tioneerd op het draagglaasje in de druppel. Indien het
haar te lang is voor het draagglaasje, wordt het haar
in twee stukken geknipt zodat zowel de wortel als de
haarpunt ingebed kunnen worden. Een dekglaasje
wordt manueel op het preparaat geplaatst, terwijl het
haar met een pincet wordt gefixeerd, zodat deze niet
uit beeld verdwijnt door de verplaatsing van de drup-
pel Aquatex onder het dekglaasje. De whole mount
die is ontstaan wordt na 24 uur bekeken en gefoto-
grafeerd op een 100x- en 200x-vergroting (Leica DM
LB 2, Las 4.0). De typering van de medullaire ken-
merken kan gebeuren middels een vergelijking van
de gemaakte foto’s met de patronen weergegeven in
Figuur 1.

Fotoatlas

De foto’s worden samengevoegd in een fotoatlas,
nadat deze zijn bijgesneden en eventueel vergroot
om de morfologische kenmerken het beste te kunnen
weergeven. Er werden in totaal 304 foto’s gemaakt
van 152 individuele dieren van dertien diersoorten
(152 foto’s van haarafdrukken, 152 foto’s van whole
mounts).

Morfologische bevindingen

De meest relevante bevindingen met betrekking
tot het vergelijken en identificeren van haren waren
als volgt. Bij bijna alle dieren was de medulla continu,
indien deze zichtbaar was. Bij schapen was er slechts
in één geval een medulla aanwezig; deze was gefrag-
menteerd. Bij alle katten waren de medullaranden
geschubd. Volwassen ree€n met een wintervacht on-
derscheidden zich in dit onderzoek gemakkelijk van
de andere diersoorten; dit op basis van zowel de struc-
tuur van de medulla, als op basis van de haardiameter.
Het was de enige diersoort in dit onderzoek waarbij
de medulla een filled lattice-structuur vertoonde (Fi-
guur 3). Net als bij het varken waren de ree€nharen
dikker dan 100 microns. Konijnen onderscheidden
zich volgens deze resultaten gemakkelijk van de rest
van de andere diersoorten, wat toe te schrijven was
aan zowel de structuur van de medulla, als het schub-
benpatroon van de cuticula (Figuur 4). De haren van
konijnen vertoonden een multiseriate medulla, waar-
bij meerdere rijen binnen de medulla zichtbaar waren.
De schubben van de cuticula vertoonden ter hoogte
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van de schede een dubbel vissengraatpatroon. De cu-
ticulaschubben van de wolharen van schapen hadden
een typerend uitzicht, wat in de terminologie wordt
omschreven als een regelmatig mozaiek (Figuur 5).

Diersoortidentificatie bleek voor de andere dier-
soorten i.e. hond, kat, paard, ezel, rund, varken, alpaca,
geit, maki en zeehond, op basis van enkel het micro-
scopisch uitzicht van de cortex en cuticula niet mo-
gelijk.

DISCUSSIE

Er dient vermeld te worden dat in deze studie en-
kel gefocust werd op haaridentificatie met behulp van
lichtmicroscopie. Er werd geen gebruik gemaakt van
een fluorescentie- of scanning-elektronenmicroscoop,
aangezien deze vaak zeer duur zijn in aankoop en er
naar een betaalbare methode gestreefd werd. Deson-
danks bestaan er tegenwoordig methoden waarbij er
wel met deze microscopen gewerkt wordt. Het is dus

Figuur 3. Medulla van een reeénhaar met een filled lat-
tice-structuur op een 100 x-vergroting (Leica).

Figuur 4. Medulla en cuticula van een konijnenhaar. A.
Een multiseriate medulla en B. een dubbele visgraatcu-
ticula schubpatroon op een 200 x-vergroting (Leica).
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mogelijk dat de beelden bekomen in deze studie van
mindere kwaliteit zijn dan beelden verkregen met re-
centere methoden.

In de voorliggende studie werden telkens haren
uit de rugstreek gebruikt voor de morfologische haar-
identificatie. Voor de meeste dieren waren de haren uit
deze regio dekharen. Dekharen van andere lichaams-
regio’s zouden echter ook gebruikt kunnen worden.
Deze vertonen immers vergelijkbare kenmerken met
betrekking tot de medulla en cuticulaschubben (De
Marinis en Asprea, 20060). Deze kenmerken zijn hier
echter vaak minder uitgesproken en daardoor minder
geschikt voor identificatie. In het geval van schapen
en alpaca’s werden niet de dekharen, maar wel de
wolharen in beschouwing genomen vanwege de plaats
van haarcollectie op het lichaam van het dier. Omdat
wolharen minder informatie dragen voor identificatie
en in deze studie slechts beperkt verzameld werden
(tien dieren), waren de vastgestelde karakteristieken
mogelijk niet diersoortspecifiek. Voor een correctere
vergelijking zouden er van deze dieren bijkomende
dekharen moeten worden genomen (eventueel van
andere regio’s op het lichaam).

De haarcollectie gebeurde door middel van het
uittrekken van de haren met een pincet. Haarcollec-
tie kan ook op andere manieren gebeuren, waarbij
de haren worden uitgewreven, uitgekamd, afgeknipt
of verzameld worden uit de leefruimte van een dier
(Oien, 2009). Het voordeel van uittrekken is dat de
volledige lengte van het haar kan worden gemeten
en, dat indien gewenst, de wortel ook nog verder kan
worden onderzocht. De focus in deze studie werd
vooral gelegd op het scenario waar de haarwortel niet
aanwezig was, waardoor de haarwortel niet verder
bestudeerd kon worden. Aangezien telogene haar-
wortels diersoortverschillen kunnen vertonen, zou de
inclusie van haarwortels in toekomstige studies een
extra criterium kunnen geven voor haaridentificatie.
In dat geval zouden er bijkomende haren moeten wor-
den uitgewreven, om zo deze telogene wortels te be-
komen. Na de haarcollectie werden de verschillende
mounting-methoden op de haren van dezelfde dieren
getest, zodat verschillen in beeldkwaliteit enkel kon-
den worden toegeschreven aan de methode en niet aan
de haren zelf. Er werd besloten de haren te testen van
één dier met een witte vacht en één dier met een don-
kerbruine vacht, om zo het beste te kunnen inschatten
welke methoden er over het algemeen een goed beeld
gaven. Er bestaan nog andere haar-mounting media,
waarvan er een ruim aantal xyleen bevat (Roe et al.,
1991). In deze studie werd gestreefd naar een voor
iedereen haalbare methode en daarom werd de focus
gelegd op kwalitatief goede, toegankelijke en betaal-
bare methoden.

In de entomologie wordt evenzeer gebruik ge-
maakt van mounting-methoden voor het prepareren
van parasieten en insecten. Soms worden onder an-
dere fructose-oplossing, maissiroop en lactofenol ge-
bruikt (www.microscopy-uk.org.uk). Bij het maken
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Figuur 5. Regelmatig mozaiek-schubpatroon van de cuti-
cula van een wolhaar van een schaap op een 200 x-
vergroting (Leica).

van preparaten voor histologisch of cytologisch on-
derzoek worden er ook mounting media gebruikt. In
dit onderzoek werden hiervan de transparante produc-
ten Aquatex (Merck, Duitsland) en RASMM (Thermo
Scientific, USA) ingesloten.

De methoden die in de voorliggende studie getest
werden, weken in een aantal gevallen af van wat in
de literatuur beschreven wordt. Ten eerste wordt in
meerdere studies aangegeven dat het microscopisch
haaronderzoek op een 100x- en een 400x-vergroting
dient te gebeuren (Teerink, 1991; Oien, 2009). Aan-
gezien een 400x-vergroting in de huidige studie een
minder goed overzicht van de haren in hun geheel
gaf, werd er besloten om 200x als grootste vergroting
aan te houden. Ten tweede week de droogtijd bij de
nagellak casting-methode af van de droogtijd die in
de literatuur (vijftien minuten) wordt beschreven. De
gebruikte nagellak (Essence, Duitsland) in deze studie
was sneldrogend en na het testen met vijf verschil-
lende droogtijden (twee, vijf, acht, tien en vijftien
minuten) werd in het protocol daardoor een kortere
droogtijd van 4 a 5 minuten aangehouden.

Voor de whole mounts werden, met uitzondering
van paraffineolie, geen mounting media getest op
oliebasis; desondanks hadden deze media mogelijk
een betere penetratie kunnen geven en zo ook een
duidelijker beeld van de medulla ten opzichte van
het mounting media op waterbasis (Aquatex, Merck,
Duitsland).

De bewaarbaarheid werd slechts getest met één
soort preparatenbox. Het gebruik van andere boxen of
mappen had er wellicht toe geleid dat de bewaarbaar-
heid telkens anders gescoord zou zijn geweest.

In deze studie werden voor de diersoortidentifica-
tie niet alle onderdelen van het haar onderzocht. Ten
eerste werd er slechts beperkt macroscopisch onder-
zoek verricht naar de haren, i. e. haarkleur en haar-
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lengte.

Ten tweede werd de cuticula slechts op één locatie
van het haar gefotografeerd en onderzocht, niet over
de gehele lengte van het haar (schede versus schild).
Ten derde werden er geen dwarsdoorsnedes gemaakt,
waardoor geen bijkomende informatie over de haar-
vorm verkregen werd.

Het berekenen van de medullaire index gebeurde
in Excel. Doordat er in de studie geen gebruik werd
gemaakt van een statistieckprogramma met bijkomen-
de standaarddeviatie, zijn er geen statistisch relevante
resultaten beschikbaar.

Daarnaast zijn er nog enkele bemerkingen met
betrekking tot de fotoatlas en de bekomen resultaten.
Om smallere haren in de fotoatlas vlotter te kunnen ty-
peren en vergelijken, werden de foto’s van deze haren
vergroot en bijgesneden. Dit had ook verholpen kun-
nen worden als een bijkomende foto van deze speci-
fieke haren zou zijn genomen op een 400x-vergroting.

Tot slot kon er vooraf niet worden bepaald welke
diersoorten en rassen aan de studie zouden deelne-
men, aangezien de haarcollectie athankelijk was van
de in de autopsiezaal binnengebrachte dieren. Door
de grote variatie in honden-, katten- en paardenrassen
en mogelijk ook door het beperkte aantal dieren per
diersoort, i. e. ezel, rund, varken, alpaca, geit, maki en
zeehond was het benoemen van specifieke kenmerken
voor een bepaalde diersoort niet evident, omdat an-
dere niet-onderzochte diersoorten mogelijk dezelfde
haarkenmerken konden hebben.

CONCLUSIE

Er werden twee preparatiemethoden op punt ge-
steld voor zowel het maken van een negatieve afdruk
(met transparante nagellak), als voor het maken van
een volledige inbedding van een haar (Aquatex, Mer-
ck, Duitsland). Voor beide methoden werd een proto-
col opgesteld. Op basis van de structuur van de me-
dulla en/of de schubben van de cuticula konden vol-
gens de resultaten uit dit onderzoek konijnen, schapen
en reeén vlot van de andere onderzochte diersoorten
worden onderscheiden. Er is echter bijkomend onder-
zoek nodig naar de gehele oppervlakte van het haar,
inclusief de haarwortel, vooraleer er bijkomende en/
of definitieve uitspraken gedaan kunnen worden voor
de zojuist genoemde en andere diersoorten op basis
van de haarmorfologie.

Ten slotte werd een fotoatlas succesvol opgestart.
Deze atlas kan in de toekomst, mits aangevuld door
bijkomend onderzoek, gebruikt worden als naslag-
werk voor microscopische haaridentificatie.
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B. Kibar Kurt, Z. Bozkan Unal

University of Aydin Adnan Menderes, Faculty of Veterinary Medicine, Surgery Department,
09100, Efeler, Aydin, Turkey

busrakibar@yandex.com

ABSTRACT

In birds, vision plays an essential role in vital functions such as feeding and reproduction.
In this study, it was aimed to determine the ophthalmic examination findings in healthy storks.
A total of eleven healthy white storks were included in the study. Schirmer tear test 1 (STT-I),
intraocular pressure (IOP) and ocular biometry were performed on both eyes of each stork. The
mean STT-I values were 12+3.4 (right eye) and 11.9+3.14 mm/min (left eye), and the IOP values
were 19+£0.97 (right eye) and 18.85+0.73 mmHg (left eye). The mean ocular biometric values were
as follows: anterior chamber depth, 2.30+0.18 and 2.29+0.13 mm, lens thickness 5.18+0.1 and
5.19+£0.13 mm, vitreous body 11.72+0.25 and 11.82+0.34 mm, and pecten 7.94+0.34 and 7.9+0.37
mm of the right and left eyes, respectively. Knowledge of the normal value ranges in healthy white
storks is necessary for the diagnosis of ocular diseases in this species. To the authors’ knowledge,
this is the first study in which normal ophthalmic value ranges in healthy storks are described.

SAMENVATTING

Bij vogels is een goed zicht van essentieel belang voor vitale functies zoals voeden en voortplan-
ting. In het voorliggende onderzoek werden de normale oogheelkundige parameters bepaald bij ge-
zonde, in het wildlevende ooievaars. In totaal werden er elf gezonde ooievaars in het onderzoek op-
genomen. Schirmer-teartest 1 (STT-I), oogdruk (IOP) en oculaire biometrie werden voor de beide
ogen van elke ooievaar geévalueerd. De gemiddelde STT-I-waarden waren 12+3,4 mm/min (rechter-
oog) en 11,943,14 mm/min (linkeroog), de IOP-waarden waren 19+0,97 mmHg (rechteroog) en
18,85+0,73 mmHg (linkeroog). De oculaire biometrische gemiddelde waarden waren als volgt: diepte
van de voorste kamer 2,30 £ 0,18 mm en 2,29 + 0,13 mm, lensdikte: 5,18 £ 0,1 mmen 5,19 £ 0,13 mm,
corpus vitreum 11,72 + 0,25 mm en 11,82 + 0,34 mm en pecten: 7,94 + 0,34 mm en 7,9 + 0,37 mm, bij
respectievelijk het rechter- en linkeroog. De kennis van de normale parameters bij gezonde ooievaars
is van essentieel belang voor de diagnosestelling van oogziekten bij deze diersoort. Volgens de auteurs
is dit de eerste studie waarin de bevindingen van oftalmologisch onderzoek bij gezonde ooievaars
beschreven worden.

Original article 243

INTRODUCTION

Trauma is one of the major reasons for presenting
wild birds to clinics (Kayikci et al., 2019; Aslan et al.,
2009; Wendell et al., 2002; Deem et al., 1998). Ocu-
lar lesions are common findings in birds with head
trauma (Williams et al., 2006). The main reason for
the rehabilitation of wild birds is to bring them back

to normal health conditions, so they can survive in
their natural habitats (Reuter et al., 2011). The stan-
dard procedure includes ophthalmic examination as a
major component (Williams et al., 2006; Han et al.,
2019).

In all animal species, procedures such as the Schir-
mer tear test I (STT-I), intraocular pressure measure-
ment (IOP) and anatomical structure evaluation of the
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eyes are essential in the standard ophthalmic exami-
nation (Akgil et al., 2022; Cakir et al., 2014; Pearce
and Moore, 2013; Alkan et al., 2004).

The tear production is important for a healthy cor-
neal epithelium. Many methods are used to determine
the amount of tear secretion; STT-1 is a frequently
preferred measuring method and should be routinely
performed (Kulualp et al., 2019; Akgiil et al., 2017;
Vashisht and Singh, 2011; Werner et al., 2008; Xiong
et al., 2008; Alkan et al., 2004).

Ocular hypertension is considered one of the great-
est risk factors for the development of glaucoma, and
IOP measurement is the most consistent predictor of
glaucoma in animals and humans (Maggio, 2015;
Gelatt and MacKay, 2004). Increased IOP causes optic
nerve head degeneration and retina, resulting in glau-
coma that can cause irreversible blindness in humans
and animals (Tham et al., 2014; Gelatt and MacKay,
2004).

Ocular ultrasonography is an important imaging
method that allows for safe and noninvasive evalua-
tion of intraocular structures without the requirement
of sedation or anesthesia (Mirshahi et al., 2014). Fur-
thermore, ocular ultrasonography is required for the
evaluation of intraocular structures in cases where the
transparent structures of the eye become opaque, such
as corneal edema and cataracts (Maggs et al., 2008).

Reproductive biology, feeding behavior, migra-
tion routes and infectious and parasitic diseases in
storks have been described (Bentrad and Chalabi-
Belhadj, 2018; Girisgin et al., 2017; Shephard et al.,

Figure 1. STT-I measurement using a 5-mm strip.
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2015; Ivande et al., 2012; Olias et al., 2010). Although
ophthalmology in wild birds has been described
(Shivaprasad et al. 2022), to the authors’ knowledge,
there are no ophthalmologic studies in living storks
available in the literature. Therefore, in this study, it
was aimed to examine and present ocular parameters,
such as STT-I, IOP and ultrasonographic findings in
healthy storks without ophthalmological conditions.

MATERIALS AND METHODS

This study was approved by the Ministry of Forestry
and Water Affairs (January, 23, 2023, # E-21264211-
288.04-8588213).

Wild animals seized for various reasons, i.e. dis-
ease, injury or illegal capture, within the borders of the
province of Aydin (Turkey) are brought to the Veteri-
nary Faculty Animal Hospital of Aydin Adnan Mende-
res University for physical examination and treatment.
Animals that have recovered and that are diagnosed to
be healthy, are released back into the wild.

Only healthy white storks (n=11) were included in
this study. They were captured by General Directorate
of Nature Conservation and National Parks officials
and brought to the Aydin Adnan Menderes University
Faculty of Veterinary Medicine.

Physical examination was performed prior to the
ocular examination; the findings of these examina-
tions constitute the material of this study.

Ophthalmologic examination

The storks were examined under restraint without
requiring sedation or anesthesia. During the examina-
tion, ophthalmic reflexes were examined and evalu-
ated in detail.

The storks were restrained by hand for ophthalmo-
logic examination, and the results of hand-held slit-
lamp biomicroscopy (Kowa SL-15, Japan) showed
that both eyes of all birds were clinically normal.
Palpebral, corneal and direct pupillary light reflexes
were evaluated, and STT-1 was performed using test
strips (ERC, Turkey), which have a printed mm scale.
The STT-I strips were positioned laterally in the lower
conjunctival fornix of both eyes (Figure 1). A Tonovet
rebound tonometer (TonoVet®, ICARE, USA) was
used for all IOP measurements (Figure 2). The record-
ed measurements were automatically generated as an
average of five readings. Standard transcorneal ocular
ultrasonography was performed. Symmetry was pur-
sued when placing the probe on the cornea. The op-
timal position of the probe was achieved by imaging
the echogenic pecten (anteroposterior view). Ecobio-
metric measurements were made on optimal images ,
where the cornea, the front and back surfaces of the
lens, the back wall and the pecten were determined
along the optical axis. Analysis of B-mode ultrasound
images and the ocular biometry of the storks were re-
corded (Figure 3).
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Data obtained from this study were analyzed sta-
tistically using SPSS in. 22.0 software (SPSS Inc,
USA). Descriptive analyses were used to summarize
data and check if the assumptions were met. The re-
sults were evaluated using the Shapiro-Wilk Test for
normality and the Levene test for homogeneity of
variances. Differences in the IOP, STT-I, and echo-
biometric globe measurements between the right and
left eyes were assessed with the paired samples t-test.
A p-value of <0.05 was considered statistically sig-
nificant for all analyses.

RESULTS

The eleven storks included in this study underwent
routine ocular examination; STT-I, IOP and echobio-
metric tests were well tolerated by the storks.

The results of the STT-I and intraocular pressure
testswereas follows: 12+3.4mm/min (right), 11.9+3.14
mm/min (left) and 19+£2.14 mmHg (right), 19.09+1.57
mmHg (left), respectively (Table 1).

Along the optic axis, four hyperechoic principal
landmarks were observed, i. e. the cornea, the ante-
rior and posterior lens capsules and the posterior wall
of the eye. The anterior chamber between the cornea
and the anterior capsule of the lens was anechoic. The
lens appeared as an ovoid structure with a hyperecho-
genic anterior and a posterior capsule. The vitreous
chamber, which was located between the poste-
rior capsule and the posterior wall of the eye, was
identified as anechoic. The pecten, starting from the
retina, was observed as an echogenic tubular struc-
ture. The choroid, sclera and retina were visible as
a hyperechoic line on the posterior wall of the globe
and could hence not be distinguished. The mean val-
ues of the anterior chamber depth were 2.30+0.18
mm (right) and 2.2940.13 mm (left), lens thickness
5.18+0.1 mm (right) and 5.19+0.13 mm (left), vitre-
ous body 11.7240.25 mm (right) and 11.824+0.34 mm
(left), and pecten 7.94+0.34 mm (right) and (left)
7.9+0.37 mm (Table 2).

Table 1. Mean STT-I and IOP values of the eleven storks
(Mean£SD).

Figure 3. Echobiometric measurements of globe via ul-

STT-I mm/min IOP mmHg trasonography. 1. Distance between the cornea and an-

terior lens capsule. 2. Distance between the anterior and

Right 12+£3.4 19+2.14 posterior capsule of the lens. 3. Distance between the
Left 11.943.14 19.09+1.57 posterior lens capsule and the optic papilla. 4. Longitu-

dinal distance of the pecten.

Table 2. Mean ocular ultrasound measurement values (mm) for both eyes of seven storks (Mean+SD).

D1 D2 D3 D4
Right 2.30+0.18 5.18+0.1 11.72+0.25 7.94+0.34
Left 2.29+0.13 5.19£0.13 11.82+0.34 7.9+0.37

B-scan of the following structure, D1 = distance between the cornea and anterior lens capsule. D2 = distance between the anterior and posterior
capsule of the lens. D3 = distance between the posterior lens capsule and the optic papilla. D4 = longitudinal distance of the pecten.
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DISCUSSION

Detecting normal examination findings in healthy
birds is crucial for diagnosing ocular diseases. Normal
ranges for STT-I and IOP values and ultrasonographic
ocular biometry in healthy eyes of white storks are
provided in this study. The analysis of the B-mode
ultrasound images and normal ocular biometry of
the storks could serve as a basis for the ultrasound
examination of patients which may have ocular dis-
eases affecting measurements or sizes. In ophthalmo-
logic studies conducted on avian species, significant
differences in intraocular pressure, tear production
and biometric measurements have been shown, even
among different species and breeds (Ansari Mood et
al., 2017; Meekins et al., 2015; Barsotti et al., 2013;
Mercado et al. 2010).

Generally, birds are anesthetized during ophthalmic
examination to diagnose ocular disease (Kamiloglu,
2017; Topal, 2001; Unsald1, 2000); however, physical
and ophthalmic examinations can be easily completed
during manual restraint. In this study, the tonometry
probe (TonoVet®, ICARE, USA) did not cause a cor-
neal reflex and was well tolerated by the storks as is
the case in other avian species (Ansari Mood et al.,
2017; Meekins et al., 2015; Mercado et al., 2010).
The study results indicate that the IOP in the storks
is higher than reported in captive American flamingos
(Phoenicopterus ruber ruber), 1. e. mean+SD, 9.5+1.7
mm Hg) (Meekins et al., 2015).

Although 2-4 mm cuts from 5-mm strips for small
bird species have been used in several avian stud-
ies, in the present study, a 5-mm strip was used (An-
sari Mood et al., 2017; Barsotti et al., 2013; Harris
et al., 2008). In a study by Meekins et al. (2015) in
Caribbean flamingos, the mean tear production was
12.344.5 mm/min for modified STT. In a study by
Ansari Mood et al. (2017) in which STT-I readings
were obtained with 5-mm strips in ducks, the STT-1
reading range was found to be 5.5-6.7 mm/min. In a
study by O’Connell et al. (2017), the mean STT in
normal brown pelicans was 5.45+1.88 mm/min. In
the present study, the STT-I values measured in the
storks were found to be 12+3.4 for the right eye and
11.9+3.14 for the left eye. To the best of the authors’
knowledge, there is currently no other study showing
the STT-I value of healthy storks. However, the data
obtained from this study show that the mean STT-I
in storks is quite high compared to other water birds.

The use of ultrasonography as a noninvasive me-
thod to measure ocular biometry in birds is especially
relevant for clinical and research purposes, because
it allows accurate and repeatable measurements of
different ocular structures. To evaluate the eyeball
with B-mode ultrasonography, a medium frequency
(7.5-10 MHz) sector, a microconvex or a linear probe
with high resolution and a small contact area (1-4 cm)
should be used (Lehmkuhl et al., 2010; Von Eicken et
al., 2006). In the present study, a 7.5 MHz microcon-
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vex probe was used and the pecten could be detected
in all cases.

Normal ultrasonographic structures are almost
identical for all avian species. The following struc-
tures are consistently visible in all living animals:
curved hyperechoic cornea, anechoic anterior cham-
ber, anechoic lens, prominent anterior and posterior
lens capsule, anechoic vitreous chamber and hyper-
echoic globe posterior wall (sclera, retina and cho-
roidea). In avian species, the pecten extends from the
retina to the vitreous chamber.

In a study by Ince et al. (2017), the ocular bulbus
diameter in seagulls was measured to be 22.07+1.18
mm. The pecten oculi has been described as a struc-
ture originating from n. opticus. The length of the
pecten oculi (6.4+0.62 mm) was 1/3 of the diameter
of the bulbus oculi (Ince et al., 2017). In a study by
Onuk et al. (2013), the pecten of storks was found to
be 5.53+1.11 mm, and the diameter of the bulbus ocu-
1i 25.37+2.58 mm. Under these conditions, the length
of the pecten oculi was to 2/5 of the diameter of the
bulbus oculi (Onuk et al., 2013). Similarly, in the cur-
rent study, the ratio of pecten to bulbus oculi was 2/5.
The pecten has been reported to be 4 mm in ducks
(Corona et al. 2004) and 5 mm in geese (Korkmaz et
al. 2022). The pecten oculi originates from the nervus
opticus, resulting in an opticus and accordion-shaped
formation (Girisgin et al., 2017; Onuk et al., 2013).
On ultrasonography, the pecten oculi of the storks in
the present study had a similar location and structure.
Although different sphere sizes have been reported,
pecten sizes in waterfowl are very similar to each oth-
er (Korkmaz et al., 2022; Meekins et al., 2015; Onuk
et al., 2013; Corona et al., 2004). In this study how-
ever, the size of the pecten of the storks differed from
the pecten size in other studies, i. e. 7.94+0.34 mm
(right) and 7.9+0.37 mm (left).

In a study by Meekins et al. (2015), the mean ultra-
sonographic globe measurements of American flamin-
gos were as follows: anterior chamber depth 1.75+
0.05, lens thickness 4.6+0.06, vitreous body 6.95+
0.10, and pecten length 5.1+£0.38. Meckins et al.
(2015) found that the anterior and vitreal chambers of
white storks are almost twice the size of the anterior
and vitreal chambers of American flamingos, and the
pecten length and lens thickness of the white storks
were higher than in American flamingos (Meekins
et al. 2015). In the present study, the echobiometric
globe measurements were highly similar to the mea-
surements found in brown pelicans. In a study by
O’Connell et al. (2017), echobiometric measurements
in brown pelicans showed a mean anterior chamber
depth of 3.38+0.19 mm, a mean axial lens diameter
of 5.19+0.23 mm, a mean vitreal chamber length of
12.1540.53 mm and a mean pecten 7.2 mm. Although
the mean ultrasonographic globe measurements in
the brown pelicans were similar to those in the white
storks, the mean STT and IOP values in white storks
were higher than the values found in the brown peli-
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cans (5.45+1.88 mm/min and 10.86+1.61 mm Hg)
(O’Connell et al. 2017). In a study by Ansari Mood
et al. (2017), the mean STT and IOP values in ducks
and geese varied between 5-6.7mm/min and 9.1-10.3
mm/Hg, respectively, and were quite low compared to
values reported in white storks.

The differences in ocular measurements between
avian species reflect the adaptations of the different
species to different visual environments and habitats
in general. Consistent with reported findings in other
animal species, no significant differences were ob-
served between the axial length and intraocular struc-
ture dimensions of the left and right eyes (Squarzoni
etal., 2010).

Overall, comparative analysis of ocular biometry
highlights the diversity of ocular characteristics
among avian species and the importance of consider-
ing species-specific ocular parameters in clinical and
research settings.

Considering that the storks included in this study
were free-living storks brought to the Veterinary Fac-
ulty Animal Hospital of Aydin Adnan Menderes Uni-
versity by government officials for clinical examina-
tion, and considering the prevalence of storks is much
less than the prevalence of domestic birds, the number
of animals included in the study was limited.

The anatomical structures of the eye, tear quantity
and normal IOP values vary greatly between different
species (Ansari Mood et al. 2017; Meekins et al. 2015;
Barsotti et al. 2013; Harris et al. 2008). Therefore,
normal STT-I and IOP values and the normal ultra-
sonographic anatomy of the eye for each species
should be established in order to evaluate the physio-
logical and pathological states of wild birds. The nor-
mal anatomical structures of the eye and the normal
STT-I and IOP values obtained in this study could be
useful in future studies and in the interpretation of
ophthalmic examination in clinical cases.
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ABSTRACT

Hiatal hernia (HH) is a common disorder in brachycephalic dogs with upper airway obstruc-
tion. The breathing effort results in an exaggerated transdiaphragmatic pressure gradient dur-
ing inspiration that can displace the gastroesophageal junction causing gastroesophageal reflux.
The diagnosis is challenging because the HH usually occurs intermittently and is often missed on
survey radiography. In this retrospective study, the application of external abdominal pressure
to mimic the transdiaphragmatic pressure gradient during radiographic screening for HH was
evaluated in 146 dogs. Hiatal hernia was diagnosed with external abdominal pressure radio-
graphs in 6.8% (10/146 dogs), whereas it was diagnosed via survey radiography in only 2% (3
dogs). In conclusion, the radiographic diagnosis of HH in brachycephalic dogs can be improved
by performing external abdominal pressure radiographs.

SAMENVATTING

Hiatale hernia (HH) is een veel voorkomende aandoening bij brachycefale honden met obstructie
van de bovenste luchtwegen. De ademhalingsinspanning resulteert in een overdreven transdiafragmati-
sche drukgradiént tijdens de inspiratie, waardoor de gastro-oesofageale overgang kan verplaatsen, wat
gastro-oesofageale reflux veroorzaakt. De diagnose is een uitdaging omdat HH meestal intermitterend
voorkomt en vaak over het hoofd wordt gezien tijdens overzichtsradiografie. In dit retrospectief onder-
zoek werd het uitoefenen van externe druk op het abdomen om de transdiafragmatische drukgradiént
na te bootsen tijdens radiografische screening voor HH geévalueerd bij 146 honden. Op rontgenfoto’s
met externe abdominale druk werd HH gediagnosticeerd bij 6,8% (10/146 honden), terwijl slechts 2%
gediagnosticeerd werd via overzichtsradiografie. De radiografische diagnose van HH bij brachycefale
honden kan dus worden verbeterd door radiografie met externe buikdruk uit te voeren.
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INTRODUCTION

Hiatal hernia (HH) involves the cranial displace-
ment of the abdominal esophagus, gastroesophageal
junction, stomach and potentially other abdominal or-
gans through the esophageal hiatus into the thoracic
cavity (Pollard, 2012). Four types of hiatal hernia have
been documented in dogs. Type I is the most common
hiatal hernia and involves sliding cranial displacement

of the gastroesophageal junction through the esopha-
geal hiatus into the thorax (Hall et al., 2020). Type II
is a paraesophageal or rolling hernia in which the gas-
troesophageal junction remains in the abdomen, but
part of the stomach herniates adjacent to it through the
esophageal hiatus. Type III is a combination of sliding
and rolling, and in type IV, other abdominal organs
herniate through the hiatus (Reeve et al., 2017).
Brachycephalic dogs are well known to suffer from
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Figure 1. Setup for the EAP radiography, with the dog
in right lateral recumbency and a wooden spoon com-
pressing the abdomen in a craniodorsal direction just
behind the last rib.

brachycephalic obstructive airway syndrome (BOAS),
but actually display mixed aerodigestive clinical
signs (Freiche and German, 2021). This is caused by
the common occurrence of sliding HH in brachyce-
phalic dogs and the associated gastroesophageal re-
flux (GER) that is a major contributor to the clinical
signs (Luciani et al., 2022). It causes regurgitation of
food and water, discomfort and hypersalivation, re-
flux esophagitis, esophageal stricture formation, vom-
iting, coughing, and aspiration pneumonia (Mayhew
et al. 2023; Freiche and German, 2021; Hall et al.,
2020). Brachycephalic dogs with HH can also pres-
ent without typical gastrointestinal clinical signs and
solely display respiratory symptoms and aspiration
pneumonia (Luciani et al., 2022). Correction of the
upper airway obstruction together with the HH im-
proves the clinical outcome (Mayhew et al., 2023).
Correctly identifying this underlying digestive disor-
der is therefore warranted.

Hiatal hernia is thought to result from an increased
transdiaphragmatic pressure gradient, i.e. the dif-
ference between intra-abdominal and intrathoracic
pressures) occurring in BOAS dogs because of their
increased inspiratory pressures (Broux et al., 2018).
Survey (SRV) thoracic radiographs are amongst the
modalities used to detect HH in dogs (Luciani et al.
2022; Reeve et al., 2017; Pollard, 2012). A lateral ra-
diograph focussing on the diaphragm shows an ab-
normal soft tissue opacity at the level of the thoracic
esophagus cranial to the diaphragm if an active her-
niation is present. Contrast radiography can help to
identify the correct location of the esophagus in this
soft tissue mass. Radiographic diagnosis is, however,
frequently false negative because of the intermit-
tent aspect of the esophageal displacement (Pollard,
2012). Inducing this transdiaphragmatic pressure gra-
dient artificially during radiographic screening by ap-
plying external abdominal pressure (EAP) has been
suggested to improve its diagnostic sensitivity (Broux
et al., 2018; Pollard, 2012). Because radiography is

Vlaams Diergeneeskundig Tijdschrift, 2024, 93

the most common imaging modality in general prac-
tice for the evaluation of a wide variety of respiratory
clinical signs, increasing its diagnostic sensitivity for
HH is clinically important. The authors hypothesized
that EAP radiography could improve the diagnostic
sensitivity for the radiographic detection of HH over
SRV radiography.

MATERIALS AND METHODS

A retrospective medical records review was con-
ducted at the Department of Medical Imaging, Or-
thopedics and Hydrotherapy (Faculty of Veterinary
Medicine, Ghent University) on dogs evaluated for
the presence of a HH from January 1st, 2009 to De-
cember 31th, 2021. Dogs were included when at least
two qualitative lateral thoracic radiographs, includ-
ing 1 EAP radiograph and 1 SRV radiograph taken
at the same date, were available. All the dogs were
anesthetized and intubated for examination. In this
study, there was no use of endotracheal tube occlu-
sion (ETO) as described by Broux et al. (2018). Due
to the retrospective study, there was no information
available as to the anesthetic protocol.

Survey radiographs for HH screening were per-
formed with the dog in right lateral recumbency and
the radiograph collimated from the thoracic inlet
(caudal aspect of the scapulae) up to the cranial aspect
of the abdomen (level of the last rib). The radiograph
was taken during inspiration. For the EAP radiograph,
awooden spoon was placed immediately caudal to the
costal arch with pressure directed craniodorsal (Fig-
ure 1). Proper radioprotection measures were ensured
during the procedure.

The diagnosis in the patient file was re-evaluated
and scored as positive (presence of an abnormal soft
tissue opacity cranial to the diaphragm fitting with
HH), suspected (presence of an abnormal soft tissue
opacity but unconvincing to be HH), and negative (no
abnormal soft tissue opacity present). Dogs that could
not be scored for HH on the radiographs due to con-
founding pathologies obscuring the area of interest
were excluded.

Only dogs belonging to brachycephalic breeds were
included (Freiche and German, 2021; Meola, 2013).

RESULTS

During the study period, radiographic screening
for HH was performed in 167 dogs. Twenty-two dogs
were excluded from the study, including fourteen
dogs that did not belong to a brachycephalic breed
and seven dogs in which the presence of HH could
not be scored due to confounding pathologies. A to-
tal of 146 dogs were included in the study. Breeds
represented included French bulldog (n=84), English
bulldog (n=26), pug (n=23), Bordeaux dog (n=5),
cavalier King Charles spaniel (n=3), Chinese Shar Pei
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Table 1. The radiographic diagnosis of HH using external abdominal pressure radiography and survey radiography in

146 brachycephalic dogs suspected of hiatal hernia.

SHH diagnosis Positive Suspected Negative
Standard radiograph 3 2 S
External abdominal pressure radiograph 10 0 0

(n=2), and Chihuahua, Boston terrier and Old English
bulldog (one each). The median age was 26 months
(range 4 to 127 months). The sex distribution was 100
male dogs (76 male intact, 24 male castrated) and 46
female dogs (26 female intact, 20 female spayed).

Ten of the 146 dogs (6.8%) included in the study
were diagnosed with HH based on either EAP radio-
graphy or SRV radiography. Nine dogs had a type-
I sliding HH and one 2.5-year-old French bulldog
was diagnosed with a type-II rolling HH. Male dogs
were overrepresented with six male dogs (three male
intact, three male castrated) versus four female dogs
(one female intact, three female spayed). The median
age was 34 months (range 8 to 127 months). Breeds
included were the French bulldog (n=6), English bull-
dog (n=2), Chinese Shar Pei (n=1), and Pug (n=1). In
these dogs, hiatal hernia was found in 100% (1/1 dogs)
for the Chinese Shar Pei, 7.1% (6/84 dogs) for the
French bulldog 7.7% (2/26 dogs) for the English bull-
dog, and 4.3% (1/23 dogs) for the pug in this study.

Survey radiographs resulted in a positive diagno-
sis of HH in 30% (3/10 dogs), a suspected diagnosis
in 20% (2/10 dogs), and a negative diagnosis in 50%
(5/10 dogs) of the dogs (Table 1). The two dogs with
a suspected diagnosis of HH on SRV radiography had
a positive diagnosis on EAP radiography. Five dogs
with a negative diagnosis for HH on SRV radiography
(Figure 2A) had a positive diagnosis on EAP radio-
graphy (Figure 2B).

DISCUSSION

In the current study, it was found that the appli-
cation of external pressure on the abdomen during

radiographic HH screening in brachycephalic dogs
increased the ability to diagnose HH over survey ra-
diography (10/146 dogs positive on EAP radiography
versus 3/146 dogs positive on SRV radiography).
Dogs that were diagnosed as suspected or even nega-
tive on SRV radiography could unmistakably be diag-
nosed with HH on EAP radiography.

Survey radiographs have previously shown to be
unreliable for the diagnosis of HH since they con-
sistently underestimate the true prevalence and only
detect between 20% (1/5 dogs) (Broux et al., 2018)
and 55% (36/66 dogs) (Luciani et al., 2022) of the
dogs ultimately diagnosed with HH via other imag-
ing techniques. In the current study, only 30% (3/10
dogs) of the dogs with HH could be diagnosed on
survey radiography. It has been suggested to increase
the diagnostic yield of radiographic HH diagnosis by
performing contrast radiography to help outline the
gastroesophageal sphincter and make the identifica-
tion of a displaced gastroesophageal junction easier
(Reeve et al., 2017; Pollard, 2012). However, the
diagnostic challenge is not the identification of the
gastroesophageal junction but the fact that the most
common type I or sliding HH is a transient disorder.
During or preceding the radiographic study, dogs are
preoxygenated and sometimes even sedated resulting
in decreased respiratory effort and a decreased trans-
diaphragmatic pressure gradient (Vangrinsven et al.,
2021). The presence of HH should therefore not be
ruled out based on a negative survey radiography.

Manual pressure on the abdomen has been pos-
tulated for radiography (Broux et al., 2018; Pollard,
2012), but up till now, no studies have been performed
on EAP radiography. The position of the dog during
the imaging procedure also influences the transdia-

Figure 2. Example of a dog where A. no hiatal hernia was identified on survey radiography and B. a positive diagnosis
was made on the external abdominal pressure radiography. Arrows point at the displaced gastroesophageal junction,
dotted line outlines the wooden spoon applying external abdominal pressure.
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phragmatic pressure gradient with lateral recumbency
achieving a higher pressure versus sternal recum-
bency (Pratschke et al., 2001) and thirty-degrees Tren-
delenburg position (head down, tail up) achieving a
higher pressure versus neutral table position (Broux
et al., 2018). External abdominal pressure has been
shown to achieve additional positive diagnoses dur-
ing endoscopic screening for HH (Broux et al., 2018).
The number of positive HH diagnoses increased from
2/5 to 5/5 dogs when EAP with the fist was performed
during endoscopic HH screening. However, when
EAP radiography was used during videofluoroscopic
swallow studies for HH screening, this did not result
in additional positive diagnoses (Eivers et al., 2019;
Reeve et al., 2017). A possible explanation is the ex-
perienced difficulty to achieve an increased abdomi-
nal pressure in an awake animal in a standing position
whilst respecting radioprotection measures close to
the fluoroscopy beam. Another reason can be the high
diagnostic yield of videofluoroscopic swallow stud-
ies, making it unlikely that dogs with HH are missed.

Broux et al. (2018) also described that the use of
ETO increases the chance to diagnose gastroesopha-
geal junction abnormalities. An interesting follow-
up study would be to monitor the effect of applying
both EAP and ETO at the same time, with the patient
closely monitored to avoid unwanted side effects like
hypoxia.

Dynamic medical imaging studies that allow im-
aging over several minutes, such as videofluoroscopic
swallow studies or endoscopy, increase the likelihood
of visualizing transient abnormalities (Pollard, 2012).
Yet, the prevalence of HH based on endoscopy in
brachycephalic dogs with aerodigestive disease var-
ies between 0% and 4.1% (Broux et al., 2018, Poncet
et al., 2006; Poncet et al., 2005). This underestima-
tion is caused by the fact that the endotracheal tube
and general anesthesia necessary during this imaging
procedure ease the breathing effort and diminish the
transdiaphragmatic pressure gradient necessary to in-
duce the intermittent herniation (Vangrinsven et al.,
2021). Inducing forced inspiration and restoring the
increased transdiaphragmatic pressure gradient by
briefly obstructing the endotracheal tube were suc-
cessful in increasing the number of positive HH diag-
noses from 0/5 to 4/5 dogs in the study by Broux et
al. (2018).

Sensitivity and specificity rates of each imaging
technique have not been described in the veterinary
literature because there is often no gold standard diag-
nosis at surgery or autopsy to compare the findings of
the imaging study with (Reeve et al., 2017). It also re-
mains difficult to compare the different prevalences of
HH amongst the different imaging techniques. Study
populations differ and might contain only brachyce-
phalic dogs with gastrointestinal clinical signs and
thus achieving higher prevalences. In the current
study, dogs with and without gastrointestinal signs
were included. This might explain in part the lower

Vlaams Diergeneeskundig Tijdschrift, 2024, 93

prevalence of 6.8% HH diagnoses in brachycephalic
dogs. In other studies, a prevalence of 5% (1/20 dogs)
via radiography (Broux et al., 2018), of 25% (5/20
dogs) via endoscopy (Broux et al., 2018), and of 44%
(16/36 dogs) via videofluoroscopic swallow study
(Reeve et al., 2017) were found.

The prevalence of HH has been reported to be
higher in male dogs (Reeve et al., 2017; Poncet et al.,
2005), which was also noted in the current study with
a 2/1 male-to-female ratio. In the study by Reeve et
al. (2017), the diagnosis of HH was made at the age
of two years old. That is surprisingly young for a sus-
pected acquired disease occurring due to inspiratory
effort caused by BOAS. In the current study, a median
age of 34 months was found.

Although the Chinese Shar Pei is considered a
brachycephalic breed, the presence of HH has been
attributed to a congenital disorder of the esophageal
hiatus rather than an acquired disorder secondary to
an increased transdiaphragmatic pressure gradient
due to BOAS (Guiot et al., 2008). Congenital her-
nias occur due to a developmental abnormality of
the esophageal hiatus or phrenicesophageal ligament
(Reeve et al., 2017). The only Chinese Shar Pei dog
in this study had a positive diagnosis on both SRV
radiography and EAP radiography. Management of a
congenital HH requires surgical reconstruction of the
esophageal rim and hiatus (Callan et al., 1993).

For the management of HH secondary to BOAS,
multilevel upper airway correction and supportive
antacid medication have traditionally been advocated
(Vangrinsven et al., 2021). On endoscopic follow-up
monitoring, Poncet et al. (2006) found that 20% (10/51
dogs) showed improvement of their macroscopic GI
lesions. This can be explained by the fact that multi-
level surgery has the potential to decrease the trans-
diaphragmatic pressure difference at the esophageal
hiatus and thus lower the frequency with which the
gastroesophageal junction herniates. Two of the dogs
in that study had sliding HH, but no further informa-
tion was given on the evolution of the hernia (Pon-
cet et al., 2006). In a recent study by Mayhew et al.
(2023) in 13 dogs with sliding HH, the owners report-
ed that the severity of the gastrointestinal signs was
much lower after multilevel BOAS surgery. However,
when evaluated by endoscopy and videofluoroscopic
swallow study, the frequency of sliding HH and gas-
troesophageal reflux was unchanged (Mayhew et al.,
2023). Since the laxity at the esophageal hiatus re-
mains, herniation still happens and continues to cause
problems for the dog although gastrointestinal clinical
signs are not always evident. Surgical correction of
sliding HH is therefore also indicated for the acquired
form in brachycephalic dogs.

This study has several limitations. The first is the
retrospective nature of the study and thereby the lack
of standardization of the applied external abdominal
pressure performed. However, even if the same per-
son would perform all EAP radiographs, standardiza-
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tion of the pressure among the different breeds would
remain difficult. Secondly, the low number of dogs
diagnosed with HH makes statistical analysis impos-
sible. Last, it would have been interesting to compare
the EAP radiographs with other imaging techniques,
such as videofluoroscopic swallow study and endo-

scopy.

In the present study, it is demonstrated that the radio-
graphic diagnosis of HH in brachycephalic dogs can
be improved by performing external abdominal pres-
sure radiographs together with survey radiography.
Endoscopy and videofluoroscopic swallow study re-
main indicated for dogs that are suspected of HH but
have a negative diagnosis on radiography.
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Een 78, XX ovotesticulaire geslachtsontwikkelingsstoornis,
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SAMENVATTING

Een twee jaar oude, intacte, zwarte Engelse cocker spaniél werd aangeboden voor electieve
castratie. Tijdens het klinisch onderzoek werd een vergrote clitoris met de aanwezigheid van een
clitorisbotje waargenomen. De ovaria zagen er macroscopisch groter en vleziger uit dan nor-
maal gezien wordt bij middelgrote hondenrassen van die leeftijd. Microscopisch werden naast
normaal ovarieel weefsel ook rudimentaire tubuli seminiferi (testiculair weefsel) waargenomen.
Karyotypering op een volbloedstaal toonde een normale 78, XX-euploidie met de aanwezigheid
van twee X-chromosomen en de afwezigheid van een Y-chromosoom. De diagnose van een 78,
XX ovotesticulaire geslachtsontwikkelingsstoornis werd gesteld. Deze stoornis werd voorheen
beschreven als een ‘vrouwelijke echte hermafrodiet’.

ABSTRACT

A two-year-old, intact, black English Cocker Spaniel was presented for elective spaying. At clinical
examination, an enlarged clitoris with an os clitoridis was observed. Laparotomy revealed macrosco-
pically, larger and fleshier looking ovaria than expected in this dogbreed. Histologically, normal ova-
rian tissue was observed next to rudimentary tubuli seminiferi (testicular tissue). Karyotyping on a
blood sample revealed a normal 78, XX euploidy at the chromosomal level with the presence of two
X-chromosomes and the absence of a Y-chromosome. Taking everything into consideration, the diag-
nosis of a 78, XX ovotesticular disorder of sex development was made. This type of sexual develop-
mental disorder was formerly referred to as a ‘female true hermafrodite’.
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INTRODUCTIE

Interseksualiteit is een zeldzame congenitale af-
wijking bij huisdieren (Schlafer en Miller, 2007). De
termen ‘interseks’ en ‘hermafroditisme’ betekenen dat
er genitale kenmerken van beide geslachten aanwe-
zig zijn bij hetzelfde individu (Hare, 1976; Meyers-
Wallen, 2001; Passello en Mowat, 2004; Alam et
al., 2007). Het woord hermafrodiet is afkomstig uit
het Griekse mythologische verhaal van Hermaphro-

ditus, de zoon van Hermes en Aphrodite, die na ver-
smelting met een waternimf mannelijke en vrouwe-
lijke geslachtskenmerken vertoonde.

Intersekse honden worden doorgaans onderver-
deeld in ‘echte hermafrodieten’ en ‘pseudohermafro-
dieten’ (Poth et al., 2010). Echte hermafrodieten (die-
ren waarvan het chromosomale en gonadale geslacht
niet overeenstemmen) worden gekenmerkt door de
aanwezigheid van zowel ovarieel als testiculair weef-
sel in verschillende combinaties: bilaterale ovotestes;
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unilaterale ovotestis of de combinatie van een ova-
rium aan de ene kant en een testis aan de andere. Deze
honden hebben ambigue externe genitalia, waarbij de
graad van masculinisatie bepaald wordt door de hoe-
veelheid testiculair weefsel in de gonaden (Poth et
al., 2010). Men spreekt van pseudohermafroditisme
wanneer het chromosomale geslacht en het gonadale
geslacht overeenstemmen, maar niet het fenotypische
geslacht, namelijk de externe genitalia. Een hond
heeft bijvoorbeeld XX-chromosomen en eierstokken,
maar ook een penis. Pseudohermafrodieten worden
als mannelijk of vrouwelijk beschouwd naargelang
het gonadale geslacht (Poth et al., 2010).

Het stellen van een correcte diagnose bij honden
met een geslachtsontwikkelingsstoornis is uitdagend
door de vele verschillende interseksmogelijkheden
en de aanwezigheid van ambigue externe genitalién
(Poth etal., 2010). Het bepalen van het chromosomale
geslacht en het gonadale geslacht is noodzakelijk voor
een correcte classificatie van geslachtsontwikkelings-
stoornissen en bijgevolg ook voor het stellen van een
correcte diagnose (Hare, 1976; Chaffaux et al., 1980;
Meyers-Wallen en Patterson, 1986; Melniczek et al.,
1999). In tegenstelling tot in de humane geneeskunde
ontbreekt een gestandaardiseerde en precieze nomen-
clatuur in de diergeneeskunde (Poth et al., 2010). Poth
et al. (2010) hebben daarom een nieuwe classificatie
opgesteld voor geslachtsontwikkelingsstoornissen op
basis van het chromosomale, gonadale en fenotypi-
sche geslacht. De nieuwe terminologie is gebaseerd
op het aantal chromosomen (namelijk 77, 78 (= nor-
maal aantal), 79); het gonadale geslacht (normaal XX
of XY, maar ook XO, XXX of XXY) en fenotypische
geslachtsafwijkingen.

Hieronder volgt de beschrijving van een ‘vrouwe-
lijke echte hermafrodiet’, aan de hand van karyotype-
ring, histologisch onderzoek van de gonaden en het
inwendige geslachtsapparaat, en het macroscopisch
uitzicht van de externe genitalia. Volgens de recente
nomenclatuur is dit een hond met een 78, XX ovotes-
ticulaire geslachtsontwikkelingsstoornis.

CASE REPORT

Een twee jaar oude, intacte, zwarte Engelse cocker
spani€l werd aangeboden voor electieve castratie.

Klinisch onderzoek

Tijdens het lichamelijk onderzoek werd als toe-
valsbevinding een sterk vergrote, uit de vulva pui-
lende clitoris waargenomen (Figuur 1). Tijdens het
radiografisch onderzoek werd een duidelijk os clito-
ridis vastgesteld (Figuur 2). Voor dit hondenras waren
de ovaria macroscopisch gezien eerder groot, rond en
erg vlezig, waardoor de ovaria min of meer op testes
leken. De uterus en cervix hadden een normaal ma-
croscopisch aspect. Gezien de zeldzame presentatie
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Figuur 2. Radiografische opname met een os penis in
de clitoris.
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Figuur 3. Microscopisch beeld van de ovotestis. In het
ovariumparenchym is er een uitgebreide aanwezigheid
van rudimentaire tubuli seminiferi (testisweefsel) met
vermoedelijk sertolicellen (400x-vergroting - hematoxi-
line-eosinekleuring).
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werden de ovaria en de uterus opgestuurd naar Med-
lab Bruyland (Kortrijk) voor histologisch onderzoek
en werd aanvullend een bloedstaal genomen voor hor-
moonbepaling en genetisch onderzoek.

De resultaten van de serum-hormoonanalyses wa-
ren: 2,91 pg/l anti-Miilleriaan hormoon; <0,5 ng/l
17-beta-oestradiol; 0,43 ng/l progesteron; <2,6 pg/l
testosteron.

Histologie

De uterushoornen (afmetingen beiderzijds 8,5x
0,8cm) vertoonden een normale histologische op-
bouw van de verschillende tunica’s met een erge stu-
wing van de bloedvaten en lokaal oedeem van het en-
dometrium. De ovaria maten 1,5x1,8x1,0cm. Het ene
ovarium bevatte vijf corpora lutea en enkele kleine
follikels aan de periferie. Centraal in het ovarium
waren er talrijke rudimentaire tubuli seminiferi (tes-
tisweefsel) met vermoedelijk sertolicellen ingebed in
collageen bindweefsel (Figuur 3). Het andere ovarium
vertoonde hetzelfde histologisch beeld als het reeds
beschreven ovarium, maar dan zonder de corpora lu-
tea.

Genetisch onderzoek

Het DNA werd onderzocht door middel van lage
resolutie volledige genoomsequenering. Alle geseque-
neerde DNA-fragmenten werden vervolgens gemapt
ten opzichte van het ROS Cfam 1,0 referentie-
genoom (National Center of Biotechnology Informa-
tion), omdat hierin ook het Y-chromosoom vertegen-
woordigd is. Het resultaat van deze analyse was op
een normaal vrouwelijk individu. Er bleken twee X-
chromosomen aanwezig te zijn en er kon geen mate-
riaal van het Y-chromosoom gevonden worden in het
DNA.

Uit bovenstaande bevindingen kan geconcludeerd
worden dat het chromosomale geslacht van deze hond
78, XX en dus vrouwelijk was. Maar op gonadaal
niveau was er sprake van de aanwezigheid van bila-
terale ovotestes, die op hun beurt geleid hebben tot
het afwijkende vrouwelijke fenotype met als duidelijk
masculinisatickenmerk de vergrote clitoris met aan-
wezigheid van een os clitoridis. Uit het voorgaande
kan besloten worden dat deze hond een ‘echte herma-
frodiet’ is.

DISCUSSIE

De normale seksuele differentiatie van het geslacht
verloopt bij zoogdieren in drie fasen: het chromoso-
male geslacht wordt bepaald bij de bevruchting, na-
dien volgt de ontwikkeling van het gonadale geslacht
en tot slot is er de ontwikkeling van het fenotypisch
geslacht.

Interseksualiteit is het gevolg van een afwijking
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tijdens een van deze drie fasen (Kim en Kim, 2006;
Lyle, 2007; Poth et al., 2010). Dit uit zich in een grote
verscheidenheid aan afwijkingen waarbij de overkoe-
pelende term ‘interseksualiteit’ niets zegt over de ba-
sis van de afwijking (Kim en Kim, 2006; Lyle, 2007;
Poth et al., 2010). Geslachtsontwikkelingsstoornissen
worden veroorzaakt door genetische of chromoso-
male afwijkingen, maar ook iatrogene hormonale of
chemische blootstelling kan een rol spelen (Pasello-
Legrand en Mowat, 2004).

Het chromosomale geslacht wordt bij de bevruch-
ting bepaald door de versmelting van de vrouwelijke
en mannelijke gameet. Onder normale omstandighe-
den kan het vrouwelijke (XX) dier enkel een X-chro-
mosoom doorgeven terwijl het mannelijke individu
(XY) een X- of een Y-chromosoom kan doorgeven.
Onder normale omstandigheden hebben de nako-
melingen het vrouwelijke XX-chromosomale of het
mannelijke XY-chromosomale geslacht. Afwijkingen
op dit niveau resulteren in afwijkingen in het aantal
geslachtschromosomen (X0, XXX, XXY) of XXY-
chimerisme, i.e. het voorkomen van cellen met ver-
schillende genetische achtergronden in één enkel in-
dividu of XX-XY-mozaicisme, i.e. een variatic van
genetisch materiaal in verschillende cellen in het li-
chaam. Het onderscheidt zich van chimerisme door-
dat bij mozaicisme alle cellen voortkomen uit één
enkele bevruchte eicel) (Pasello-Legrand en Mowat,
2004). De hond in deze casereport had de chromoso-
mencombinatie XX. De afwijking bevindt zich in dit
geval niet op het chromosomale niveau.

Wanneer het chromosomale geslacht niet over-
eenstemt met het gonadale geslacht, spreekt men
van sex reversal. Er worden twee types onderschei-
den, namelijk XX sex reversal (XXSR) en XY sex
reversal (XYSR). Zowel bij XXSR als bij XYSR is
er een variabele ontwikkeling van ambigue externe
genitalién in positieve correlatiec met de hoeveelheid
testiculair weefsel in de gonaden (Meyers-Wallen en
Patterson, 1989; Feldman en Nelson, 2004). Er zijn
twee subcategorieén van XXSR, namelijk ‘XX echt
hermafroditisme’ en ‘XX mannelijk syndroom’ (Mey-
ers-Wallen en Patterson, 1989; Feldman en Nelson,
2004). De kenmerken van een XX echte hermafrodiet
zijn de aanwezigheid van zowel ovarieel als testicu-
lair weefsel in één van de drie verschillende mogelij-
ke variaties (zie supra) (Meyers-Wallen en Patterson,
1989; Feldman en Nelson, 2004). Bij deze dieren is
het paramesonefrotisch buisjessysteem (vrouwelijk
geslachtsapparaat: uterus) niet beinvloed, terwijl het
mesonefrotisch buisjessysteem (mannelijk geslachts-
apparaat) deels kan ontwikkeld zijn. Dit was het geval
bij de hond beschreven in deze casuistiek. Bij een XX
mannelijk individu is er geen ovarieel weefsel, maar
wel bilateraal niet-spermatogene testes in een ovariéle
positie en afgeleiden van zowel het mesonefrotisch
als paramesonefrotisch buisjessysteem. Het resul-
taat is een gelijktijdige vorming van zowel vrouwe-
lijke als mannelijke genitale organen in een variabele
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graad van ontwikkeling (Meyers-Wallen en Patterson,
1986).

Er wordt een genetische etiologie voor sex rever-
sal gesuggeerd (Sarafoglou en Ostrer, 2000; Cotinot
et al., 2002). Bij de Amerikaanse cocker spaniél is er
een autosomaal recessieve genvariant (allel) bekend
die aanleiding geeft tot XX echt hermafroditisme en
XX mannelijke dieren (Selden et al., 1984). Waar-
schijnlijk is dit gen ook aanwezig bij andere rassen
zoals de Duitse kortharige pointer, Noorse elandhond,
mopshond, de beagle, Engelse cocker spaniel, kerry
blue terriér, de weimaraner en Duitse herder ( Stewart
et al., 1972; Williamson, 1979; Meyers-Wallen et al.,
1985; Randolph et al., 1987; Meyers-Wallen en Pat-
terson, 1989; Melniczek et al., 1999; Switonski et al.,
2004). De hond in deze casereport was een Engelse
cocker spaniél.

Hormoonbepalingen (AMH, oestradiol, progeste-
ron en testosteron) leverden geen specifieke abnor-
maliteiten of diagnostische indicaties op die van nut
waren voor de diagnosestelling.

Tot slot zijn er nog de pseudohermafrodieten,
waarbij het fenotypische geslacht afwijkt van het
chromosomale en het gonadale geslacht, en waarbij
deze laatste wel in overeenstemming zijn. Bij man-
nelijke en vrouwelijke pseudohermafrodieten kunnen
zowel de externe als de interne genitalién afwijkend
zijn (Poth et al., 2010).

CONCLUSIE

Geslachtsontwikkelingsstoornissen dienen onder-
verdeeld te worden op basis van het chromosomale,
het gonadale en het fenotypische geslacht (Poth et al.,
2010). Gebaseerd op de nieuwe nomenclatuur (Poth
et al., 2010) moet deze hond gedefinieerd worden als
een hond met een 78, XX ovotesticulaire geslachts-
ontwikkelingsstoornis. Dit werd voorheen beschreven
als een ‘vrouwelijke echte hermafrodiet’.
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Dieren literair

. OP EEN PAARD

Een paard stond meer dan honderd jaar

te wachten voor de Horse Shoe Bar.

Daarin zat dokter J. van Dieren

De Slag bij Waterloo te vieren.

“Hij lust hem”, sprak de trouwe klepper

“die oude streptococcenmepper.

Dit wordt beslist weer nachtwerk, net

als laatst, toen Leiden was ontzet.”

Trijntje Fop (Kees Stip, 1951)

Noot voor de Viaamse lezers: Leiden ontzet (uit een langdurige belegering verlost)
is een beruchte episode uit de opstand van de Nederlanden tegen de Spanjaarden
in 1573-1574.
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Urolithiase bij reptielen

Urolithiasis in reptiles
T. Hellebuyck

Department of Pathobiology, Pharmacology and Zoological Medicine, Faculty of Veterinary Medicine,
Ghent University, Salisburylaan 133, B-9820 Merelbeke, Belgium

SAMENVATTING

Urolithiase, vooral cysto- en cloacolithiase, komt vaak voor bij in gevangenschap gehouden
reptielen. De aandoening betreft de vorming en aanwezigheid van macroscopische precipitaties
of stenen (calculi) in het urinewegstelsel en wordt voornamelijk bij hagedissen en schildpad-
den gezien, waarbij er uitgesproken soortpredisposities lijken te bestaan. De vorming van een
uroliet kan in de meeste gevallen met inadequate voeding en huisvesting in verband gebracht
worden. Alhoewel het vaststellen van een cysto- of cloacoliet bij reptielen een toevalsbevinding
kan zijn, treden symptomen meestal op eens de calculus een aanzienlijke afmeting heeft bereikt;
deze zijn dan meestal aspecifiek en chronisch, tenzij de calculus obstructie veroorzaakt. In geval
van ureterolithiase treden er meestal acute symptomen op die gelijkaardig zijn aan degene die
bij conventionele huisdieren gezien worden. Bij de diagnostische benadering van urolithiase bij
reptielen zijn het signalement, het afnemen van een gedetailleerde anamnese en een grondige
evaluatie van het management essentieel. Bevestiging van de diagnose berust in hoofdzaak op
een adequaat klinisch en radiografisch onderzoek. Naargelang de betrokken soort, locatie en
afmeting van de calculus kan er gekozen worden voor coeliotomie of voor een endoscopie-geassis-
teerde benadering. In tegenstelling tot ureterolithiase is de prognose van cysto- en cloacolithiase
bij reptielen meestal erg gunstig tenzij er een ernstige primaire oorzaak zoals spinale osteo-
myelitis wordt vastgesteld of tenzij er reeds ernstige secundaire complicaties aanwezig zijn op het
ogenblik van de initiéle diagnose.

Tom.Hellebuyck@ugent.be

ABSTRACT

Urolithiasis, especially cysto- and cloacolithiasis, is a commonly observed disorder in captive rep-
tiles. The condition involves the formation and presence of macroscopic precipitates or stones (calculi)
in the urinary tract system and is mainly seen in lizards and chelonians, and there appear to be marked
species predispositions. In most cases, the formation of a urolith can be linked to inadequate nutrition
and housing. Although the detection of a cysto- or cloacolith in reptiles can be incidental, symptoms
usually appear once the calculus has reached a significant size and are mostly nonspecific and chro-
nic, unless the calculus causes obstruction. In case of ureterolithiasis, acute symptoms are usually
observed, similar to those seen in conventional pets. As for the diagnostic approach to urolithiasis in
reptiles, the signalment, a detailed history and a thorough evaluation of the captive management are
essential. Confirmation of the diagnosis mainly relies on adequate clinical and radiographic examina-
tion. Depending on the species, location and size of the calculus, coeliotomy or an endoscope-assisted
approach can be applied. Unlike ureterolithiasis, the prognosis for cysto- and cloacolithiasis in reptiles
is generally favorable unless a severe primary etiology, such as spinal osteomyelitis, is identified, or
severe secondary complications are present at the time of initial diagnosis.
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INLEIDING

Urolithiase is de vorming en aanwezigheid van
macroscopische precipitaties of stenen (calculi) in
het urinewegstelsel als gevolg van kristallisatie en
aggregatic van minerale en organische stoffen die
normaal in de urine zijn opgelost (Keller, 2019;
Reavill en Schmidt, 2010; Osborne et al., 2009). Ook
bij reptielen kan urolithiase optreden en de aandoe-
ning wordt vooral bij schildpadden en hagedissen
gezien (Keller, 2019; Mader, 2006). Alhoewel cal-
culi zich bij reptielen voornamelijk in de urineblaas
vormen (cystoliet) en in de blaas of cloaca aange-
troffen worden, worden er sporadisch gevallen van
ureterolithiase gerapporteerd bij slangen en schild-
padden (Keller, 2019; Reavill en Schmidt, 2010; In-
nis en Kincaid, 1999). Renale calculi daarentegen
werden nog niet beschreven bij reptielen (Keller et
al., 2015; Mader, 20006).

Terwijl alle schildpaddensoorten een urineblaas
bezitten en er bij aquatische soorten eveneens acces-
soire urineblazen aanwezig zijn, is de aanwezigheid
van een urineblaas bij hagedissen athankelijk van het
taxon en bezitten slangen geen urineblaas (Divers,
2019; Keller, 2019; Reavill en Schmidt, 2010). Bij
slangen kunnen uraten na retrograde passage vanuit
de cloaca concrementen of pseudocalculi vormen in
het colon (Divers, 2019). Er lijken uitgesproken soort-
predisposities te bestaan bij reptielen wat betreft het
ontwikkelen van urolithiase, met name van blaasste-
nen (Keller, 2019).

Terwijl urolithiase bij honden, katten en kleine
zoogdieren een veelvoorkomende aandoening is,
wordt het voorkomen van de aandoening vermoe-
delijk sterk ondergediagnosticeerd bij in gevangen-
schap gehouden reptielen. Ook bij in het wild le-
vende schildpadden werden cystolieten reeds aan-
getroffen, veelal als toevalsbevinding bij gestorven
dieren (Jacobson et al., 2009; Homer et al., 1998).
Vermoedelijk kan het onder- of niet diagnosticeren
van cystolithiase bij reptielen in hoofdzaak toegewe-
zen worden aan de aspecificke en vage symptomen
die dikwijls pas optreden wanneer cystolieten een
aanzienlijke afmeting bereikt hebben (Keller, 2019;
Mader, 2006). Bovendien draagt ook een gebrek aan
kennis omtrent het voorkomen van cystolithiase bij
reptielen onder praktiserende dierenartsen bij tot het
niet herkennen van deze aandoening; dit in verge-
lijking met de meer intuitieve differentieel diagnos-
tische benadering die bij conventionele huisdieren
met indicatieve symptomen van urolithiase evident
lijkt te zijn.

In dit artikel worden het voorkomen en de klini-
sche presentatie alsook de diagnostische en therapeu-
tische benadering van urolithiase, met de nadruk op
cystolithiase, bij reptielen besproken.
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VOORKOMEN EN PREDISPONERENDE FAC-
TOREN VAN UROLITHIASE BIJ REPTIELEN

Alhoewel urolithiase als een frequent voorkomen-
de aandoening wordt beschouwd bij schildpadden
en hagedissen en zowel pathologische bevindingen
als de behandeling van cystolithiase bij reptielen be-
hoorlijk gedocumenteerd zijn (Colon en Di Girolamo,
2024; Keller, 2019; Keller et al., 2015), lijkt er weinig
bekend te zijn omtrent de etiologie en prevalentie van
urolithiase (Colon en Di Girolamo, 2024).

Reptielen zijn uricotelisch, waarbij stikstof als
afvalstof van de eiwitstofwisseling vooral bij terres-
trische en semi-aquatische soorten als weinig oplos-
baar urinezuur uitgescheiden wordt in tegenstelling
tot ureum bij zoogdieren. Urinezuur wordt makkelijk
omgezet tot uraatzouten die normaal gezien door de
nier gefilterd worden (Divers, 2019; Keller, 2019;
Reavill en Schmidt, 2010). Onoplosbare uraten die
in de blaas terechtkomen, kunnen aggregaten en dus
een nidus voor blaassteenvorming vormen (Keller,
2019). Bij aquatische repticlensoorten heeft de stik-
stofmetaboliet een hoger aandeel ureum en ammoniak
dan uraat dan bij terrestrische soorten (Takani et al.,
2021). Dit zou kunnen verklaren waarom cystolithia-
sis opvallend minder voorkomt bij aquatische dan bij
terrestrische schildpaddensoorten.

Nutritionele oorzaken zoals vitamine A- en D-de-
ficiéntie, overmatige opname van dierlijke proteinen
(e.g. wanneer excessieve hoeveelheden honden- of
kattenvoeder of volledige prooidieren aan herbivore
reptielensoorten gevoerd worden) of groenvoer met te
lage vezelgehaltes of te hoge gehaltes aan oxalaten
(e.g. spinazie) worden het meest frequent vooropge-
steld als predisponerende factoren voor de ontwikke-
ling van urolithiase bij reptielen. Ook te beperkte be-
wegingsruimte wordt vooral bij schildpadden als een
belangrijke factor beschouwd en waarschijnlijk gaat
het in de meeste gevallen om het gecombineerd optre-
den van de factoren die hier vermeld worden (Keller,
2019; Mader, 2006). Dehydratatie kan een primaire
oorzaak zijn van de vorming van urolieten bij reptie-
len of kan hun ontstaan ten gevolge van andere oor-
zaken bespoedigen (Keller, 2019). Alhoewel dehydra-
tatie acuut kan optreden, is chronische dehydratatie,
e.g. bij groene leguanen (/guana iguana) met nierfa-
len, vermoedelijk een sterk onderschat probleem bij
in gevangenschap gehouden reptielen. In tegenstel-
ling tot zoogdieren kunnen reptielen urine modifice-
ren (Divers, 2019; Reavill en Schmidt, 2010). Urine
die via de ureters in de cloaca terechtkomt, kan retro-
graad naar de blaas en/of het colon vloeien en urine
kan vanuit de blaas terug naar het colon vloeien. Het
epitheel van zowel de blaas als het colon kan hierbij
water absorberen met concentratie van urine tot ge-
volg (Divers, 2019). Zo zal er in geval van waterde-
privatie, inadequate watervoorziening of te lage rela-
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tieve luchtvochtigheid, verminderde wateropname of
chronische oververhitting, een verhoogde absorptie
van water vanuit de urineblaas en het colon optreden,
waardoor een bijkomende supersaturatie en concen-
tratie van de urine optreden in de urineblaas met een
verhoogde kans tot vorming van cystische calculi tot
gevolg (Keller, 2019; Keller et al., 2015). Naar analo-
gie met wat gezien wordt bij mensen en conventionele
huisdieren, kan bacteri€le cystitis eveneens een rol
spelen in het ontstaan van blaasstenen bij reptielen,
waarbij bacterién en ontstekingscellen een primaire
nidus vormen (Solanes et al., 2023). Aangezien de
urineblaas bij reptielen niet als een steriel milieu kan
beschouwd worden, omwille van de passage van urine
via de cloaca vooraleer ze in de urineblaas opgeslagen
wordt, is het ondubbelzinnig aantonen van bacteri€le
cystitis bij reptielen echter uitdagend (Divers, 2009).
Ondanks de verschillende oorzaken die voor het
ontstaan van cystolithiase bij reptielen gepostuleerd
worden, werden de hypotheses nauwelijks afgetoetst
aan epidemiologisch onderzoek (Colon en Di Giro-
lamo, 2024). Op basis van een retrospectieve ana-
lyse (1982-2012) van de klinische dossiers van 789
in gevangenschap gehouden schildpadden werd een
prevalentie van 5,1% vastgesteld en werd de hoog-
ste prevalentie bij de woestijnschildpad (Gopherus
agassizii, 77,5%) gezien gevolgd door de Afrikaanse
sporenschildpad (Centrochelys sulcata, 7,5%) (Keller
et al., 2015). In een survey-onderzoek dat uitgevoerd
werd bij 101 in gevangenschap gehouden schildpad-
den met cystolithiase in Japan werd de hoogste preva-
lentie vastgesteld bij Afrikaanse sporenschildpadden
(41,6%) en sterschildpadden (Geochelone elegans,
29,7%). Er kon geen duidelijke correlatie vastgesteld
worden met biochemische afwijkingen in het bloed-
onderzoek die bovendien slechts bij een klein aantal
van de aangetaste schildpadden vastgesteld werden
(Takami et al., 2021). In een recente studie van Co-
lon et al. (2024) die uitgevoerd werd bij 1033 in ge-
vangenschap gehouden schildpadden in de Verenigde
Staten (VS) werd een prevalentie van 4,4% vastge-
steld. Op basis van de resultaten van deze studie lijken
landschildpadden 64 keer meer risico te lopen op het
ontwikkelen van cystolithiase dan aquatische schild-
padden (Colon en Di Girolamo, 2024). Ook in deze
studie werd cystolithiase het meest frequent bij Afri-
kaanse sporenschildpadden vastgesteld en er werden
significante correlaties vastgesteld met continue bin-
nenhuisvesting en een aanzienlijke hoeveelheid fruit
in het dieet. Er leek geen significante correlatie met
de leeftijd of het geslacht van de schildpadden te be-
staan maar algemeen leken mannelijke dieren vaker
aangetast te zijn dan vrouwelijke schildpadden naar
analogie met wat bij de mens en zoogdieren gezien
wordt (Colon en DiGirolamo, 2024). In overeenstem-
ming met de meeste rapporteringen van cystolithiase
bij reptielen in de literatuur werd er bij nagenoeg
alle gevallen in de voorgenoemde studies slechts ¢én
cystoliet per geval aangetroffen. Aangezien woestijn-
schildpadden en sterschildpadden respectievelijk va-
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ker als huisdier worden gehouden in de VS en Azié
dan in andere continenten, kan een variatie in preva-
lentie met betrekking tot de meest frequent aangetaste
soorten hieraan worden toegeschreven. Op basis van
persoonlijke observaties lijken gelijkaardige soort-
predisposities te bestaan in Belgié en Nederland wat
betreft de ontwikkeling van cystolithiase bij in ge-
vangenschap gehouden reptielen. Niet alleen bij de
sporenschildpad en sterschildpad, wordt cystolithiase
gediagnosticeerd, maar ook vaak bij de Russische
vierteenschildpad (7estudo horsfieldii), vooral bij ju-
veniele dieren. Naar analogie met wat in de literatuur
beschreven wordt, wordt cystolithiase bij hagedissen
het meest frequent bij soorten gezien die van nature in
droge gebieden voorkomen, zoals doornstaartagamen
(Uromastyx spp.) en chuckwalla’s (Sauromales spp.)
(Wolf et al., 2008; Sahner et al., 2007). Vermoede-
lijk spelen bij deze soorten eveneens diétaire facto-
ren (e.g. overmatige hoeveelheid eiwit in de voeding)
een doorslaggevende rol in de etiologie van cystoli-
thiase. Groene leguanen en andere leguanensoorten
die in tropische regio’s voorkomen, zijn eveneens erg
gevoelig voor de ontwikkeling van cystolithiase (So-
lanes et al., 2023; Cerreta et al., 2022; Nagappan et
al., 2018; Kwantes, 1992) en alhoewel ook voor deze
soorten hoge eiwitgehaltes in de voeding een belang-
rijke rol kunnen spelen, is chronische dehydratatie in
gevangenschap waarschijnlijk de meest doorslagge-
vende factor.

PATHOGENESE EN SAMENSTELLING VAN
CYSTOLITHEN BI1J REPTIELEN

Ongeacht de onderliggende of faciliterende oor-
zaak liggen de overmatige aanwezigheid van urine-
zuur en het ontstaan van een nidus aan de basis van
de vorming van blaasstenen bij reptielen en kan er

Figuur 1. Dorsoventrale radiografische opname van een
sporenschildpad (Centrochelys sulcata). In de caudale
coeloomholte is aan de rechterzijde een grote cystoliet
aanwezig. Bemerk het uitgesproken radiopake en la-
mellaire uitzicht van de cystoliet.
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Figuur 2. Laterolaterale radiografische opname van een
witzwarte grondleguaan (Ctenosaura similis). In de uri-
neblaas is een cystoliet aanwezig met een lamellair uit-
zicht. Ter hoogte van de lumbale wervels zijn er tekenen
van spinale osteomyelitis aanwezig (pijl).

relatief veel tijd gaan over de vorming van een cys-
toliet, waardoor het optreden van symptomen vaak
lang uitblijft (Keller, 2019). Het typisch lamellaire
uitzicht van blaasstenen bij reptielen tijdens visuele
inspectie of op radiografische opnames levert hiertoe
ontegensprekelijk bewijs (Mader, 2006) (Figuur 1 en
2). Vooral bij schildpadden maar ook bij hagedissen
kunnen veel aandoeningen, inclusief de predispone-
rende factoren met betrekking tot de ontwikkeling
van cystolithiase bij reptielen (zie supra), urinaire sta-
se, atonie en overvulling van de urineblaas uitlokken
(Reavill en Schmidt, 2010). Deze afwijkingen worden
bovendien ook routinematige gezien bij systemische
ziekte en elke aandoening die aanleiding geeft tot ver-
algemeende verzwakking en meer specifiek bij veel-
voorkomende aandoeningen die leiden tot calcium-
tekort en inversie van de calcium-fosfor verhouding
(e.g. secundaire nutritionele (SNHP) en renale hyper-
parathyroidie (RSHP)), met verminderde contractili-
teit van de urineblaas tot gevolg (Divers, 2019). De fy-
siologische capaciteit van de urineblaas van repticlen
om grote volumes urine te stockeren in functie van de
mogelijkheid tot resorptie van water tijdens periodes
van waterdeprivatie en de dunne musculus detrusor,
werken urinaire stase en overvulling van de urine-
blaas in de hand. In tegenstelling tot supersaturatie
en concentratie van urine in de urineblaas kan over-
vulling van de urineblaas eveneens aanleiding geven
tot de vorming van cystolieten indien er overvloedige
uraatconcrementen aanwezig zijn en er sedimentatie
optreedt. Ook voor spinale osteomyelitis werd onder
andere bij de witzwarte grondleguaan (Ctenosaura
similis) reeds een causaal verband gepostuleerd tus-
sen urinaire stase veroorzaakt door spinale compres-
sie en cystolietvorming (Solenas et al., 2023) (Figuur
2). Spinale osteomyelitis komt ook frequent voor bij
slangen, onder andere als comorbiditeit van reptarena-
virusinfectie (inclusion body disease) (Simard et al.,
2020), met paralytische ileus en de opstapeling van
uraatconcrementen of pseudocalculi in het colon tot
gevolg. Bij slangen worden dergelijke concrementen
soms als toevalsbevinding gezien waarbij onvoldoen-
de wateropname of dehydratatie waarschijnlijk de
meest voor de hand liggende oorzaak is. Occasioneel
worden ectopische eieren in de urineblaas aangetrof-

Vlaams Diergeneeskundig Tijdschrift, 2024, 93

fen bij schildpadden met dystokie na retrograde mi-
gratie van €én of meerdere eieren doorheen de urethra
die op hun beurt een nidus kunnen vormen voor af-
zetting van kristallen en aldus pseudocalculi vormen
(Hellebuyck en Solanes, 2023).

Zoals aangetoond bij andere diersoorten wordt
de vorming van cystische calculi ook bij reptielen
beinvloed door factoren zoals urinaire pH, vermin-
derd urinevolume, en verhoogde concentraties van
de betrokken ionen en stoffen. Bij schildpadden werd
vastgesteld dat als de urinaire pH<S, er urinezuur
aanwezig is in de urine, terwijl urinezuur als uraat of
uraatzouten uitgescheiden wordt als de pH>6,5 (She-
karriz en Stoller, 2002). Net zoals andere herbivoren,
hebben de meeste landschildpadden alkalische urine
die de vorming van uraten bespoedigt (Reavill en
Schmidt, 2010).

Urolieten bij reptielen zijn meestal samengesteld
uit uraatzout dat zich kan binden met calcium en fos-
faat (Keller, 2019; Keller et al., 2015). Gemengde uro-
lieten die voornamelijk uit struviet, calciumfosfaat,
calciumoxalaat of calciumcarbonaat bestaan, worden
slechts sporadisch beschreven bij reptielen (Cerreta et
al., 2022; Jacobson et al., 2009; Mathes et al., 2009;
Osborne et al., 2009).

SYMPTOMEN VAN UROLITHIASE BIJ REP-
TIELEN

Zowel bij in gevangenschap gehouden als in het
wild levende reptielen worden cystolieten soms aan-
getroffen als toevalsbevinding, dikwijls post mortem.
In de meeste van deze gevallen kunnen de calculi niet
met pathologische afwijkingen geassocieerd worden
(Mader, 2006).

De afimeting van urolieten speelt dikwijls een door-
slaggevende rol in het ontstaan van symptomen. In
het geval van cysto- of cloacolieten treden deze in
de meeste gevallen aldus pas op in een chronisch sta-
dium (Keller, 2019; Mader, 2006). Cystische calculi
met een kleine afmeting kunnen echter irritatie van
de blaaswand veroorzaken. Grotere calculi, vooral als
ze een onregelmatig oppervlak hebben, kunnen lei-
den tot verdikking en hypertrofie van de blaaswand
en kunnen zelfs druknecrose (van de wand) veroorza-
ken. In sommige gevallen wordt hematurie opgemerkt
alhoewel dit een relatief ongewone bevinding is bij
reptielen (Mader, 2006).

Alhoewel ureterale calculi veel minder frequent
voorkomen bij reptielen, kunnen ze net zoals bij con-
ventionele huisdieren ureterale obstructie met hydro-
nefrose, hematurie, anurie en postrenale azotemie ver-
oorzaken (Mader, 2006; Innis en Kincaid, 1999). Dik-
wijls zijn ureterolieten bij reptielen bilateraal aanwe-
zig, waardoor de prognose erg ongunstig is en deze
aandoening geassocieerd wordt met acute, ernstige
symptomen en een hoge mortaliteit (Innis en Kincaid,
1999). Cystolieten daarentegen veroorzaken meestal
meer chronische en aspecifieke symptomen, zoals ano-
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rexie en apathie (Keller, 2019). Zowel bij hagedis-
sen als schildpadden met cystolithiase kunnen meer
suggestieve symptomen, zoals tenesmus, strang- of
dysurie, een abnormale houding of diffuse opzetting
en zelfs parese of paralyse van de achterpoten ten ge-
volge van compressie van de bekkenzenuwen of cloa-
cale prolaps opgemerkt worden (Keller, 2019, Mader,
2006). Terwijl urolithiase bij mensen en zoogdieren
veelal gepaard gaat met uitgesproken tekenen van
pijnsensitisatie, zijn deze tekenen meestal niet aan-
wezig of niet te herkennen bij reptielen met cystoli-
thiase. Wanneer het om blaasstenen gaat met een erg
grote afmeting kan het ruimte-innemend effect van
de calculus bij hagedissen gepaard gaan met geloka-
liseerde distentie van het caduale coeloom, dyspnee
en tenesmus (Mader, 2006). Zowel bij hagedissen met
cystolithiase als bij slangen met pseudocalculi in het
colon kan er hierdoor eveneens secundair dystokie of
fecale impactie optreden met veralgemeende distentie
van het caudale coeloom tot gevolg. Bij schildpadden
kan distentie van de linker prefemorale fossa optre-
den indien een grote cystoliet aanwezig is en kan zich
bilaterale distentie van de prefemorale fossae voor-
doen indien er bijkomend urinaire stase optreedt. Bij
waterschildpadden kunnen er bovendien afwijkingen
in het drijfvermogen optreden ten gevolge van het
ruimte-innemend effect van grote cystolieten (Mader,
2006). Bij juveniele schildpadden met cystolithiase
is groeiachterstand soms het meest opvallende symp-
toom (Mader, 20006).

Cloacolieten zijn meestal cystolieten die vanuit de
blaas via de urethra of het urodeum in het coprodeum
terechtgekomen zijn en daar partiéle of complete ob-
structie veroorzaken. Bij schildpadden en hagedissen
kan dit gepaard gaan met onrustig gedrag, tenesmus
en de onmogelijkheid om te defeceren en urineren of
met het optreden van obstructieve dystokie.

DIAGNOSTISCHE BENADERING VAN URO-
LITHIASE BlJ REPTIELEN

De eerste stap bij de diagnose van urolithiasis is
het bevestigen van de aanwezigheid en locatie van de
uroliet. Bij hagedissen zijn cystolieten gemakkelijk te
detecteren door palpatie van het caudale coeloom en
bij schildpadden kunnen grote cystolieten vaak wor-
den gepalpeerd in de linker prefemorale fossa wan-
neer het dier verticaal gepositioneerd wordt (Keller,
2019; Keller et al., 2015; Mader, 2006). Cloacolieten
kunnen afhankelijk van de afmeting van het dier vast-
gesteld worden via digitale palpatie van (het lumen
van) de cloaca of rechtstreeks gevisualiseerd worden
na het openspreiden van de cloacale opening.

Medische beeldvorming, vooral radiografisch
onderzoek, is van fundamenteel belang bij het be-
vestigen van de diagnose van urolithiase en laat ook
toe om de locatie van de calculi te bepalen, bijvoor-
beeld wanneer deze zich in het bekkenkanaal bevin-
den en aldus niet kunnen gepalpeerd worden of om
de aanwezigheid van meerdere urolieten te detecte-
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ren. Radiografische beeldvorming laat bovendien de
simultane detectie en identificatie toe van primaire
oorzaken van urolithiase zoals spinale osteomyelitis
en metabole aandoeningen (e.g. N/RSHP) (Solanes et
al., 2023; Mader, 2006). Het is steeds aangewezen om
minstens een dorsoventrale en laterolaterale radiogra-
fische opname te beoordelen. Bij schildpadden kan
een craniocaudale opname eveneens waardevol zijn.
Radiografisch zijn urolieten, voornamelijk cysto- en
cloacolieten, typisch zichtbaar als radiopake, lami-
naire structuren in het caudale coeloom of het bekken-
kanaal (Keller, 2019; Mader, 2006) (Figuur 1 en 2).
Radiolucente urolieten komen slechts uitzonderlijk
voor bij reptielen (Keller et al., 2015). Echografie en
computertomografie kunnen eveneens waardevol zijn
voor de primaire diagnose van urolithiasis, evenals
voor het diagnosticeren van primaire oorzaken en co-
morbiditeiten (Keller, 2019). Tijdens echografisch on-
derzoek zal een cystoliet een ‘akoestische schaduw’
veroorzaken (Figuur 3A). Dit artefact wordt echter
ook gezien bij bijvoorbeeld intestinale zandimpactie
als gevolg van de accidentele of bewuste opname van
bodemsubstraat door schildpadden of hagedissen. Dif-

Figuur 3A. Distale akoestische schaduw veroorzaakt
door een cystoliet tijdens echografische visualisatie met
een microconvexe probe via de linker prefemorale fossa
bij een sporenschildpad (Centrochelys sulcata).

Figuur 3B. Dopplerechografie waarbij een karakteris-
tiek twinkling artefact wordt veroorzaakt door een cys-
toliet bij een Russische vierteenschildpad (Testudo hors-
fieldii) tijdens echografische visualisatie met een micro-
convexe probe via de linker prefemorale fossa.
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Figuur 4. Cystotomie via een paramediane coeliotomie
bij een witzwarte grondleguaan (Ctenosaura similis) ter
verwijdering van een cystoliet. De blaas wordt gefixeerd
met steunhechtingen.

Figuur 5. Verwijdering van een cystoliet via cystotomie
bij een gewone chuckwalla (Sauromales ater). De grote
cystoliet was de oorzaak van obstructieve dystokie.

Figuur6.Verwijderingvaneenuraatconcrement(pseudo-
calculus) uit het distale colon van een haakneusslang
(Heterodon nasicus) door middel van massage van het
caudale coeloom.
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ferentiatie is mogelijk via dopplerechografie, waarbij
een karakteristiek rwinkling artefact kan vastgesteld
worden wanneer het om een cystoliet gaat (Figuur
3B). Dit artefact lijkt op een fonkelend of sprankelend
effect en verschijnt als een snel veranderend kleursig-
naal distaal van het oppervlak van de calculus tijdens
kleurendopplerbeeldvorming. Er wordt aangenomen
dat het veroorzaakt wordt door het ruwe oppervlak
van de steen, dat meerdere kleine reflecties en ver-
strooiing van het dopplersignaal creéert.

In vergelijking met de waarde van andere diag-
nostische methoden die vaak worden aangewend bij
honden of katten met urolithiasis, lijken plasmabio-
chemie, hematologie en urineonderzoek geen uitge-
sproken meerwaarde te hebben voor de diagnose van
urolithiasis bij reptielen (Keller, 2019; Keller et al.,
2015). Alhoewel in enkele studies onder andere hyper-
uremie, hyperurikemie en milde leukocytose vastge-
steld werden bij schildpadden met cystolithiase, lijkt
er zelden een duidelijk causaal verband aangetoond
te kunnen worden tussen vastgestelde afwijkingen en
cystolithiase (Takami et al., 2021; Homer et al., 1998;
Keller et al., 2015). Biochemische veranderingen
kunnen wel optreden in geval van obstructieve urete-
rolithiase (Keller et al., 2015; Mans en Sladky, 2012).
Bij urineonderzoek van reptielen dient er rekening
gehouden te worden met de fysiologische aanwezig-
heid van uraatkristallen in de urine (Mader, 2006). In-
dien primaire of secundaire cystitis vermoed wordt,
dient er bij de interpretatic van het microbiologisch
onderzoek van een urinestaal rekening mee gehouden
te worden dat de urineblaas van reptielen geen steriel
milieu vormt (Divers, 2019).

BEHANDELING VAN UROLITHIASE BIJ REP-
TIELEN

Onathankelijk van de locatie en afmeting van de
uroliet is ook bij reptielen een adequate preoperatieve
evaluatie van het grootste belang. De primaire oorzaak
van urolithiasis dient opgespoord en indien mogelijk
geremedieerd te worden om recidieven te vermijden.
In de meeste gevallen houdt dit hoofdzakelijk een
optimalisatie van het management in (Mader, 2000).
In geval van ureterolieten is de prognose meestal erg
ongunstig en indien deze bilateraal aanwezig zijn, is
behandeling meestal niet aangewezen. Cystolithiase
is over het algemeen een chronische aandoening en
behandeling ervan is niet spoedeisend, tenzij de cal-
culus bijvoorbeeld secundaire obstructieve dystokie
of obstructie van de urethra of cloaca veroorzaakt.
Indien een primaire oorzaak zoals spinale osteomye-
litis vastgesteld wordt, is de prognose uiterst ongun-
stig en is het verwijderen van de cystoliet niet zinvol
(Solanes et al., 2023). Medicamenteuze dissolutie van
urolieten werd tot op heden niet gedocumenteerd bij
reptielen en is waarschijnlijk niet efficiént. Dit kan in
hoofdzaak te wijten zijn aan de samenstelling en grote
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afmeting van de calculi op het ogenblik van de initi€le
diagnose (Mader, 2006).

Chirurgische benadering van cystolithiase bij rep-
tielen hangt zowel af van de soort, de locatie en
grootte van de cystoliet (Keller, 2019). Op het tijdstip
van de diagnose hebben cystolieten dikwijls een aan-
zienlijke afmeting bereikt en het is niet uitzonderlijk
dat het gewicht van de calculus meer dan 10% van
het lichaamsgewicht van het reptiel bedraagt (Mader,
2006). Bij hagedissen kan cystotomie in functie van de
verwijdering van een cystoliet routinematig via klas-
sieke ventrale, paramediane of lumbale coeliotomie
uitgevoerd worden (Figuur 4 en 5). Bij slangen kun-
nen uraatconcrementen die zich in het distale colon
bevinden, in de meeste gevallen makkelijk verwijderd
worden via massage van het distale coeloom (Figuur
6). In de meeste gevallen van cystolithiasis bij schild-
padden is cystotomie via transplastroncoeliotomie of
een endoscopie-geassisteerde prefemorale benadering
vereist om de cystoliet te verwijderen. Deze opera-
tieve procedures werden in detail gedocumenteerd bij
verschillende schildpaddensoorten (Hellebuyck en
Solanes, 2023; Solanes et al., 2023; Divers, 2019; Di-
vers en Wiist, 2019; Keller; 2019; Stahl, 2019; Wiist
en Divers, 2019; Nagappan et al., 2018; Keller et al.,
2015; Mans en Sladky, 2012; Kwantes, 1992; Wolf
et al., 2008). Gepaste analgetische en anesthetische
protocollen en antimicrobiéle profylaxe dienen toege-
past te worden naargelang de betrokken soort en de
vastgestelde etiologie en pathologie. Bij schildpadden
hangt de keuze van de operatieve benadering af van de
afmeting van de prefemorale fossa in relatie tot de af-
meting van de cystoliet. Aangezien schildpaddensoor-
ten waarbij cystolithiase het meest frequent gediag-
nosticeerd wordt, vaak een restrictieve fossa hebben,
geniet transplastroncoeliotomie meestal de voorkeur
(Keller; 2019; Mader, 2006) (Figuur 7 en 8). Relatief
kleine cystolieten kunnen rechtstreeks via cystoscopie
of via endoscopie-geassisteerde coelioscopie en cysto-
scopie verwijderd worden en cloacolieten via cloacas-
copie of rechtstreekse visualisatie (Keller, 2019; Mans
en Sladky, 2012; Mader, 2006). Bij deze benadering is
er dikwijls fragmentatie van de calculus noodzakelijk
en vooral in geval van cystoscopische verwijdering
bestaat het risico dat er restanten van de calculus in
de urineblaas achterblijven die potentieel een nidus
vormen met recidieven tot gevolg (Mans en Sladky,
2012). Keller et al. (2015) beschreven het gebruik van
holmium:yttrium-aluminium-garnet (Ho:Yag) laser-
lithotripsie bij schildpadden met cystolithiase maar
de toepassing van deze techniek bij schildpadden is
omslachtig en is niet altijd effectief.

Bij schildpadden met een zacht plastron, zoals bij
jonge, opgroeiende schildpadden, en bij pannenkoek-
schildpadden (Malacochersus tornieri) waar dit van
nature voorkomt en die restrictieve prefemorale fossae
bezitten, wordt gemodificeerde transplastroncoelioto-
mie uitgevoerd. Bij het toepassen van deze procedure
wordt bij pannenkoekschildpadden de coeloomholte
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Figuur 7. Cystotomie via een transplastroncoeliotomie
bij een sporenschildpad (Centrochelys sulcata).

Figuur 8. Illustratie van de afmeting van een cystoliet
na verwijdering via transplastroncoeliotomie gevolgd
door cystotomie bij een sporenschildpad (Centrochelys
sulcata).

benaderd door een middellijnincisie te maken ter
hoogte van de naad tussen de abdominale schildseg-
menten die horizontaal verlengd wordt ter hoogte van
de overgang naar de pectorale en femorale schildna-
den (Figuur 9). Bij juveniele schildpadden kan een U-
vormige incisie ter hoogte van het caudale plastron
gemaakt worden (Figuur 10). Na het uitvoeren van
een routinecoeliotomie en cystomie ter verwijdering
van de cystoliet, wordt de coelomale membraan rou-
tinematig gesloten met een doorlopende hechting, ter-
wijl het plastron wordt gesloten met een continu of
enkelvoudig patroon en er bijkomend cyanoacrylaat-
adhesieve weefsellijm aangebracht wordt ter hoogte
van de incisie.

Alhoewel een relatief hoge mortaliteit beschre-
ven wordt bij schildpadden die operatief behandeld
worden voor cystolithiase (Keller et al., 2015), kent
de operatieve behandeling van cystolithiasis bij rep-
tielen algemeen een erg gunstige prognose ongeacht
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Figuur 9. Gemodificeerde transplastroncoeliotomie uitgevoerd bij een pannenkoekschildpad (Malacochersus tornieri)
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A. Incisie van het plastron. B. Visualisatie en openen van de coelomale membraan. C. De plastronincisie wordt gesloten
met een doorlopende hechting. D. Postoperatieve opname van het geheeld plastron vier maanden na de ingreep.

de toegepaste procedure, tenzij er op het moment van
de behandeling een ernstige primaire aandoening of
complicaties aanwezig zijn.

CONCLUSIE

Vooral cysto- en cloacolithiase is een vaak voor-
komende aandoening bij in gevangenschap gehouden
hagedissen en schildpadden en er bestaan uitgespro-
ken soortpredisposities. Vooral de toepassing van een
suboptimaal management vormt een belangrijke pre-
disponerende factor voor de ontwikkeling van uroli-
thiase bij reptielen, maar ook bij in het wild levende
schildpadden werd cystolithiase reeds gedocumen-
teerd. Het vaststellen van cystolithiase bij reptielen

kan een toevalsbevinding zijn en meestal gaat het om
een chronische aandoening. Eens de cysto- of cloaca-
liet een aanzienlijke afmeting bereikt, kunnen symp-
tomen optreden. Deze zijn meestal aspecifiek, tenzij
de calculus obstructie veroorzaakt. De diagnose van
cystolithiase berust voornamelijk op een gedegen kli-
nisch en radiografisch onderzoek. Eens de locatie en
afmeting van de calculus bepaald werden, dringt een
operatieve behandeling zich meestal op. Naargelang
de betrokken soort en afmeting van de calculus kan
er gekozen worden voor coeliotomie of een endosco-
pische benadering. De prognose van deze behande-
ling is in de meeste gevallen uitstekend, tenzij er een
ernstige primaire oorzaak of fatale secundaire com-
plicaties aanwezig zijn op het ogenblik van de initi¢le
diagnose.
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Figuur 10. Verwijdering van een cystoliet bij een juveniele Russische vierteenschildpad (Zestudo horsfieldii). A. U-
vormige incisie van het caudale plastron met visualisatie van de coelomale membraan die de urineblaas bedekt. B.
Verwijderen van de cystoliet en uraatconcrementen via cystotomie. C. Illustratie van de afmeting van een operatief
verwijderde cystoliet ten opzichte van de lichaamsgrootte van een juveniele Russische vierteenschildpad. D. Sluiting
van de plastronincisie met enkelvoudige hechtingen die nadien bedekt wordt met cyanoacrylaat adhesieve weefsellijm.
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UDDER CLEFT-DERMATITIS

VRAAG

“Hoe ver staat het onderzoek naar udder cleft-
dermatitis bij melkvee? Het komt vaak voor en
geneest moeilijk. Kunnen er preventieve maat-
regelen genomen worden? Is er een mogelijke
behandeling?”

ANTWOORD

Udder cleft-dermatitis (UCD) is een huidaandoe-
ning bij melkvee die wereldwijd voorkomt en zich
manifesteert tussen twee uierhelften en op de over-
gang van het abdomen naar de uier. Een breed scala
aan risicofactoren op het niveau van het bedrijf (zoals
het gebruik van rubberen matten, te kleine ligboxen
en het gebruik van voetbaden) en de koe (zoals pari-
teit > 3, lactatieparameters en uierconformatie), dra-
gen bij tot de multifactori€éle ontwikkeling van UCD.
Eigenschappen zoals een diepe uier, grote voorkwar-
tieren, losse voorste uieraanhechting en een scherpe
hoek tussen uier en buikwand verhogen het risico op
het voorkomen van UCD. Het toenemen van de DIM
(days in milk), een hoge melkgift, ECM (energy-cor-
rected milk) (>32 kg) en melk-ureumgehaltes <2 of >
6 mM/L zijn eveneens potentiéle risicofactoren (Ek-
man et al., 2018; Persson Waller et al., 2014).

In de afgelopen jaren zijn er verschillende studies
verricht naar de veranderingen in het microbioom, de
risicofactoren en prevalentie van UCD. Recent werden
in een aantal omic-studies belangrijke eigenschappen
aangetoond van het moleculaire landschap van UCD.
Zowel bij milde als ernstige UCD-letsels is er sprake
van een sterk verstoord huidmicrobioom (Vermeersch
et al., 2024ab; Ekman et al., 2020). Opportunistische
kiemen kunnen toeslaan en goedaardige commensale
bacterién worden verdrongen. Concreet wordt ervan
uitgegaan dat er door de hierboven geschetste omstan-
digheden ter hoogte van de uier, een anaeroob milieu
wordt gecreéerd dat zorgt voor een dysbiose en een
positieve selectie van opportunistische bacterién, wat
tezamen met de letsels die ontstaan door het tegen el-
kaar schuren en wrijven van de huid, wordt aanzien
als belangrijkste uitlokkende factor van deze huidaa-
ndoening. In UCD-letsels is een verhoogde proportie
van bacterién zoals Corynebacterium spp., Strepto-
coccus pyogenes, Brevibacterium luteolum, Truepe-
rella pyogenes, Fusobacterium necrophorum, An-
aerococcus spp., Porphyromonas spp. en Prevotella
spp. aanwezig (Vermeersch et al., 2024a; Sorge et al.,
2019). Op de gezonde huid zijn Bifidobacterium spp.
talrijker aanwezig (Vermeersch et al., 2024a; Ekman

et al., 2020a). Mastitis-typerende kiemen worden als
onbelangrijk aanzien bij het ontstaan van milde of ern-
stige UCD-letsels (Vermeersch et al., 2024a; Ekman et
al., 2020a). Ondanks de aanwezigheid van een kleine
hoeveelheid treponemen (i. e. Treponema pedis, T.
denticola en T. putidum) in ernstige UCD-letsels, kon
het verband tussen treponemen en UCD wetenschap-
pelijk nog niet aangetoond worden (Vermeersch et
al., 2024ab; Ekman et al., 2020; Sorge et al., 2019;
Persson-Waller et al., 2014; Evans et al., 2010). De
aanwezigheid van Treponema spp. kan te wijten zijn
aan overdracht via digitale dermatitisletsels, een lo-
kale infectie of via het milieu. Uit onderzoek blijkt
dat de prevalentie van digitale dermatitis in de patho-
genese van UCD zeer laag is, waardoor het moeilijk is
om hieruit een definitieve conclusie te trekken (Pers-
son Waller et al., 2014; Hansen en Nissen, 2010). In
de literatuur wordt de link tussen schurftmijt en UCD
weerlegd (Sorge et al., 2019; Warnick et al., 2002).
In een studie van Vermeersch et al. (2024a) werd bij
ernstige UCD-letsels eveneens een verschuiving in
virulentiefactoren en antibioticaresistentiegenen vast-
gesteld, wat vermoedelijk bijdraagt tot het creéren
van een slecht helende huidwonde. Er is ook sprake
van een chronische, persistente ontstekingsreactie die
een abnormaal patroon vertoont en gepaard gaat met
een gebrekkige wondheling en een verstoorde huid-
barriere (Vermeersch et al., 2023).

Tot op heden is er nog geen consensus aangaande
een effectieve preventie- en behandelingsstrategie.
Het staat vast dat het genezingsproces van (vooral
ernstige) UCD-letsels lang kan aanslepen (Bouma et
al., 2016). Volgens Ekman et al. (2020b) kan het tot
wel 21 weken duren vooraleer de letsels genezen zijn,
waarvan zich bijna de helft na de genezing opnicuw
manifesteert. Een vroegtijdige detectie van UCD is
essentieel gezien de slechte wondheling en mogelijke
secundaire infecties (Turner et al., 2017). De preva-
lentie van UCD in een kudde wordt vaak onderschat
(Ekman et al., 2018).

Risicoanalyses bieden inzicht in enkele korte- en
langetermijnsingrepen die kunnen helpen om UCD
te voorkomen. Onder meer kwalitatieve huisvesting
en fokprogramma’s die optimale been- en uiereigen-
schappen vooropstellen, kunnen mogelijk helpen bij
de preventie van UCD (Ekman et al., 2020b). Hoewel
een hoge melkgift cruciaal is voor een melkveebe-
drijf, gaat dit vaak gepaard met ongewenste gevol-
gen zoals een gedaalde duurzaamheid, vruchtbaar-
heids- en andere gezondheidsproblemen (Brito et al.,
2021). Voetbaden zijn van onmiskenbaar belang voor
de klauwgezondheid op het bedrijf, maar vormen te-
gelijkertijd een risicofactor voor het ontwikkelen van
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UCD (Olde Riekerink et al., 2014).

Het gebruik van een spray met gechelateerd koper
en zink wordt in de literatuur met wisselende resul-
taten beschreven. Ekman et al. (2021) vonden geen
positieve impact op de wondheling, terwijl Lammers
et al. (2017) een positief effect rapporteerden. Zink
stimuleert de regeneratie van de huid terwijl koper
mogelijke secundaire huidinfecties elimineert. In een
studie van van Weren et al. (2018) bleek het gebruik
van een barriérefilm drie keer per week niet succes-
vol bij milde letsels. Een significante verbetering van
ernstige letsels werd in die studie gezien bij het ge-
bruik van 5-10 gram enzyme-alginogel (BoTop, Flen
Health, Belgi€). De behandelde wonden hadden 3,4
keer meer kans op genezing dan de onbehandelde
groep binnen een periode van twaalf weken (van Wer-
ven et al., 2018). Dit kan verklaard worden door de
antimicrobiéle, debriderende en absorberende eigen-
schappen van het product (Strohal et al., 2017; Coo-
per, 2013). Biofilmvorming wordt vermeden en zelfs
geinhibeerd dankzij het enzymatisch complex aanwe-
zig in dat product (Cooper, 2013).

In de humane geneeskunde bracht een soortge-
lijk product een significante verbetering teweeg in de
snelheid van wondheling en in de ervaring van pijn
bij beenulcers en brandwonden (Kyriopoulos et al.,
2010; Lacarrubba et al., 2005). Anderzijds worden
vaak topicale anti-inflammatoire producten aanbe-
volen die op de markt zijn voor de behandeling van
huidaandoeningen zoals intertrigo en atopische der-
matitis bij de hond (Lourengo et al., 2016). Het is
uitermate belangrijk om een steriele wondomgeving
te creéren, infectie te voorkomen en tegelijkertijd de
huidregeneratie te bevorderen. Ernstige letsels heb-
ben een hogere kans tot genezing wanneer ze gedebri-
deerd worden (Ekman et al., 2021).
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Vragen uit de dierenartsenpraktijk

De vraag- en antwoordrubriek behandelt reeds lang probleem- en vraagstellingen

waarmee de dierenarts-practicus te maken krijgt. Het is een graag gelezen rubriek en om

haar succes staande te houden, zijn wij immer op zoek naar vragen die oprijzen tijdens
de praktijk.

Indien u met een dergelijk probleem of vraag geconfronteerd werd/wordt, dan kunt u

ze te allen tijde doorsturen naar nadia.eeckhout@ugent.be Ze worden door een expert

(Faculteit Diergeneeskunde of elders) van een deskundig antwoord voorzien dat samen

met de vraag in het tijdschrift gepubliceerd wordt.
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Distemper

Hondenziekte bestaat vermoedelijk al sinds
het begin van de domesticatie van de hond.
In Europa werd deze ziekte voor het eerst
in 1761 in Spanje vermeld. Edward Jenner
(1749-1823), de ontdekker van de koepo-
kentstof, beschreef de ziekte in 1809. Voor
pokken was hij erin geslaagd na enting op
de huid de ziekte te induceren zonder de
interne organen al te zeer aan te tasten. Dit
vormde de basis van zijn profylaxe. Door
het succes van deze enting verkeerde men
een tijdlang in de mening dat een enting
met vaccinia ook bruikbaar zou zijn voor
runderpest en andere ziekten. Dit bleek
niet het geval te zijn. Jenner entte honden
met vaccinia om ze tegen hondenziekte te
beschermen, maar moest zijn pogingen op-
SERUM LABORATORIUM, N. V. geven.

- Acaa sk i s In de 19% eeuw probeerde men neusslijm
Figuur 1. Een advertentie in het Viaamsch van zicke honden bl_] gezonde dieren te
Diergenceskupdip Tydschrift (MEUIZI). enten. In 1844 werd dit inoculum op de

lippen en het tandvlees van de honden
gewreven. Omdat dit dier weinig economische waarde had bleven deze proeven
beperkt. Volgens sommigen was de ziekte na enting even erg als bij natuurlijke in-
fectie. Het virus van canine distemper werd in 1903 door Henri Carré (1870-1938)
gedetecteerd, vijf jaar nadat het eerste dierlijk virus, dat van mond-en-klauwzeer,
ontdekt werd en elf jaar nadat het bestaan van filtreerbare virussen, pathogenen
kleiner dan bacterién, aangetoond werd.
De ziekte wordt aerogeen overgedragen: er is geen direct contact nodig. Zoals
| bekend tast het virus het respiratoir en digestief stelsel aan met koorts en leuko-
penie. Na beschadiging door het virus van de epitheelcellen, met catarrale bron-
chopneumonie en hemorragische enteritis als gevolg, kunnen secundaire bacteriéle
besmettingen optreden. Dit is onder meer te wijten aan immunosuppressie en gaat
gepaard met leukocytose. Typisch voor hondenziekte zijn de intranucleaire en intra-
cytoplasmatische inclusielichaampjes in de epitheelcellen van het ademhalings- en
maagdarmstelsel, de blaas en het nierbekken. Na een ogenschijnlijk herstel volgt
de aantasting van het centrale zenuwstelsel met een nonpurulente meningo-encefa-
lomyelitis en uitgebreide demyelinisatie. Lokalisatie van het virus in de hersenen
veroorzaakt een convulsief syndroom, met myoclonieén en epileptische convulsies
die tot de dood leiden.
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Bij transfer van hyperimmuun serum, of de globulinefractie ervan, wordt een passieve
immuniteit opgewekt die een beperkte tijd aanhoudt (Figuur 1).

Ook met dood virus, dat zich niet kan vermeerderen, treedt een tijdelijke immuniteit
op. Geinactiveerde vaccins werden intussen wegens gebrek aan werkzaamheid ver-
laten. Hondenziekte, runderpest en mazelen zijn immunologisch verwant: ze worden
alle drie door een RNA-virus van het type Morbillivirus veroorzaakt. Runderpest is
door vaccinatie en eradicatie sinds 2011 uitgeroeid. Tegen mazelen en hondenziekte
worden sterk afgezwakte levende virusvaccins gebruikt.

In 1948 werd het virus, na een passage op fretten, op ge€mbryoneerde kippeneieren
gekweekt, met een verdere daling van de virulentie bij hond en fret. In 1952 werd het
virus op de chorio-allantoismembraan van het kippenembryo geadapteerd. In de jaren
1950 tenslotte werden weefselcultuurvaccins ontwikkeld op hondenniercellen.

In de eerste levensfase zijn de jonge honden, zolang de maternale immuniteit aan-
houdt, onvatbaar voor vaccinatie met een levende verzwakte entstof. Na herstel
van de ziekte is er levenslange immuniteit. Gevaccineerde honden kunnen door
contact met het wild virus hun im-
muniteit op peil houden. Als ze
niet in aanraking komen met soort-
genoten is hervaccinatie noodza-
kelijk (Figuur 2).

Deze vreselijke ziekte werd vooral
verspreid door de handel in niet of
onvoldoende immune jonge hond-
jes. Tegenover het buitengewoon
infectieus karakter, het verschrikke-
lijk verloop en de onmacht van de
diergeneeskundige therapie staat de
effectiviteit van de vaccinatie. Twij-

felaars en antlvaX'ers krijgen hier- Figuur 2. Een vaccindoosje uit de museumcollectie
mee eens te meer lik op stuk. Diergeneeskundig Verleden.

Geraadpleegde bronnen

Canine Medicine, 1953, p 480-487; Canine Medicine, 1968, p 111-122; C. Huygelen,
VDT 1997/2, p 50-60; C. Huygelen, Argos 1997/16, p 237-240; L. Devriese, Argos
2021/64, p 121-130; L. Devriese, VDT 2022/5, p 242-243; The Merck Veterinary Ma-
nual, 1973, p 311-313; de cursussen van Prof. A. Devos, J. Hoorens en M. Pensaert en
het internet.

Johan De Smet
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FLANDERS VZW

Sint Truidersteenweg 193
3700 Tongeren
info@savab.be

Fase 2 van de overgang naar nieuwe voorschriften van start

0 XXXX XXXXXX DIERGENEESKUNDIG | _—
e e Datum van afgifte : ... LI SRR My
Adces VOORSCHRIFT R AT S
&-mail Geldigheld van het voorschrift voor Bidle I 5 dagen
(alle diersoorten), voor andere gencesmiddelen: maximaal 13 dagen voor
voedselproducerende dieren.
— = = T \
S ’ (of beslagetiket)
VERANTWOORDELUEE BESLAGADRES!
Naam :
Adres :
" a Benaming geneesmiddel (met i O . a3 s 2
Mdackificatia ven hat i inbegrip van de , \H Vgr — (MVE) Waarschuwingen voor een CPML: Duagnose indien. L ert
" mh}k:mM\m vepsktinge)/| ‘Posciogie T (zelfs als gul)! juist /verstandig gebruik van toepassing?
COFO
MOLO
cOPO
MOLO
COPO
MOLO
COPO
MOLO
Handtekening dierenarts Handtekening verantwoordelijke van de dier(en)! Datum ui ing van het hrift® : ! /
N wan de apothek tul het adres van de apotheek en handtekening
van de apotheker!
1 Allgen in te vullen voor voedselproducerende dieren;
# C.P,ML: Gebruik buiten de voorwaarden van de VHB (Cascads), gebrutk van antimicrobiéle geneesmiddelen voor Profylace of. 3 Lab fum: indlen van loep g
¥ In te vullen door de apotheker op de witte en gele luiken;
4 In te vullen indien gebruik van P voor metaj of indlen bedr g 2
3 MV/E: Melk/Viees/Eleren;
Wit luik te behouden door de apotheker/geel luik te behouden door de delyjke van de dier/s luik te behouden door de di

Op 3 september 2024 verscheen het ministerieel besluit in het Belgisch Staatsblad. Dit wil zeggen dat we
officieel in fase 2 zitten in de overgang naar nieuwe voorschriften. In fase 2 begint de overgangsperiode van 6
maanden.

FASE 2: VANAF PUBLICATIE MINISTERIEEL BESLUIT

Een nieuw Belgisch model van voorschrift wordt gepubliceerd in een ministerieel besluit. Vanaf deze publicatie
geldt een overgangsperiode waarna de drie modellen van voorschriften naast elkaar bestaan.

* Het nieuwe Belgische model

* Het oude Belgische model voor niet-voedselproducerende dieren (tweeluik)

* Het oude Belgische model voor voedselproducerende dieren (drieluik)

Meer info: https://www.savab.be/nl/nieuws
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FASE 3: NAAFLOOP VAN DE OVERGANGSPERIODE VAN ZES MAANDEN
Alleen het nieuwe Belgische model is nog geldig. Vanaf de publicatie in het staatsblad te tellen, zal dit dus
zijn vanaf 3 maart 2025.

FASE 4: EEN MODELFORMAAT VOOR DE DIERGENEESKUNDE VOORSCHRIFTEN VAN DE
EUROPESE COMISSIE

De Europese Commissie kan door middel van uitvoeringshandelingen een modelformaat voor de diergenees-
kundige voorschriften vaststellen. Zodra de uitvoeringshandelingen zijn gepubliceerd, zal alleen het Europese
model nog geldig zijn.

SAVAB-leden hebben reeds gratis toegang tot de verschillende pakketten
van Vetlexicon, maar dit wordt nu gratis uitgebreid

Vetlexicon is een grote online encyclopedie waar dierenartsen terecht
kunnen voor het opzoeken van allerlei aandoeningen. Gaande van symp-
tomenbeeld, diagnosevorming en therapeutische opties en opvolging.
Inbegrepen in het SAVAB lidmaatschap was reeds de pakketten Ca-
nis, Felis, Lapis en Exotis (waarin Cavia, Fret en Reptielen vervat
zitten). Op die manier kan je dus over alle courante huisdieren die in de
gezelschapsdierenpraktijk langs komen informatie opzoeken. Vetlexicon
voegde onlangs ook Avis toe. Avis legt zich toe op het hobbypluimvee,
dat ook steeds couranter wordt in de gezelschapsdierenpraktijk.

SAVAB heeft met Vetlexicon samen gezeten en ervoor gezorgd dat ook
Avis toegevoegd wordt aan het pakket voor SAVAB leden. Vanaf 1 september Kkrijgen alle bestaande leden
automatisch toegang tot het pakket Avis, bovenop hun bestaande pakketten.
Ben je nog geen lid bij SAVAB? Dan kan je op dit moment nog lid worden aan voordeeltarief via de SAVAB-
website. Je kan dan ook reeds proeven tot het einde van het jaar van alle ledenvoordelen om volgend jaar uiter-
aard van in het begin van het jaar lid te worden en zo te blijven genieten van de talrijke voordelen.

Verplicht gebruik antibiogram vanaf 1 september 2024

Vanaf 1 september 2024 is het verplicht om het gebruik (toedienen, af-
leveren of voorschrijven) van quinolonen en derde- en vierdegeneratie-

cefalosporinen (kritisch belangrijke antibiotica) voor alle diersoorten te
verantwoorden door middel van een antibiogram. agg
federaal agentschap voor genee

Deze verplichting bestaat al voor het gebruik van kritisch belangrijke an-
tibiotica bij voedselproducerende dieren en zal vanaf 1 september 2024
voor alle dieren gelden (gewijzigd koninklijk besluit van 21 juli 2016). De voorwaarden voor het gebruik
van quinolonen en 3de en vierdegeneratiecefalosporinen, met uitzondering van intra-mammaire preparaten
(d.w.z. moleculen waaraan een rode AMCRA-kleurcode is toegekend), zullen vanaf 1 september 2024 gelden

gezor
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voor alle dieren, inclusief gezelschapsdieren en paarden. Dierenartsen zullen daarom alleen kritisch belangrijke
antibiotica mogen voorschrijven, leveren of toedienen als een gevoeligheidstest (antibiogram) aantoont dat de
te behandelen infectie wordt veroorzaakt door een bacteriestam die alleen gevoelig is voor het geteste kritisch
belangrijke antibioticum. Er gelden kwaliteitsnormen voor laboratoria die antibioticagevoeligheidstesten
uitvoeren.

Voor uitzonderingen op de toepassing van het antibiogram voor het gebruik van kritisch belangrijke antibiotica:
https://www.savab.be/nl/nieuws

A\/fef FUkfIm

Maak kennis met onze

ARIETTA Echografie systemen
(voorheen Aloka) door een vrijblijvende
demonstratie bij u op de praktijk

Wij leveren bloedanalyse, echografie, rontgen, endoscopie, CT, MRI en C-bogen

Nederland Belgié
Edisonstraat 1a Westpoort 62

2811 EM Reeuwijk 2070 Zwijndrecht

+31 182 229 080 +32 33756040
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Hoe een doordeweeks practicum een schokgolf joeg
doorheen de immunologie

De ontdekking in 1989 van nanobodies door Cécile Casterman, Serge Muyldermans en Ray-
mond Hamers

Het is intussen al meer dan dertig jaar geleden, en nu wereldwijd bekend, vooral bij lief-
hebbers van geld en beurswaarden, maar de ontdekking in 1989 van een voorheen onbekend
type antistoffen in het departement Biologie van de VUB levert ons een mooie illustratie
op van de manier waarop belangrijke vooruitgang in het wetenschappelijk onderzoek door
toeval kan gebeuren. Dergelijk toeval, geholpen door inzicht, noemt men ’serendipiteit’: het
vermogen van alerte geesten om uit toevallige waarnemingen, die niet overeenkomen met de
gangbare kennis, valabele conclusies te trekken. De rare term werd afgeleid uit een oosters
sprookje dat zich afspeelt in Sri Lanka, in het Perzisch Serendip. De ontdekking van penicil-
line door Fleming is het klassieke voorbeeld daarvan. Aan de basis ligt niet louter geluk: de
onderzoeker moet een brede en stevig gefundeerde achtergrondkennis hebben en — vooral — in
staat zijn onconventioneel te denken en te oordelen.

Het verhaal speelt zich af in omstandigheden die men ook al niet licht zal associéren met
prestigieus wetenschappelijk onderzoek: een routinepracticum Immunologie aan de VUB,
Faculteit Biologie. Alles wordt klaargezet om de jaarlijkse oefening ‘fractionering van im-
munoglobulines’ uit te voeren. Dat gebeurt in gelelektroforese: polyacrylamide filmpjes met
konijnenserum. Cécile Casterman, die het practicum leidt, trekt een diepvrieskast open en
haalt er serum uit, dat toevallig was blijven liggen. De studenten zetten zich aan het werk,
maar bij het aflezen van de testjes blijken de normaal te verwachten ‘lichte’ eiwitbanden te
ontbreken. Enkel de ‘zware’ fractie is goed zichtbaar. De meeste VDT-lezers zullen zich nog
wel herinneren dat immunoglobuline G van mensen en verwante dieren bestaat uit twee lichte
en twee zware ketens. Cameliden (kameelachtigen) hebben dit niet, zo blijkt. Ze moeten het
stellen met enkel ‘zware’ ketens. De kameelantistoffen hebben daardoor een kleiner molecu-
lair gewicht. Vandaar de term nanobodies, afgeleid van het Latijnse woord voor klein, dwerg.
Denk aan het Franse woord “nain” of aan nanometer.

Wat is er gebeurd bij dat Brusselse practicum? Contaminatie of wat? En wat moest men
daarmee aan? Het hele boeltje in het vat ‘Klein Gevaarlijk Afval’ kieperen en de misbaksels
vergeten? Hier was in elk geval meer dan toeval aan de hand: herhalingen leverden hetzelf-
de resultaat op. De practicummonsters bleken Marokkaans dromedarisserum te bevatten, in
plaats van het gebruikelijke konijnenserum. Het meest waarschijnlijk is dat het die bewuste
drukke practicumdag ontbrak aan tijd en/ of goesting om nog konijntjes uit de proefdierstal-
len te halen en serum te prepareren. Een heel gedoe. Ontdekking dus te wijten aan luiheid? Of
was het dierenliefde?

Hoe dan ook, de onderzoeksgroep onder leiding van prof. Hamers zet door, een doctoraat-
student bijt er zich in vast en dit resulteert onder andere in een artikel in Nature (Hamers-Cas-
terman et al., 1993). En toen was het hek van de dam. Raymond Hamers werd samen met zijn
vrouw Cécile Casterman medeoprichter van Ablynx in het Wetenschapspark — Zwijnaarde, en
dat werd een farmaceutisch - wetenschappelijk succesverhaal. Hamers kon daarmee een van
zijn dromen waarmaken: de creatie van een leerstoel aan de VUB: History and Phylosophy
of Sciences (2013). Beide echtgenoten zijn intussen overleden: Cécile in 2020 en Raymond
een jaar later.

Luc Devriese
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voor tickets:

OKT

: Een onvergetelijk
weekend voor de dierenarts van morgen

Expovet, het event voor de dierenarts van de toekomst, vindt plaats op 26 en

27 oktober 2024 in de Oktoberhallen, Wieze. Dit jaar groter en inspirerender

dan ooit, georganiseerd door diergeneeskundestudenten, met volop kansen
om te leren, netwerken en de nieuwste innovaties te ontdekken.

Een Weekend Vol Innovatie en Educatie
Expovet staat bekend om zijn inspirerende
lezingen en workshops, speciaal ontworpen
voor dierenartsen en studenten. Dit jaar werken
ze samen met Symposium om interactieve
sessies te bieden rond actuele thema's in de
diergeneeskunde, van baanbrekende
behandelingen met monoklonale antistoffen tot
diagnostiek en behandeling van
kruisbandrupturen bij honden. De lezingen
bieden bijscholingspunten (NGROD-
geaccrediteerd) en helpen je om bij te blijven in
je vakgehied.

Samenwerkingen die het Verschil

Maken

Expovet is meer dan een beurs—het is een
antmoetingsplek. Dankzij hun samenwerking
met VetJob, waar bedrijven en dierenartsen
elkaar vinden, vergroot je je kansen in de sector,
of je nu op zoek bent naar talent of een nieuwe
uitdaging.

De Kracht van Jong Talent

Ons team bestaat uit gepassioneerde
diergeneeskundestudenten, gedreven om een
evenement te creeren waar kennis en
innovatie samenkomen in een inspirerende
omgeving. Ze brengen Expovet tot leven met
een frisse blik en aandacht voor detail.

Mis het Niet!

Zet 26 en 27 oktober 2024 in je agenda en kom
naar de Oktoberhallen te Wieze voor een
weekend vol kennis en inspiratie. Bezoek
expovet.be voor meer info en schrijf je in!

@expovet_vdk
& www.expovet.be

Oktoberhallen te Wieze:
Schrovestraat 22A,
9280 Lebbeke, Belgie
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