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Underdiagnostiseres Giardia lamblia
0g Cryptosporidium med navaerende
rutinemetode for parasittundersgkelse?

Cryptosporidium oocyster og Giardia cyster
i fekalt materiale indikerer parasittinfeksjon i tarmkana-
len. Mikroskopering av jodfarget preparat, som ofte brukes
som rutinemetode, antas 4 ha begrenset sensitivitet. Pa utvalg-
te prover benytter vi derfor en mer sensitivimmunfluorescens-
metode i tillegg, men antall prgver som undersgkes slik er lavt.

Av L

Hensikten med denne studien var &
undersgke om parasitter detekteres ofte-
re dersom tilleggsmetoden benyttes pa
alle prgver, noe som i sa fall vil indikere
at parasittinfeksjon underdiagnostiseres
med navaerende rutinemetode.

Innledning

Giardia lamblia er den hyppigst diagnosti-
serte humane tarmparasitten pa verdens-
basis, og infeksjonen giardiasis forekom-
mer bade som epidemi og sporadisk (1).
Smitte skjer direkte eller indirekte fekalt-
oralt. Forurenset drikkevann er den van-
ligste arsaken til giardiasis og prevalen-
sen er hgy i omrader med darlige sani-
taere forhold. Giardia pavises vanligvis i
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to til fem % av avferingsprever rekvirert
for parasittundersgkelse i industriland,
mens 20 - 30 % av prgvene er positive
for Giardia i utviklingsland (1). Giardiasis
kan forarsake diaré, oppblasthet, mage-
smerter, kvalme og brekninger, men kan
ogsa fortone seg asymptomatisk. I omra-
der med hgy prevalens av Giardia vil en
stor andel av infiserte personer vaere
langvarige baerere av parasitten uten a fa
symptomer pd sykdom. Giardia er imid-
lertid en kjent arsak til turistdiaré hos
personer bosatt i industriland. Akutt for-
urensing av drikkevann i omrader der
parasittinfeksjoner vanligvis ikke fore-
kommer gir ogsa utbrudd med sympto-
matisk giardiasis. Kloakkforurensing av
et vannreservoar i Bergen forte i 2004 til
at omtrent 1500 personer ble diagnos-
tisert med giardiasis, men det antas at
antall smittede var betydelig hgyere (2).
Samme ar var det et utbrudd av giardia-
sis i en barnehage i Trondheim med tolv
verifiserte tilfeller (3). Hoy prevalens av
Giardia i barnehagemiljg er for gvrig et
velkjent fenomen.

Metronidazol er vanligvis farsteval-
get ved behandling av giardiasis, og bade
syke og asymptomatiske baerere skal
behandles.

Cryptosporidium er en annen type
encellet parasitt som forarsaker tarmin-
feksjon hos mennesker (4). Smittekilder

og sykdomsforlgp likner giardiasis og
gir en forbigdende gastroenteritt av en
til fire ukers varighet hos individer med
normalt immunforsvar. Bade giardiasis
og cryptosporidiose kan ogsa gi mer kro-
niske tilstander, og Cryptosporidium kan
hos immunsvekkede personer gi alvor-
lig infeksjon. Behandlingen ved Crypto-
sporidiuminfeksjon er i forste omgang a
korrigere en eventuell immunsvikt, men
antiparasitteer behandling med nitazoxa-
nid kan ogsa vaere aktuelt. Cryptospori-
diose er langt mer sjelden enn giardiasis,
og dessuten vanskeligere a pavise. Like-
vel har det blitt rapportert flere tilfeller
av cryptosporidiose i Norge i senere tid,
hvorav det storste utbruddet rammet en
leirskole i 2009 der 51 personer ble infi-
sert (5).

Giardia og Cryptosporidium er begge
avhengige av en vert for a formere seg.
Parasittenes livssyklus inkluderer en hvi-
leform og en aktiv form. Hvileformene
til Giardia og Cryptosporidium kalles hen-
holdsvis cyster og oocyster, og er relativt
motstandsdyktige i fuktig milje utenfor
verten. Cystene og oocystene blir aktivert
og formerer seg i gvre tarmkanal, men
returnerer til hvileform for de skilles ut
som infeksigse cyster og oocyster med
avfgringen.

Det er cyster og oocyster som detekte-
res ved pavisning av giardiasis eller cryp-
tosporidiose i fekalt materiale.

Nygard et al. rapporterte for en tid til-
bake at de fleste av landets medisinsk-
mikrobiologiske laboratorier benytter
mikroskopering av konsentrerte, farge-
de preparat som rutinemetode for pavis-
ning av parasitter (6). Ved mikroskope-
ring av jodfarget preparat gjenkjennes
Giardia-cystene relativt enkelt pa grunn
av sin ovale form, stgrrelse (7-12 um) og
distinkte polynuklezere morfologi. Ved



langvarige infeksjoner der antallet cys-
ter som regel er lavt, reduseres sensiti-
viteten til denne metoden. Cryptospori-
dium-oocystene er mindre (2-6 um) og
derfor vanskeligere a identifisere. I til-
legg kan den kokkoide morfologien til
oocystene forveksles med andre bestand-
deler i feces som for eksempel Candida
spp (gjeersopp). Jodfarget preparat antas
derfor a vaere lite egnet for pavisning av
Cryptosporidium. Flere laboratorier benyt-
ter mer sensitive tilleggsundersgkelser,
spesielt nar cryptosporidose mistenkes.
Disse undersgkelsene benyttes imidlertid
bare pa utvalgte prover, og ti laboratorier
oppgav i overnevnte studie at de under-
sokte faerre enn ti prever per ar for Cryp-
tosporidium (6).

Forekomsten av giardiasis og crypto-
sporidiose i Norge antas d vaere lav, men
stadig gkt innvandring, reiseaktivitet og
rapporterte utbrudd gjer at det er mistan-
ke om at parasittinfeksjonene underdiag-
nostiseres (3, 6). I dag rekvireres parasitt-
pavisning pd medisinsk indikasjon hos
innvandrere, og ofte ved mistanke om
tarminfeksjon hos nordmenn som har
veart utenlands.

Ved vart laboratorium mikroskoperer
vijodfarget preparat for a pavise parasit-
ter i fekalt materiale. Ved spesielle indi-
kasjoner, for eksempel utbrudd med gas-
troenteritt, immunsuppresjon eller lang-
varig klinikk, utfgres i tillegg en mer sen-
sitivimmunfluorescensbasert metode.
Tilleggsmetoden utfares ogsa dersom
rekvirenten spor spesielt etter Giardia
eller Cryptosporidium. Likevel undersgkes
relativt fa prover med denne tilleggsme-
toden, noe som kan fgre til en eventuell
underdiagnostisering. Vi gnsket derfor
a undersgke om den mer sensitive meto-
den bgr benyttes oftere enn i dag.

Materiale og metode

Provemateriale. I periodene 15. april til
19. mai og 9. september til 6. oktober
2013 ble det mottatt henholdsvis 84 og 51
fecesprgver rekvirert for parasittunder-
sgkelse ved Seksjon bakteriologi, Senter
for laboratoriemedisin, Sykehuset Jst-
fold.

Preparering av fecespraver. Feces (2 - 3 ml)
ble lgst i 7 ml 10 % formalin. Ulgselige
komponenter ble fjernet og 3 ml eter til-
satt. Provene ble konsentrert ved sentri-
fugering ved 1500 g i tre minutter.
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Visualisering av parasitter med to forskjellige deteksjonsmetoder. Fiksert og
konsentrert feces ble farget med jod og visualisert ved lysmikroskopi (venstre), eller immun-
merket med FITC-konjugerte antistoffer og visualisert med fluorescensmikroskopi (hoyre).
Giardia-cyster er anvist med tynne piler og Cryptosporidium-oocysten med en tykk pil.

Pavisning av cyster og oocyster ved lysmi-
kroskopi. En drape preparert fecesprove
blandet med tre til fire draper jodlgsning
ble avsatt pa objektglass og analysert for
cyster og oocyster i et lysmikroskop ved
40 x forstorrelse.

Pavisning av cyster og oocyster ved fluores-
censmikroskopi. MERIFLUOR Cryptospo-
ridium/Giardia (C/G) fra Meridian Bio-
science ble benyttet for direkte immun-
fluorescens deteksjon i henhold til pro-
dusentens anbefalinger. Preparerte pro-
ver ble tilsatt parasittspesifikke antistof-
fer konjugert til fluorescein isothiocyana-
te (FITC) og inkubert i 30 minutter. Over-
fladige reagenser ble vasket av og prgven
ble analysert i et fluorescensmikroskop
ved 40 x forstgrrelse. Positiv og negativ
kontroll ble inkludert i alle prgveoppsett.

Resultater

Funn av Cryptosporidium oocyster og Giar-
dia cyster detektert med standard metode og
fluorescensmikroskopi: Fecesprgver rekvi-
rert for parasittundersgkelse ble prepa-
rert og analysert med lys- og fluorescens-
mikroskopi som beskrevet i materiale

og metode. Resultatene er presentert i
Tabell 1.

Lys- og fluorescensmikroskopi: Deteksjon
av parasitter er visualisert med bade lys-
og fluorescensmikroskopi (Figur 1). Jod-

Immun-
Standard fluorescens-
metode deteksjon
Giardia 3 3
Cryptosporidium 1] 1
Totalt ant. prover 135 135

Deteksjon av Cryptosporidi-
um-oocyster og Giardia-cyster i fecespre-
parat ved standard metode (lysmikroskope-
ring av jodfarget preparat) og immunfluo-
rescensdeteksjon (fluorescensmikroskopi
av preparat behandlet med parasittspesi-
fikke, FITC-konjugerte antistoffer).

fargede Giardia cyster er relativt lett gjen-
kjennelige ved lysmikroskopering som
polynuklezere, ovale strukturer i storrel-
sesorden 7-12 um. Ved fluorescensmikro-
skopi gjenkjennes ogsa morfologi, men
Giardia cystenes polynukleare karakte-
ristikk kan ikke observeres. Cryptospori-
dium oocyster ble pavist ved fluorescens-
mikroskopi i én pregve fra en pasient med
gastroenteritt etter utenlandsopphold
(Figur 2). Prgven ble ikke undersgkt med
immunfluorescensmikroskopi som en
del av rutineundersgkelsen fordi parasit-
ten ble oversett ved lysmikroskopering.
Jodfarget preparat ble hentet frem igjen
etter pavisning av Cryptosporidium oocys-
ter i tilleggsproven og parasitten ble der-
etter ogsa pavist ved lysmikroskopi.
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Jodfarget (venstre) og fluorescensmerket (hgyre) preparat av preven der Cryp-
tosporidium-oocyster ble pavist. Cryptosporidium-oocyster er anvist med tynne piler i det
jodfargede preparatet.

Diskusjon og konklusjon

Med utgangspunkt i mistanken om at
giardiasis og cryptosporidiose underdi-
agnostiseres i Norge, samt at var stan-
dardmetode for pavisning av parasitter
i fekalt materiale ikke ansees for a vaere
spesielt sensitiv, gnsket vi 3 undersgke
om antall positive prgver ville gke der-
som alle prgver mottatt for parasittun-
dersgkelse ble undersgkt med en mer
sensitiv metode. Rutinen peridager at
denne mer sensitive tilleggsmetoden kun
benyttes pa utvalgte prover.

Flere norske laboratorier som utferer
parasittpavisning har tidligere oppgitt
at de innehar supplerende hurtigtester
basert pd bl.a. immunkromatografi, ELI-
SA (ProSpecT Giardia Microplate Assay)
og immunfluorescens (MERIFLUOR C/G)
(6). Vi benytter sistnevnte som supple-
rende test i var rutine. MERIFLUOR C/G
benytter en miks av FITC-merkede anti-
stoffer spesifikke for overflatestruktu-
rer pa Giardia og Cryptosporidium, noe
som skal gi hoy sensitivitet, blant annet i
prover med liten parasittmengde. Ulem-
per med slike tester er at de er relativt
kostbare og tidkrevende a utfore. Ved
Sykehuset Jstfold ble kun 27 av 601 pre-
ver rekvirert for parasittundersgkelse,
undersgkt med denne tilleggsmetoden i
2012.

Det ble ikke pavist flere tilfeller av giar-
diasis ndr immunfluorescenstest ble
benyttet pa alle prevene i var undersg-
kelse (Tabell 1). Begge metodene paviste
Giardia lamblia i 3 av 135 prever. Resul-
tatene indikerer derfor at giardiasis ikke
underdiagnostiseres i vart opptaksomra-
de. Det ma imidlertid tas heyde for at alle
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prevene analysert i studien var spesifikt
rekvirert for parasittundersgkelse, noe
som diskuteres videre nedenfor.

Cryptosporidium oocyster ble oppdaget
ved fluorescensmikroskopi i én prgve der
parasitten ikke ble pavist ved rutineme-
toden. Det gir grunn til 3 vurdere om en
mer sensitiv metode bgr benyttes oftere
for & pavise cryptosporidiose. Men siden
Cryptosporidium kun ble padvist i én preve,
antas gevinsten ved a utfgre immunflu-
orescenstest pa alle prgver a veere liten.
Néveerende praksis med bruk avimmun-
merking pa utvalgte prever later til &
veere en mer fornuftig tilneerming. Vare
observasjoner underbygger teorien om at
cryptosporidiose er en sjeldent forekom-
mende infeksjon i var region.

Det finnes adskillige andre tester for
pavisning av Giardia og Cryptosporidium.
En aktuell metode er polymerasekjede-
reaksjon (PCR). Metoden er meget sensi-
tiv, gir mulighet til kvantifisering og kan
differensiere genotyper slik at det blir
enklere a identifisere etiologisk agens.
Eksempelvis rapporterte Ajjampur og
medarbeidere at hyppigheten av Crypto-
sporidium spp. gkte fra 4,4 % til 15,2 % (P
< 0,001) nar PCR ble anvendt sammenlik-
net med mikroskopering av farget prepa-
rat (7). Dette skyldes trolig at Cryptospori-
dium er relativt vanskelig a pavise i fekalt
materiale. I var sammenlikningsstudie
var det ikke rom for d inkludere PCR,
men implementering av denne teknikken
i parasittdiagnostikk bgr vurderes.

Periodiske variasjoner for pavisning
av bade Giardia og Cryptosporidium er
rapportert, og gkt insidens forekommer
ofte etter varme perioder (1, 4). Antal-

let positive prgver antas ogsa 4 stige etter
en sesong med gkt reiseaktivitet. Vi valg-
te derfor a analysere prgver bade for og
etter sommermanedene. Prgven som
inneholdt Cryptosporidium oocyster ble
mottatt i perioden etter sommermane-
dene, men alle prgvene der Giardia cyster
ble pavist ble mottatt for sommeren. Der-
med ser ikke vare resultater ut til 3 veere
pavirket av sesongvariasjoner.

Et annet nevneverdig element i studien
er at den konvensjonelle mikroskoperin-
gen ble utfort av personell med god erfar-
ing i d pavise parasitter i feces. Slik erfar-
ing er ngdvendig for a sikre rutineme-
todens validitet. Konklusjonene i denne
studien forutsetter at det er erfarent per-
sonell som utfgrer rutinemetoden.

I'tillegg til problematikken rundt labo-
ratoriediagnostikken er det ogsa mulig
at giardiasis og cryptosporidiose kan
vare underdiagnostisert fordi parasitt-
undersgkelse rekvireres for sjeldent. Det
kunne derfor vaert interessant a mikro-
skopere prgver innsendt for dyrkning av
patogene tarmbakterier, der parasittin-
feksjon ikke var mistenkt. Funn av Cryp-
tosporidium eller Giardia i slikt materiell
ville underbygget mistanken om at para-
sittundersgkelse bar rekvireres oftere i
fecesprover.
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