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SAMMANFATTNING

Giardia ér encelliga parasiter, sa kallade protozoer. Slaktet Giardia omfattar flera arter varav en,
Giardia intestinalis (synonymer: Giardia duodenalis och Giardia lamblia), infekterar mag-
tarmkanalen och kan orsaka sjukdom hos djur och médnniskor. Manga infektioner forloper helt
symtomfritt bdde hos djur och ménniskor men dessa individer kan @nda sprida smittan vidare.
Vanliga symtom vid infektioner hos ménniska ar diarré, buksmérta, magkramper, trotthet och
viktminskning. Hos vuxna notkreatur och kalvar har endast 16s avforing kunnat kopplas till
giardiasis men det finns dven undersokningar som inte hittat ndgra samband mellan 16s avforing
och infektion. Parasiten smittar fekalt-oralt via cystor som utsondras med avforingen. Vanliga
smittvagar dr direktsmitta, vatten och nér det géller manniskor till en mindre del livsmedel.

Syftet med studien var att undersdka prevalensen av G. intestinalis hos kalvar 1 svenska
dikobesédttningar samt att undersoka om det fanns nagot samband mellan andelen smittade djur
och deras alder.

277 avforingsprover samlades in fran 24 dikobeséttningar 1 2 omraden i Sverige. Alla djur 1
undersdkningen var under 3 ménader vid provtagningen. En dversiktlig klinisk undersékning
gjordes av varje individ. Proverna koncentrerades, kylforvarades och undersoktes sedan med
flourescensmikroskopering. Den yngsta positiva individen var bara 1 dygn gammal. Prevalensen
var 38,3 % (CI 95 % 32,6 — 43,9 %) och det fanns ett samband mellan alder och andelen
infekterade djur. Storst andel infekterade djur fanns i den 7e till 9¢ levnadsveckan. Det fanns
ocksa ett samband mellan kalvens kon och infektion. Fler tjurkalvar var infekterade &n
kvigkalvar. Kvantifiering av antalet utsondrade cystor tyder pa forekomst av ’superspridare”.



SUMMARY

Giardia intestinalis (synonyms: Giardia duodenalis and Giardia lamblia) is a microscopic, single
cell, intestinal parasite that infects humans and animals. Common clinical signs in humans
include diarrhea, abdominal pain, abdominal cramps, fatigue and weight loss. In cattle, the only
symptom associated with infection is loose stool but there are also publications that contradict
those findings. However, it is quite common for both humans and animals to be infected and have
no signs of illness. These individuals can still transmit the parasite to others and contaminate the
environment. The parasite is transmitted as cysts via the fecal-oral route, either by individual-to-
individual contact or by ingestion of contaminated food or water. Animals also contract the
infection from their environment and their herd/pack-members through oral contact with fur, soil,
plants, beddings, fecal matter stuck to tools and stable interior etc.

A study was conducted to investigate the prevalence of Giardia intestinalis in beef calves in
Swedish suckler herds. I further aimed to investigate if any significant correlation could be found
between the age of the infected animal and the percentage of infected animals.

277 faecal samples were collected from 24 beef suckler herds in two different regions in Sweden.
The animals were all under 3 months old at the time of sample collection. A brief, clinical
examination was performed on every individual. The samples were concentrated, stored and later
examined with fluorescence microscopy. The youngest positive calf sampled was only 1 day old.
The prevalence was 38,3 %, (CI 95% 32,6 — 43,9%) and there was a correlation between age and
percentage of positive animals. The animals between 7 and 9 weeks of age had the highest
infection rate. There was also a correlation between gender and infection by Giardia intestinalis.
The bull calves were more frequently infected than the heifers. Quantification of excreted cysts
per gram of faecal matter implies the existence of super shedders.
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INLEDNING

Giardia ér encelliga parasiter, sa kallade protozoer. Sliaktet Giardia omfattar flera arter varav en,
Giardia intestinalis (synonymer: Giardia duodenalis och Giardia lamblia), infekterar mag-
tarmkanalen och kan orsaka sjukdom hos djur och ménniskor. En infektion forloper ofta
asymtomatiskt och nér symtom pa sjukdom uppstér dr de inte patognomona, dvs specifika for just
giardiasis (Lane & Lloyd, 2002). Vanliga symtom &r diarré, buksmérta, magkramper, trotthet och
viktminskning (Robertsson, 1996; Adam, 2001; Hill & Nash, 2015).

Parasiten smittar fekalt-oralt via cystor som utsondras med avforingen. Vanliga smittvagar ar
direktsmitta, vatten och till en mindre del livsmedel (Smith ez al., 2007; EFSA & ECDC, 2015).
G. intestinalis dr uppdelad 1 undergrupper som kallas genotyper eller assemblages. En del av
dessa genotyper har zoonotisk potential, det vill sdga de kan smitta mellan ménniskor och djur
(Feng & Xiao, 2011).

G. intestinalis ér en vanligt forekommande parasit hos ndtkreatur och andelen infekterade djur
Okar fram till 6 manaders alder (Xiao & Herd, 1994; Nydam et al., 2001; Ralston et al., 2003b;
Becher et al., 2004). Notkreatur kan vara bérare av genotyper som kan infektera ménniskor
(O’Handley et al., 2000; Coklin et al., 2007; Inpankaew et al., 2015) och en studie utférd i Indien
indikerar att ndtkreatur kan smitta de som arbetar med djuren (Khan et al., 2011). I teorin skulle
de betande notkreaturen dven kunna fororena vatten och livsmedel avsedda for ménsklig
konsumtion med cystor av dessa genotyper (Grit ef al., 2012; Abeywardena et al., 2013).

G. intestinalis forekommer i1 svenska mjdlkkobeséttningar men det &r inte ként hur vanlig den &r
hos véra dikor. Det pagér ett kontinuerligt arbete med att skydda befolkningen bade i Sverige och
1 Ovriga vérlden fran vattenburna smittor och 1 detta arbete ingar Giardia som en potentiell
patogen som behover kontrolleras och bekdmpas (Smittskyddsinstitutet, Livsmedelsverket,
Svenskt Vatten, 2012). Bade dricksvatten och badvatten diskuteras som kéllor for smittsamma
sjukdomar (Shuval, 2003; SMI, 2012) och i Livsmedelsverkets kontrollhandbok Végledning —
Dricksvatten” (Livsmedelsverket, 2014) ingér krav pa en mikrobiologisk analys eller
motsvarande riskbeddmning for att bestimma om ett vattenreningsverk behdver ha en UV-
behandling eller en mikrofiltrering installerad. Bdda dessa metoder renar vattnet tillfredsstéllande
fran Giardia men &r inte standard i alla reningsverk. Huruvida sddana sa kallade
sdkerhetsbarridrer kravs eller inte vid framstdllningen beror péd kvaliteten pa ravattnet som
anvinds for anldggningens dricksvattenberedning (Livsmedelsverkets foreskrifter om
dricksvatten, SLVFS 2001:30).

Obehandlat dagvatten i Sverige innehéaller hoga halter av Giardia-cystor (Ottosson et al., 2006)
och Giardia ar den vanligaste mag- tarmparasiten som diagnostiseras i landet med 1491
rapporterade fall &r 2016. Ett genomsnitt av antalet fall de senaste 5 fullstdndiga aren 2012 —
2016 ar 1312 fall per ar (Folkhdlsomyndigheten, 2016). Antalet rapporterade infektioner av
Giardia 1 EU- och EEA-ldanderna har legat stadigt pa ungefar samma niva mellan 2007 och 2012
(ECDC, 2014). Det bor dock noteras att detta inkluderar siffror fran ldnder dar flera inte har
anmaélningsplikt for Giardia-infektion. Eftersom bade smittsparning vid utbrott av epidemier och
riskbeddmningar vid uppréttandet av skyddsomrdden for vattentdkter dr beroende av korrekta
grunddata dr detta arbete av intresse ur ett folkhédlsoperspektiv.

Syftet med studien var att undersoka prevalensen av G. intestinalis hos kalvar 1 svenska
dikobesédttningar samt att undersoka om nagon alderskategori utsondrar fler cystor &n dvriga.
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LITTERATUROVERSIKT

Historia och taxonomi

Parasitens historia presenteras i 6versiktsartiklar av Adam (2001) och Ford (2005). Giardias
officiella upptéckt tillskrivs Anthony van Leuwenhock &r 1681. Han drabbades under en period
av svar diarré och undersokte da sin egen avforing 1 ett l[jusmikroskop. Han beskrev att han
observerade sma djur som han tyckte liknade viggloss eller grdsuggor som till synes rorde sig
fritt over synfiltet. En mer detaljerad beskrivning gors sedan av Vilém Lambl ar 1859 som dopte
organismen till Cercomonas intestinalis. Efter det har Lambls namn anvints som bendmning pa
bade sldktet, Lamblia intestinalis, och den specifika art i slaktet som infekterar bade ménniska
och djur, Giardia lamblia (Adam, 2001).

Namnet Giardia anvidnds forsta gangen 1882 av Kunstler som beskriver och doper en organism
han hittat i tarmen hos grodyngel. Stiles doper sa smaningom organismen som hittats hos
manniska till Giardia duodenalis (Adam, 2001). 1915 antogs Giardia lamblia officiellt som
namn pd arten for att kunna hedra tvd professorer som bdda arbetat med parasiten och efter det
blev Giardia det vedertagna namnet pa hela sléktet (Ford, 2005). Idag anvénds alla tre namnen
(G. intestinalis, G. lamblia och G. duodenalis) synonymt.

Taxonomiskt anses Giardia idag ha sex arter dir G. intestinalis ar en. G. intestinalis ar sedan
uppdelad i atta s.k. assemblages (genomgéende refererat till som genotyper i denna uppsats), fran
genotyp A till H baserat pé genetiska olikheter och vilka varddjur de infekterar (Lebbad, 2010;
Feng & Xiao, 2011). Genotyperna A och B har sedan delats in i numrerade subtyper, Al, Al och
AIII samt BIII och BIV (Monis et al., 1996).

Det ar fortfarande inte helt klarlagt hur de olika Giardia-arterna, och i forekommande fall
genotyperna, dr besldktade med andra encelliga organismer eller ens med varandra och en snar
revision av sldkttradet dr sannolik. Nu har man borjat studera genomet for varje genotyp och
subtyp i detalj och stddja sig pa dessa fynd for klassificering istillet for morfologi,
vardspecificitet eller patogenes (Lujan & Svird, 2011; Plutzer ef al., 2010). Dessutom har
genetisk forskning visat tillriackligt stora skillnader mellan generna hos exemplar inom samma
genotyp att det kan bli aktuellt att dela upp dem i nya arter istéllet (Ankarklev, 2012).

Vi vet idag ganska mycket om vilka arter och genotyper som kan infektera och spridas av vilka
vérddjur men ny information kompletterar staindigt var kunskap om parasitens
utbredningsomraden, infektionspotential och patogenicitet. Vara séllskaps- och tamdjur &r kidnda
potentiella birare av genotyper A och B (Feng & Xiao, 2011) som &r de genotyper som oftast
identifieras hos sjuka manniskor (Sprong et al., 2009). Notkreatur ér oftast infekterade med
genotyp E men man har ocksa identifierat genotyperna A och B (Coklin ef al., 2007; Inpankaew
et al., 2015). En studie av médnniskor pa egyptiska landsbygden visade att s& ménga som 62,5 %
var infekterade med genotyp E (Abdel-Moein & Saeed, 2016) s& den zoonotiska potentialen hos
G. intestinalis genotyp E bor inte avfardas utan behover undersokas vidare. Man kan heller inte
helt utesluta att ménniskor 1 vissa fall skulle kunna vara en smittkélla for notkreatur.

Genotyperna A och B har ocksa nyligen patréiffats i sjolejon 1 Australien (Delport et al., 2014),
hos jaguar, chinchilla, struts och primater 1 fangenskap 1 Brasilien (Soares et al., 2011) och i



odlade och vildfangade fiskar i Egypten (Ghoneim et al., 2012). De har ocksa hittats i1 hjort,
kdnguru, dingo, hést och riv (Ng et al., 2011).

Tabell 1. Genotyper och subtyper av Giardia intestinalis och hos vilka véirddjur de pdtrdffats. 1
forekommande fall har zoonotisk potential angetts. Tabellen baseras pd Feng & Xiao (2011), Sprong et.
al (2009), Lebbad (2010) och Abdel-Moein & Saeed (2016)

Genotyp med numrering av subtyper Virddjur

Al Mainniska och andra ddggdjur, zoonotisk
potential

All I huvudsak minniska, zoonotisk potential

Alll I huvudsak andra ddggdjur én ménniska,
zoonotisk potential

BIII Mainniska och andra didggdjur, zoonotisk

BIV potential

C/D Hund, enstaka fynd hos ménniska

E Idisslare, hist, gris, enstaka fynd hos
ménniska

F Katt, enstaka fynd hos méinniska

G Rétta

H Sal

Livscykel

G. intestinalis har en direkt livscykel och smittar fekalt-oralt (Smith et al., 2006). Cystor &r det
smittsamma stadiet av parasiten. De intas av virddjuret och reagerar pa det 1aga pH-virdet i
magsacken sa att cystan borjar sin kldckningsfas, sin excystering (Gardner & Hill, 2001). Den
fullbordar excysteringen i1 6vre tunntarmen och sldpper ut en s.k. excyzoit med fyra cellkdrnor.
Excyzoiten &r ett forstadium till parasitens fullvuxna stadium som kallas trofozoit. Den nyklackta
excyzoiten delar sig tva ganger i snabb foljd utan replikationsfas och sedan mognar dessa ut till
trofozoiter (Bernander et al., 2001) Varje cysta ger pa sa vis upphov till fyra trofozoiter med tva
cellkdrnor vardera. Vil etablerade i tarmen forokar sig sedan trofozoiterna via binér delning. De
koloniserar tarmen dér de féster till slemhinnan med hjilp av en rund, sugkoppsliknande struktur
pa cellens tillplattade sida. De forflyttar sig i miljon med hjéilp av fyra par flageller (House et al.,
2011). Trofozoiterna encysteras till sist i jejunum, den nedre delen av tunntarmen, och cystorna
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utsondras med avforingen (Adam, 2001). Cystorna dr omedelbart infektidsa, mycket téliga
(Wolfe, 1992; Olson et al., 1999; Robertson & Gjerde, 2004) och en komplett livscykel kan
genomforas pd 72 timmar (Thompson ef al., 1993).

Anatomi och celldelning

Trofozoiten dr 5-9 *12—15 um stor och innehaller tva cellkédrnor. Den har formen av ett halverat
paron med 4tta flageller arrangerade pa kroppen i fyra par. P4 den tillplattade undersidan sitter ett
vidhéftningsorgan som ser ut som en rund skiva (Brown et al., 2016; Adam, 2001). De fyra paren
flageller ar placerade kranialt, lateralt, kaudalt och ventralt. De fungerar som organismens
rorelseapparat, mest i frisimmande situationer men de anvinds dven nér organismen sitter
vidhéftad (Holberton, 1974; Erlandsen, 2004; House et al., 2011). De dr uppbyggda pa samma
sétt som flageller 1 andra eukaryota celler med liknande tubuliner. Parasitens ventrala skiva bestar
av jamnt fordelade, dverlappande mikrotubuli arrangerade i en konkav spiralstruktur (Brown et
al., 2016; Holberton, 1973a). Den bildar en flexibel, formodat rorlig (Kattenbach et al., 1996;
Feely et al., 1982), grund skil pa den bredaste delen av parasitens tillplattade sida. Den anvénds
for vidhéftning pa tarmens slemhinna (Brown et al., 2016) och hindrar trofozoiten, troligtvis
tillsammans med flagellerna och framforvarande mikrovilli i tarmen som fungerar pd samma stt
som ett vindskydd, fran att transporteras vidare tillsammans med flodet av ingesta som passerar
genom tarmen (Holberton, 1973b; Erlandsen ef al., 2004.).

Giardia &r en tetraploid organism, dvs den har fyra genomkopior. Den &r ocksé en diplomonad
vilket innebar att det genetiska materialet dr fordelat pa tvd cellkdrnor. Dess genom &r mellan
11,5 och 11,7 Mb stort och ar lagrat i 5 kromosomer. (Morrison et al., 2007; Jerlstrom-Hultqvist
et al., 2010). Precis som andra celler har Giardia flera stadier i sin cellcykel. Det som skiljer
Giardia-cellen fran de flesta andra eukaryota celler &r att G2-fasen &dr den ldngsta (Bernander et
al, 2001; Sagolla et al., 2006).

Cystan ér oval och 5 * 7-10 um stor. En mogen cysta innehaller 16 genomkopior fordelat pa 4
cellkdrnor (Erlandsen ef al., 1996; Elmendorf ef al., 2003). Detta mojliggdr en snabb delning nér
cystan ska etablera sig i ndsta vdrd, da tva celldelningar kan ske i f6ljd utan att arvsmassan
behover replikeras (Bernander et al., 2001). Cystan innehaller dven fragmenterade flageller och
andra delar av cytoskelettet och allt material dr inneslutet 1 ett taligt skal (Adams, 2001).

Encysteringsprocessen

Trofozoiterna reagerar pd hojt pH-vérde och frdnvaro av lipider (Lujan ef al., 1996) genom att
paborja encysteringen (Gardner & Hill, 2001). Processen regleras av transkriptionsfaktorer som
ar unika for encysteringsprocessen, kromatin-arrangerande enzymer och enzymer som reglerar
post-translationala &dndringar av proteiner (Einarsson ef al., 2016). De forsta forandringarna i en
trofozoit som paborjat encystering kan observeras redan efter 1,5 timme, under kontrollerade
forhallanden, da encysteringsvesikler (ESV) upptrader. ESV ér specialiserade vesikler som
transporterar cystviggsmaterial till parasitens ytmembran (Reiner et al., 1990).

I det endoplasmiska retiklet (ER), som markbart 6kar i storlek under encysteringsprocessen,
bildas proteiner som bygger upp cystans vigg och dessa transporteras till cellytan inuti ESV dér
innehallet toms ut och cystvdggen bildas (Gillin ez al., 1996). Flagellerna internaliseras gradvis
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forutom de mest kaudala som sa sméningom bildar en svans pa den omogna cystan och sedan
stots av. Den ventrala skivan fragmenteras och lagras inuti cystan i fyra delar (Midlej &
Benchimol, 2009). Efter ca 14 timmar har trofozoiten antagit en ny form, mer lik ett helt péron &n
ett delat (Langfredi-Rangel et al., 2003). Den fortsitter sedan dndra form och till slut dr den
symmetriskt oval. En mitos utan pafoljande cytokines sker under encysteringen. Aven om
Giardia inte har nagon dokumenterad sexuell forokning sé tyder mycket pa en viss
rekombination mellan cellkdrnorna. Detta har pdvisats just under encysteringen da de fyra
nybildade cellkdrnorna har formégan att byta genetiskt material med varandra. Denna process
kallas diplomixis av forfattarna (Poxleitner et al., 2008) och gor att genetiskt material kan
utvixlas mellan cellkdrnorna (Carpenter et al., 2012). En mogen, infektids cysta med fyra
tetraploida cellkdrnor kan sedan passera ut i miljon med vérdens avforing. (Erlandsen et

al., 1996; Bernander et al., 2001).

Amnesomsittning och miljokrav

G. intestinalis har en minimal biosyntes och dr helt beroende av upptag av fettsyror och
aminosyror fran miljon (Jarroll et al., 1981; Guo et al., 2015) men den dr inte beroende av glukos
som enda energikélla utan verkar kunna nyttja andra &mnen, fraimst kvavehaltiga sadana, vid
behov. De fullvuxna trofozoiterna har visats kunna dverleva och foroka sig i miljéer helt utan
glukos men med reducerad tillvixthastighet (Schofield et al., 1990). Produktionen av framfor allt
etanol minskade vid laga eller inga halter av glukos. Effekter av olika enzymhdmmare 1 forsoket
g0r ocksa gillande att etanolen produceras i en aldehydreduktasreaktion. (Schofield et al., 1990).
Parasiten hamtar sin ndring via endocytos med ytreceptorer som sedan 1 vesikler transporterar
dmnena intracellulért till sina respektive organeller (Faso & Hehl, 2011).

G. intestinalis anvéander sig inte, som de flesta eukaryoter, av aerob forbranning utan saknar
mitokondrier och oxidativ fosforylering (Gillin et al., 1991). Istéllet har de mitosomer och
fermenterar fram sin energi anaerobt, dven vid tillgdng pé syre, och tillverkar energi med en
ofullstdndig glykolys dér slutprodukterna, forutom ATP, blir acetat, etanol, alanin, vdtgas och
kolsyra (Tovar, 2003; Schofield ef al., 1990). Mitosomerna har dubbla membraner som en
mitokondrie men innehaller inget DNA (Martincova et al., 2015).

Amnesomsittningen hos olika genotyper av G. intestinalis varierar, exakt till vilken grad och
effekt dr inte utrett men det dr skillnader i &mnesomséttningen dven inom arterna (Steuart et al.,
2008). Detta foreslas vara en del 1 forklaringen till skillnader 1 zoonotisk potential, motstandskraft
mot behandlingar och patogenicitet (Steuart et al., 2008).

Cystorna dr mycket motstandskraftiga 1 miljon. Det finns rapporter pé att de forblir livskraftiga 1
1 vecka i faeces. Cystorna anses ocksa kunna dverleva lange (veckor till ménader) i kallt vatten
(Wolfe, 1992) och pa stallinredning (Olson et al., 1999; Robertson & Gjerde, 2004).

Det kravs sirskilda desinficeringsmedel for att neutralisera dem. 10 % ammoniak kan anvéndas,
likasa UV-strdlning (Nasser ef al., 2012). Cystorna dr ocksa kinsliga for uttorkning och
upprepade nedfrysningar (Sattar, 1999).



Patologi

Parasitens sjukdomsalstrande egenskaper dr mangfacetterade. Tunntarmens funktion ar normalt
mycket nogsamt reglerad. Vid en infektion med Giardia dkar tarmens genomslipplighet och
barridren som ska skydda kroppen forsdmras. Parasiten paverkar epitelcellerna och inducerar sa
kallad apoptos, programmerad celldod, och bromsar omséttningen av celler i tarmen sa att den
inte fornyas och ldker i normal takt. Dessutom paverkas dmnen som tarmcellerna behover for att
kunna fasta i varandra och bygga upp tarmslemhinnan. Nar kroppen sedan forsoker bekdmpa
infektionen uppstar dnnu fler symtom. Inflammationen forkortar mikrovilli, tarmborsten, och
forhallandet mellan villi och kryptor i tarmen dndras vilket dramatiskt minskar tarmens yta och
diarmed ocksé dess formaga att ta upp naring och vitska. Tarmen blir hypermotil och samtidigt
retas dess gobletceller, slemproducerande celler, till 6kad sekretion och utsondring av anjoner
(Halliez & Buret, 2013 tabell 1).

Forsok gjorda pa knock-out-mdss dér T-cellerna gjorts defekta visade att tarmslemhinnans
egenskaper till storsta delen dndras av virdens eget immunsvar mot parasiten och inte ar en direkt
effekt av ndgon parasitir aktivitet (Scott et al., 2000). Okad permeabilitet har pavisats i infekterad
tarmvéagg och verkar bero péa apoptos av enterocyter (Buret et al., 2002) och reaktioner i cellernas
cytoskelett som en effekt av toxiska, parasitira utsondringar (Scott et al., 2000). Epitelcellernas
cytoskelett forsdmras och det 1 sin tur paverkar tillgdngligheten av proteiner som anvénds i tight-
junctions intercelluldrt och vdvnaden i tarmslemhinnan luckras da upp (Buret et al., 2002). Den
Okade genomslédppligheten stimulerar till en storre andel intraepiteliala lymfocyter och aktiverar
passerande T-lymfocyter (Scott et al., 2000). En inflammation i tunntarmen leder till flera
symtom hos den drabbade individen s& som magkramper, malabsorbtion och smérta.

Toxiner frén trofozoiterna och aktiverade T-lymfocyter ger tillsammans en generell forkortning
av mikrovilli och en reducerad aktivitet hos matsméltningsenzymer pa slemhinnans yta, sarskilt
hos lipas, laktas, maltas, sucras och vissa proteaser (Buret et al., 1990). Dessa forkortade
mikrovilli ger en patagligt minskad absorptionsyta och reducerar upptaget av vatten, elektrolyter
och ndringsdmnen frin tarmen. Detta tillsammans med en forsdmrad enzymatisk aktivitet
resulterar ofta i en malabsorptiv diarré och i1 lingden en minskad tillvixt (Buret et al., 1990).
Gobletcellerna i tarmen retas dessutom till 6kad slemproduktion och detta dkar sannolikheten
ytterligare for diarréer (Moncada et al., 2003).

G. intestinalis hos manniska

G. intestinalis dr spridd over hela virlden och ér allmént férekommande 1 miljén, &ven om
majoriteten av de médnniskor som insjuknar bor och verkar 1 utvecklingslander (Feng & Xiao,
2011 jmf tabell 1 och 2). En obehandlad infektion kan i enstaka fall 6verga i ett kroniskt stadium
med aterkommande perioder av sjukdom (Escobedo & Cimerman, 2007). Hos barn kan kroniska
infektioner medfora ledsmirtor (Meza-Ortiz, 2001), synovit (Letts ef al., 1998) och artros
(Leblanc & Birdi, 1999). Aven matallergier har kopplats till kroniska infektioner hos ménniskor
(Di Prisco et al., 1998). En obehandlad, kronisk infektion av Giardia skulle ocksa kunna
forvirra celiaki (Carroccio et al., 2001) Resultat av undersokningar pekar ocksé pa att kronisk
giardiasis kan medfora utvecklings- och tillvixtrubbningar (Fraser et al., 2000). Ungefar 280
miljoner sjukdomsfall uppskattas drabba ménniskor varje ar (Lane & Lloyd, 2002).

6



Infektionsdosen for ménniska &r mycket 14g, 10 cystor racker for att orsaka infektion (Rendtorff,
1954; Leber et al., 2007). De vanligaste infektionsvidgarna dr via smittat vatten och direktsmitta
(fekal-oral) mellan manniskor men dven livsmedel och anala samlag kan sprida sjukdomen (Hill,
1993; Pakianathan & McMillan, 1999). Barn ér kénda smittspridare och forskolebarn mellan 0 —
4 &r drabbas oftare av symtomatisk giardiasis &n vuxna (ECDC, 2014). Forskolebarn har en
prevalens pé 28,5 — 35 % jamfort med 2 — 5 % 1 den vuxna befolkningen 1 I-ldander (Miotti ef al.,
1986; Oliveira-Arbex et al., 2016). Aven om de flesta av barnens infektioner ér asymtomatiska
kan de sprida infektionen till 6vriga familjemedlemmar som utvecklar sjukdom (Adam, 1991).

Inkubationstiden for de som utvecklar symtom av infektionen dr vanligen 1-2 veckor (Watkins &
Eckmann, 2014) men allt frdn 1-42 dagar har uppmdtts. Uppskattningsvis forloper 60 % av
humana infektioner asymtomatiskt men de som insjuknar drabbas av diarré eller 16s avforing som
ofta &r fettrik, slemmig och mycket illaluktande (Wolfe, 1992; Cotton ef al., 2011). Immunstatus
hos den som infekteras paverkar sjukdomsforloppet (Eckmann, 2003). Gaskolik, uppblésthet,
magkramper och flatulens &r vanligt forekommande och illamaende och anorexi &r inte ovanligt.
Feber dr mycket ovanligt men om det forekommer sa &r det i borjan av infektionen. I motsats till
manga andra diarrésjukdomar fortgar giardiasis 1 veckor och ibland 1 manader dven om den oftast
sjalvlaker (Wolfe, 1992). Malabsorption av fetter och sockerarter &r dokumenterat under
infektion av Giardia och bristen pd matsméltningsenzymer kan kvarsta lange efter att parasiterna
eliminerats, det vanligaste enzymet som saknas &r laktas (Hill, 1993; Singh et al., 2000; Buret,
2007).

Aven efter en utlikt infektion finns det risk for kvarstiende symtom och funktionsnedsittningar.
Det kan rora sig om artrit (Carlsson & Finger, 2004; Hill Gaston & Lillicrap, 2003), allergier och
klada (Giacometti et al., 2003; Nenoff et al., 2006), storningar i tillvaxt, utveckling och
amnesomsittning (Halliez & Buret, 2013 tabell 2), Cronic Fatigue Syndrome och IBS (Spiller,
2007; Merch et al., 2012; Wensaas et al., 2012).

Tvé epidemiologiska undersokningar har i fall - kontrollstudier pavisat samband mellan infektion
med Giardia genotyp A hos ménniska och dgande av hund (Minetti ez al. 2015). Samband har
ocksa pévisats mellan infektion med genotyp B och att byta blojor och att ha barn i skoléldern i
hushaéllet (Tengku et al. 2014). Hos barn i forskoledldern i Nederldanderna fann man en markant
forhojd risk for Giardia-infektion hos de som deltog i organiserad forskoleverksamhet
(Heusinkveld et al., 2016). Utovande av analsex ar ocksa en riskfaktor for att drabbas av
infektion (Pakianathan & McMillan, 1999).

Behandlingar och vacciner for manniska

Flagyl rekommenderas som behandling mot giardiasis hos méinniska och anses ha god effekt och
sdkerhetsmarginal (Pasupuleti et al., 2014). Det ér ett nitroimidazolderivat (5-nitroimidazol;
metronidazol) och verkar genom att reducera halten av tillgéngligt thiol hos Giardia (Raether &
Hanel, 2003; Leitsch ef al., 2012). Thiol &r ett &mne som anvénds i flera viktiga processer inuti
celler. Behandling med 5-nitroimidazol anses forstora DNA i celler med anaerob forbranning
(Watkins & Eckmann, 2014). Behandling med flagyl 4r omdebatterat d& det ar listat av WHO:s
IARC som kategori 2B (mojlig cancerogen) men forsok med terapeutiska doser har inte kunnat
visa pa nagot samband mellan cancer och metronidazol hos minniska (Falagas et al., 1998). I
FASS Vardpersonal (2016) star angivet att det inte har rapporterats resistens hos G. intestinalis
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mot nitroimidazoler. Trots det sa har resistens redan for 25 ar sedan, och flera gdnger efter det,
beskrivits hos parasiten (Boreham et al., 1988; Lalle, 2010). Humaninfektioner som emotstar
standardbehandling 4r inte ovanlig (Ellis ef al., 1993) och uppgér ofta till runt 20 % av
behandlade fall (EI-Taweel, 2015). Behandlingseffekten rapporteras i en review-atrikel fran 2007
ligga mellan 60 — 100 % och medianeffekten pa ca 89 % (Escobedo & Cimerman, 2007).

Tinidazol, en annan nitroimidazol, dr vdlanvint mot giardiasis hos ménniska vérlden 6ver och ar
effektivt redan vid engangsdos (Pasupuleti et al., 2014; Ortega & Adam, 1997). Ornidazol,
ytterligare en nitroimidazol, har visats ha battre effekt, 90 — 100 %, d4n metronidazol vid
behandling av méinniska (Escobedo & Cimerman, 2007).

Nitazoxanid &r ett relativt nytt preparat for behandling av olika infektioner pa minniska och har
ett mycket brett spektrum. Det har ungefar lika god effekt pa giardiasis, 65 — 94 %, som
metronidazol och tinidazol (Escobedo & Cimerman, 2007).

L-arginin, en semi-essentiell aminosyra, anvinds som energiprekursor av G. intestinalis under
infektionsfasen och ett speciellt enzym den anvénder (arginindeiminas) har foreslagits som
méalmolekyl for behandling av infektioner da enzymet har fler nyckelroller under livscykeln hos
parasiten (Trejo-Soto ef al., 2016). Samtidigt dimpar parasiternas upptag av L-arginin
immunforsvaret i tarmen pa olika sitt. (Répolo & Touz, 2010).

Giardia kan inte syntetisera egna fettsyror utan dr beroende av ett upptag av dem fran miljon
(Jarroll et al., 1981; Guo et al., 2015). Nér parasiten sedan ska nyttja de fettsyror den skordat ur
miljon anviander den sidrskilda enzymer. Dessa enzym tror man ska kunna anvindas som
méalmolekyler for ladkemedel mot giardiasis (Guo ef al., 2015). Dessutom har man hittat ett &mne,
ett tranferas, som anvénds vid encysteringen som nér det himmas minskade produktionen av
cystor (Hernandez et al., 2008).

Man har gjort in vitro-studier pé olika bérfenolers avdddande effekt pé G. intestinalis och fatt
lovande resultat med hjortron, jordgubbar, akerbar och bjornbar. In vitro-resultaten visar en lika
god avdodande effekt pa parasiterna som metronidazol vid fenolkoncentrationer som latt kan
uppnés i tarmen via oralt intag av biren eller extrakt av dem (Anthony et al., 2011). Aven
passionsfrukt, yuccapalm och andra véxter har visats ha god effekt. (Neiva et al., 2014; Quihui-
Cota et al., 2014). Ytterligare studier visar lovande effekt av getabocksplommon (Rayan et al.,
2015), sommarfldder (Rahimi-Esboei et al., 2013) och extrakt frdn avocadokdrna (Jiménez-
Arellanes et al., 2013). En studie pd barn mellan 3 och 11 ménaders &lder med klinisk giardiasis
visade pa lika stor effekt av behandling med dill-avkok som behandling med metronidazol
(Flagyl) efter 14 dagar (Sahib et al., 2014).

Koéttboskap i Sverige idag

Sextio procent av djuren som blir ntkott 1 svensk kottproduktion kommer fran mjolkko-
besittningar. Det dr dels mjolkkor som av olika anledningar inte behélls i sina beséttningar och
dels tjurkalvar frdn mjolkkorna som fods upp till slaktvikt av mjolkbonden sjdlv eller av
specialiserade kalvuppfodare (Branschorganisationen Svenskt Kott, 2015). Resterande 40 % av
de djur som slaktas for kott ar olika kottraser och korsningar. I Sverige anvands kottraserna
Charolais, Hereford, Simmental, Highland Cattle, Limousin, Aberdeen Angus och Blond
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d’Aquitaine samt ett mindre antal av Dexter, Galloway, Chianina och Piemontese
(Branschorganisationen Svenskt Kott, 2015); Jamieson, 2010).

Som diko rdknas en ko som halls i syfte att producera en kalv per &r for uppfodning till slakt
(Jamieson, 2010) och vanligtvis halls djuren i stallar och pa bete. Stallperioden dr 5—7 ménader
beroende pé vid vilken latitud produktionen bedrivs och stallarna dr antingen 16sdrifter med
liggbés eller djupstrobaddar (SJVFS 2010:15 2 kap. § 1)

Endast ca 11 % av dikorna som halls for uppfodning av kottdjur &r renrasiga, den storsta delen ar
korsningsdjur av olika kombinationer av raser (Jamieson, 2010). Kalvarna f6ds mellan januari
och maj och avvinjs under hdosten. Ungdjuren véger da 200400 kg.

Slaktas ett djur fore 8 man alder kallas det for ljust kalvkott och dr djuret mellan 8—12 man kallas
det kalvkott. (LIVSFS 2010:6). Vidare uppfodning av ungdjur fram till slakt bedrivs antingen av
specialiserade uppfodare eller av kalvproducenten sjélv. De slaktas mellan 16 — 24 ménaders
alder beroende pa ras (Jamieson, 2010). Dessa blir vara vanliga styckningsdetaljer och en liten
del blir fars (Branschorganisationen Svenskt Kott, 2015).

G. intestinalis hos notkreatur

Det finns méinga studier av hur vanligt forekommande Giardia-infektion dr hos kott- och
mjolkkor och parasiten finns beskriven frén fall runt hela varlden. Prevalensen pé individniva
varierar mellan 9 och 55 % (Tabell 2). Tittar man pa besdttningsprevalens hamnar den ofta
mellan 50 och 100 %. Att parasiten dr sa vanlig 1 beséttningar kan forklaras av att den &r ubikvitar
1 miljon 1 kombination med hur vi haller och skoter tamboskap. En longitudinell studie visade att
den kumulativa prevalensen hos kottraskalvar 1g mellan 80 och 100 % uppmiaitt fram till 6
manaders alder (Ralston ef al., 2003b).

Att resultaten varierar sa kraftigt kan ha flera anledningar. Studiens design spelar in dér antal djur
och dldersspann varierar och det dr dven olikheter i klimat, djurhdllning och naturtyper. Vilken
detektionsmetod som anvints paverkar ocksa resultatet (Zimmerman & Niedham 1995).

Tabell 2. Sammanstdllning av resultat fran internationella prevalensstudier ddir — indikerar att uppgift
saknas

Land/virldsdel, Antal  Alder pa % % Referens
provtagningsar, prover provtagna positiva positiva
produktionsinriktning individer individer besittningar
Argentina, 2010, mjolk 620 <7 veckor 35,5 97 (Tiranti et al., 2011)
Europa, 2012, mjolk 2072 2—16 veckor 45.4 89,9 (Geurden et al.,
Tyskland 536 51,2 100 2012)
Frankrike 477 39,8 84,2
Storbritannien 556 54,9 100
Italien 503 32,2 88,6



Belgien, 2001 — 2005, kott 333 <10 veckor (Geurden et al.,
45 64
2008)
Danmark, 2003-2004, mjolk 1150 2 dagar->4 ar 43,5 (Maddox-Hyttel,
255 Kor 20 2006)
377 Unga kalvar 36
518 Aldre kalvar 40
Norge, 2001-2003, mjolk 1386 3 - 183 dagar (Hamnes et al.,
49 93
2006)
Portugal, 2004 — 2006, kott 291 “kalvar” (Mendonca et al.,
254 - 2007)
och mjolk
Sverige, 1998 - 1999, mjolk 270 <3 méan (Bjorkman et al.,
29 50
2003)
Tyskland, 2013, ospecificerat 1564 <1 ar med 79 ) (Gillhuber, 2014)
diarré ’
Turkiet, 2005 — 2006, mjolk 182 <6 man (Abdurrahman et
9,3 -
al., 2008)
Kanada, 1998, kott 193 2-70 dagar (McAllister et al.,
36 100
2005)
Kanada, 2002, kott 605 0-211 dagar 22,6 48 (Gow & Waldner,
560 > 2ar 17,1 69,5 2000
Kanada, 2004, kott 296 > lar (Uehlinger et al.,
32 91
2011)
USA, sydvistra 2007 — 2008, 819 6—18 man (Santin et al., 2011)
. 33,5 85,7
kott
USA, Kalifornien 2007 — 819 6—18 man 343 ) (Oates et al., 2012)

2010, kott

Det finns en prevalensstudie gjord i mjolkbeséttningar i Sverige som omfattar kor och icke
avvanda kalvar i konventionell och ekologisk drift. Proverna testades med ett ELISA-kit och de
prover som lag runt gransvérdet for positivt prov dubbelkollades med immunflourescens-
mikroskopering. Dér konstateras att G. intestinalis ér ubikvitdr och forekom hos kalvarna i 25 av
26 provtagna besittningar. Total forekomst hos kalv var 44 % (97 av 220 individer) och varierade
mellan 11-78 % hos kalvarna i de olika beséttningarna. Total prevalens hos korna var 0,4 % (1 av
259). Ingen skillnad kunde ses mellan ekologisk och konventionell drift men ju dldre kalven var

desto storre var risken att den hunnit smittats (Larsson, 2010).
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Kalvar upp till 8 veckors élder (Geurden, 2012) och mellan 1620 veckors &lder (Huetink, 2001)
har 1 studier pekats ut som de alderskategorier som hyser storst andel smittférande individer. Den
variationen overensstimmer med ny forskning som visar pa en naturlig immunisering vid ca 15
veckors dlder av naturligt infekterade kalvar (Grit ef al., 2014).

Intensiv, trdngbodd djurhdllning inomhus (Klein-Jobstl et al., 2014) med en relativt hog andel
ungdjur (Geurden et al., 2012), sa som ofta dr fallet i mjolkkobesédttningar, dr vérst drabbade av
kalvdiarréer. Det antas bero pd att i dessa beséttningar finns jimforelsevis fler djur som kan
utsondra stora miangder smittforande avforing samt en kontinuerlig tillforsel av nya, mottagliga
individer. De téliga Giardia-cystorna medger ocksé ett over tid 6kande smittryck frén miljon vid
otillracklig rengdring (Klein-Jobstl et al., 2014, Geurden et al., 2012).

Indirekt smitta via miljon forekommer och djur uppfédda inomhus 16per 3 ganger sé stor risk for
infektion som frigdende boskap. Aven personal och redskap har kunnat pekas ut som ansvariga
for smittspridning (Ruest et al., 1998; Geurden et al., 2012; Klein-Jobstl et al., 2014).
Infektionsdosen dr mycket lag, teoretiskt racker det med en enda cysta men man har pavisat
smitta vid sa 1ag infektionsdos som 10 cystor pa ménniska (Leber et al., 2007).

Symtom och patogenes hos nétkreatur

Hos notkreatur ér Giardia-infektion mycket vanligt (Thompson et al., 2008) men orsakar séllan
kliniska symtom. Symtom hos ndt som man har associerat med Giardia-infektion dr akuta eller
kroniska diarréer (Geurden et al., 2006; O’Handley et al., 1999), men det finns andra studier dir
man inte hittat nagot samband mellan diarré och Giardia-infektion (Quilez et al., 1996;
Bjorkman et al., 2003; Huetink et al., 2001). Ungdjur och kalvar kan uppvisa diarré,
koliksymtom och 6kad gasavgang medan vuxna individer inte uppvisar nagra symtom eller
endast mycket milda symtom (Xiao, 1994; O’Handley, 1999; Geurden et al., 2005).Det
diskuteras om ett hogt smittryck kan ge ldgre tillvixt hos kalvar och ungdjur eftersom sddana
samband har visats hos lamm (Aloizio et al., 2006; Sweeny et al., 2011) men av de studier som
jamfort kalvars vikt har hittills bara en enda kunnat pavisa ndgon paverkan p4 tillvixten
(O’Handly et al., 2000). P4 kottraskalvar 1 s.k. feedlots har man inte hittat ndgot samband mellan
infektion och foderintag, foderomvandling och tillvixt (Ralston et al., 2003a).

Patogenesen vid giardiasis hos ndtkreatur dr inte helt klarlagd. Det antas vara en multifaktoriell
process som beror bade av viardens immunsvar och av parasitens egenskaper. Skillnader i bade
patogenes och symtom har ocksa pavisats mellan olika Giardia-genotyper 1 forsok pa gerbiler
(0kenrattor) (Bénéré et al., 2012). I kontrollerade forsok pa notkreatur har bade paverkan (Ruest
et al., 1997) och ingen paverkan (Dreesen ef al., 2012) pa tarmstrukturen i jejunum pavisats. En
studie har visat att framgangsrik behandling med fenbendazol av infekterade kalvar gav en
signifikant normalisering av tunntarmens struktur och av matsmaéltningsenzymerna maltas och
laktas (O’Handley et al., 2001) och bada dessa faktorer paverkar kalvens formaga till
néringsupptag fran tarmen.

Behandling och forebyggande atgarder i nétbesattningar

Vanligen sjélvlaker en asymtomatisk eller lindrig infektion av Giardia utan behandling hos bade
méinniskor och djur (Adam, 2001; Lane & Lloyd, 2002). For de som blir sjuka av infektionen
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finns ldkemedel registrerade med indikation giardiasis pa bade médnniskor och djur. Det finns
dock inga preparat registrerade for produktionsdjur 1 Sverige med indikationen Giardia-infektion
sa ska en notbesittning eller -individ behandlas maste det ske enligt kaskadprincipen, se vidare
nedan. Medtagna och nedsatta individer kan behandlas med understodjande vitsketerapi, extra
néring och dven medicinskt med fenbendazol i1 anpassad dos.

Giardia bekdmpas béttre pa bade kort och lang sikt med att minska smittrycket fran miljon och
skydda de kénsligaste individerna. Eftersom drabbade djur med diarréer kan utsdndra stora
mingder infektionsdugliga cystor (Geurden et al., 2006 Xiao et al., 1996), 10° cystor/gram har
uppméitts (O’Handley & Olson, 2006), bor de som utvecklar diarréer hallas avskilda fran flocken
tills de 4r symtomfria och noggrann hygien iakttagas kring skitseln av dessa djur for att forhindra
spridning.

Rengoring och anvindande av hogtrycksutrustning med hett vatten med efterfoljande
uttorkning/tomgéng nir stallarna toms ar att rekommendera eftersom smittan dr fekal-oral och
cystorna trivs 1 fuktig, sval milj6 och kan 6verleva i manader i stallinredning, vattenkoppar,
gddselrannor och pad foderbord (Olson et al., 1999). Utan tillracklig rengdring av miljon
atersmittas djuren snabbt dven vid fungerande, medicinsk behandling (Xiao et al., 1996). De
vanliga rengdringsmedlen oskadliggdr dem inte da de har viss talighet mot klorin (Lane & Lloyd,
2002;) och tal tensider. Ny forskning pekar pa att chitosan har mycket god avdddande effekt pa
Giardia-cystor (Yarahmadi et al., 2016). Chitosan ar dock inte utvérderat i praktiken &n.

Nedfrysning minskar cystornas dverlevnad med 6ver 90 % efter 24 timmar (Sattar, 1999) sa
vintertid tycker forfattaren att nedfrysning av inredning och redskap borde anvdndas som
alternativ till, eller &nnu hellre i kombination med, uttorkning fér bekdmpning pa besittningsniva.

For att forebygga kalvdiarré oavsett agens dr hygienen extra viktig. De allra flesta
sjukdomsframkallande agens som sprids via avforingen, inklusive Giardia, kan bekdmpas med
god kalvhygien. Konsekvenserna av kalvdiarré blir forsdmrat vilbefinnande och tillvaxt hos
kalven (Virtala et al., 1996, Donovan et al., 1998), och den 6kade kostnaden det innebér att
behova skota om sjuka kalvar med extra tillsyn, veterindrbesok, eventuell tillford vitska,
mediciner, extra matningar, extra urmockningar belastar garden ytterligare.

Bensimidazoler har visats ha god effekt mot giardiasis pd ndt men maste ges i en hogre dos dn
vid behandling mot helmintinfektioner. Fenbendazol (Axilur) ger symtomlindring och minskar
produktionsbortfallet och utséndringen av cystor hos kalvar (Xiao et al., 1996) men paverkar
enligt en undersokning inte infektionstiden (O’Handly et al., 2000). De verkar genom att stora
betatubulinproduktionen (Morgan ef al., 1993). Fenbendazol kan forskrivas till ndtkreatur men da
det inte har indikation Giardia-infektion maste det ske 1 undantagsfall och enligt
kaskadprincipen. Denna innebér att om veterindrmedicinskt 1dkemedel for rétt djurslag och
indikation saknas fér en veterinir, for att forhindra att djuret utsitts for onddigt lidande, forskriva
ett annat likemedel. I forsta hand ett med samma indikation till ett annat djurslag eller till rétt
djurslag med annan indikation och i andra hand ett humanlédkemedel (med vissa undantag) eller
ett likemedel for rétt djurslag och indikation godként 1 annat EU-land om veterindren innehar
licens for detta. I sista hand fér en sa kallad “ex tempore” beredning forskrivas, det &r ett
ladkemedel som beretts specifikt for det aktuella tillfallet och far blandas och distribueras endast
av nagon med sérskild behorighet. For produktionsdjur finns det dven bestimmelser géillande
vilka ldkemedel som 6ver huvud taget far anvdndas och hur lang tid som maste passera fran
administration av likemedlet tills dess att djuret slaktas eller mj6lkas. Det kallas for MRL-vérde
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och star for Maximal Residue Level. For att fa anvdndas pé produktionsdjur, djur som ska bli
eller producera livsmedel, maste ett likemedel ha ett faststdllt MRL-vérde och innan det far bli
till eller producera livsmedel maste den s.k. slaktkarensen ga ut. Det dr tiden som behdvs for att
det inte ska finnas rester kvar av lakemedlet 1 maten.

Immunodominanta proteiner har identifierats i grupperna A, B och E som teoretiskt skulle kunna
fungera som en komponent i vaccin mot giardiasis men vidare forskning krévs innan det kan bli
verklighet. (Feliziani et al., 2011). Ett vaccin finns utvecklat for hundar men Companion Animal
Parasite Council (CAPC) anser inte att tillrdckliga data finns for att stodja en anvindning av
vaccinet utover den undantagsmissiga anvandning som finns idag (CAPC, 2013).

Diagnostik

Om ett djur eller en beséttning ska provtas for smitta rekommenderas att man tar avféringsprover
fran tre pa varandra foljande dagar. Vid beséttningsprovtagning tas avforingsprover fran flera
unga djur bade med och utan symtom 6ver en tidsperiod om 1-2 veckor (McHardy et al., 2014;
Garcia, 2009; Hiatt et al., 1995). Proverna analyseras traditionellt med direkt mikroskopering av
utstryk dér trofozoiter och cystor kan identifieras och kvantifieras men inte artbestimmas. Olika
infargningar som jod, jairnhematoxylin, Giemsa och tricolorfargning kan anvéandas pé utstryket
eller blandas med provmaterialet innan det stryks ut pa objektglaset for att underlitta analysen
(Koehler et al., 2014). Cystor fran provmaterial kan ocksa koncentreras med olika metoder for att
Oka kinsligheten for det diagnostiska test som ska utforas (Stojecki et al., 2014).

I immunologiska metoder utnyttjas specifika antikroppar riktade mot Giardia for att pavisa
parasiterna i olika provmaterial. Exempel pa sddana immunologiska metoder &r direkt
immunfluorescens (IFA), immunokromatografi (t. ex. s& kallade SNAP-test) och ELISA.
Metoderna har ldnge anvints pa olika laboratorier, och finns nu ocksa som kommersiella testkit.

I IFA, som gors pa direktutstryk eller efter att proverna renats, firgas proverna med specifika,
fluorescerande antikroppar som féster till ytprotein pa Giardia-cystorna. Objektglaset placeras
sedan i flourescensmikroskop dér det belyses med ultraviolett ljus vilket gor att de infargade
cystorna fluorescerar med ett gulgront ljus

Mot en mork bakgrund ser de sjédlvlysande ut. Pa sa sitt kan man uppna en hog specificitet (99,8
— 100 %) och en hog sensitivitet (93 — 100 %) vid analys av miljoprover och fekalier (Koehler et
al., 2014). I prover som innehéller mycket fibrer, fett, pollen, bakterier och annat som kan gora
det svart for analytikerna att urskilja enskilda cystor sa dr det till stor hjdlp med IFA. Vid SVA
anvands IFA pé direktutstryk rutinméssigt for undersokning av Giardia och Cryptosporidium.

Olika ELISA kit och immunkromatografi kan anvéndas for att pavisa Giardia-antigen 1 avforing.
Med ELISA kan man analysera manga prover dt gdngen vilket dr en fordel vid screening av stora
provmaterial. Man kan ocksa pavisa antigen i avforingen redan innan cystor borjat utsondras,
men med risk for nedsatt specificitet och sensitivitet. Artbestimning eller genotypning av cystor
ar inte mojligt med dagens tillgidngliga immunologiska metoder (Koehler ef al., 2014).

PCR, undersokning av genetiskt material, kan anvdndas bade for diagnostik, artbestimning och
genotypning. Olika former av PCR-teknik med replikering av en eller flera loci i DNA finns
utprévade (Koehler et al., 2014). PCR édr en kinslig och precis metod men krédver noggranna
forberedelser av ett material av god kvalitet for att extrahera DNA och filtrera bort &mnen som
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hidmmar PCR-reaktionen (Laude ef al., 2016)). Markorer som kan anvindas for PCR-diagnostik
ar SSU-rDNA (Amar et al., 2003; Siripattanapipong et al. 2011), glutamatdehydrogenas (GDH),
B-giardin (BG), triosfosfatisomeras (TPI), elongation factor 1-a (EF1-a), GLORF-C4 och
variable surface proteins (VSP) (Caccio et al., 2005). SSU kan identifiera vilken art och genotyp
provet innehéller. GDH, BG, TPI och EF1-a kan identifiera vilken art, genotyp och subtyp provet
innehéller. GLORF-C4 och VSP anvinds vid faststdllande av genotyp och subtyp (GLORF-C4)
eller enbart subtyp (VSP) vid fordjupade tester dér art och eventuell genotyp redan faststéllts.

MATERIAL OCH METODER

Analyserna har utforts pa 277 avforingsprover insamlade 1 sddra och mellersta Sverige under
maj-juni 2012 inom ramen for en annan studie (SLF projektnr H1150199: Kryptosporidier i
dikobeséttningar — utgor de en smittkdlla for manniskor?). Proverna togs frdn kalvar yngre an 3
ménader i 24 dikobesittningar. Tolv besidttningar 14g 1 sydvistra Sverige i kusttrakterna mellan
Goteborg och Helsingborg och tolv beséttningar 14g 1 sydostra Sverige runt Uppsala och
Enkoping. Bdda omrédena ar titbebyggda, har betande ndtkreatur ndra vattendrag och hade
pagaende diskussioner om avstdngsling av vattenndra betesmarker. Nitton beséttningar hade
under hela betesperioden djuren pa vattenndra betesmarker, 2 beséttningar hade det séllan/ibland
och 3 aldrig. Antal dikor per besittning varierade mellan 10 och 99 och antalet provtagna kalvar
var mellan 3 och 18 per besittning. Tvé av kalvarna behandlades med antibiotika och tva andra
kalvar uppvisade symtom pa sjukdom vid provtagningen. Symtomen som observerades var
nedsatt allméantillstand respektive 6kad andningsfrekvens och lindrig uttorkning.

Proverna renades och koncentrerades med en flotationsmetod beskriven av Maddox-Hyttel et al.
(2006). 1 gram faeces blandades vil med 3,5 ml PBS med 0,01 % Tween i ett 15 ml provror (ror
1). Blandningen filtrerades genom gasviv ned i ett nytt 15 ml ror (ror 2). Ror 1 skoljdes ur med
ytterligare 3,5 ml PBS med 0,01 % Tween och vitskan filtrerades ned i ror nr 2. Dérefter tillsattes
3,5 ml flotationsvitska (maéttad saltlésning med glukos (50 g/100 ml) spadd 1:1 med destillerat
vatten) under vétskan i ror 2 varefter roret centrifugerades vid 750 rpm i 3 minuter.
Supernatanten overfordes till ett nytt 15 ml ror (ror 3). Detta fylldes upp med destillerat vatten
och centrifugeras vid 3000 rpm i1 10 minuter. Supernatanten sdgs forsiktig bort tills 2 ml terstod.
Aterstoden homogeniseras med Vortex och réret fylldes upp med destillerat vatten igen, skakades
om och centrifugerades i 10 minuter vid 3000 rpm. Detta upprepades tvd ginger till. Reningen
avslutades med att det var 2 ml i rér nr 3. De renade proverna forvarades sedan i kylrum med en
temperatur mellan +4 och +8°C. Proverna kom att bli utsatta for forhdjd temperatur under ett
oként antal dagar vilket kan ha paverkat cystorna.

De renade proverna homogeniserades med Vortex och 10 pl blandades med 50 pl destillerat
vatten i brunnar pd mikroskoperingsglas med tre brunnar per glas. Efter att glaset fétt torka i
rumstemperatur fixerades proverna i aceton i 7 minuter. Nar glasen torkat tillsattes 20 pl
fluoresceinmirkt monoklonal antikropp riktad mot ett ytprotein pd Giardia -cystan (Giardia Cel
— RGI1 fran Cellabs, Sydney) per brunn och fick verka under 1 timme. Dérefter tvéttades
brunnarna 3 ganger med 100 pl PBS, 10 ul monteringslosning tillsattes och ett tackglas lades pa.
Antal cystor per brunn rdknades och morfologin underséktes med fluorescensmikroskop (Nikon
Eclipse E400) vid 200 och 400 gangers forstoring. Den hdgre upplosningen nyttjades nédr den
lagre inte rackte for att med sidkerhet kunna faststélla det infargade foremalets kategori.
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Bedomning av form, storlek, 3D-struktur och infargning gjordes for varje misstinkt cysta.
Kriterierna for att ett infargat foremal skulle godkénnas som G. intestinalis-cysta “klass 1” var en
stark, jimn infdrgning, intakt 3D-struktur, 9-15 um storlek, rund till oval form utan synliga veck
eller gropar och hela kanten skulle vara skarp och synlig (Sauch, 1985). Om nagot av dessa
kriterier inte var uppfyllda typades ett foremal som “’klass 2”. Om tvé eller fler kriterier inte var
uppfyllda eller om det bedomdes som att foremalet kunde vara ndgot annat &n en cysta typades
foremalet som “kross”.

Som positivt prov rdknades de som inneholl minst ett foremal ur klass 1 eller 2. Prover utan
infargade foremal och prover med enbart forekomst av kross eller andra infargade féremél
raknades som negativa prov. Ett positivt prov kunde i materialet innehalla allt fran 1 till 595
cystor/brunn. Den summan ska sedan multipliceras med 400 for att fa antalet cystor per gram
provtagen avforing. Detektionsgransen lag foljaktligen vid 400 cystor/g avforing (CPG).

Statistisk analys

Resultaten registrerades 1 Microsoft® Office Excel® 2010 (Microsoft Corp., 2006, USA). Statistisk
bearbetning gjordes 1 Microsoft® Office Excel® 2010 och IBM SPSS Statistics version 20, ©
2017 (IBM Corporation 1994, 2017). Chi2-test anvindes for att jamfora andelen infekterade och
icke-infekterade kalvar i olika dlder och av olika kon samt samband mellan infektion med G.
intestinalis och Cryptosporidium spp. Odds ratio berdknades for sambandet mellan infektion med
G. intestinalis och Cryptosporidium spp. For att vidare undersdka sambandet mellan &lder och
Giardia-infektion utfordes en logistisk regressionsanalys med respons prevalens (%) och
prediktorer kalvens &lder i veckor och kalvens alder kvadrerat.

RESULTAT

Etthundrasex av 277 prover (38,3 %, CI 95 % 32,6 — 43,9 %) var positiva for G. intestinalis.
Tjugotre av 24 besdttningar hade minst ett positivt djur (96 %). Prevalensen inom beséttningarna
varierade mellan 0 och 78,6 %.

Antalet cystor i1 de positiva proven varierade mellan 400 och 238 000 CPG (Figur 1). Sex prover
innehdll fler &n 40 000 CPG och 80 prover innehdll 4 000 CPG eller farre. Typvérdet (det vérde
som forekom flest ganger) var 400 CPG (30 prover). Medianantalet CPG var 1 200 och
medelantalet 10 325 CPG. Samtliga &lderskategorier utom 13 veckor eller dldre fanns
representerade bland de 51 prover som hade ett CPG 6ver medianvirdet, dvs 1 600 CPG eller
mer. [ de 10 % av proverna som hade allra hogst CPG finns prover frin kalvar ifran 2a till 9¢
levnadsveckorna representerade. Samma aldersfordelning sags hos de 7 kalvar som utséndrade
allra hogst antal cystor.

Det fanns ett samband mellan att vara positiv for Giardia och att vara positiv for
Cryptosporidium (chi2-test gav p=0,003) Sannolikheten var drygt tva gédnger sa stor (Odds ratio,
OR=2,29) f0r att en Giardia-infekterad kalv skulle vara positiv for Cryptosporidium an att den
skulle vara Cryptosporidie-negativ.
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Figur 1. lllustration av fordelningen av antal utsondrade cystor i de positiva proverna

For att undersdka om det fanns ndgot samband mellan kalvarnas &lder och fynd av parasitcystor
delades kalvarna in i dlderskategorier efter antal levnadsveckor vid provtagningstillfillet och
andelen positiva prover i varje kategori noterades (Tabell 3). Den hogsta andelen positiva kalvar
aterfanns i den 6e och 7e levnadsveckan, alltsd mellan 36 och 48 dagars alder, da 60 % av
kalvarna utsondrade cystor. Det fanns ett statistiskt signifikant samband mellan férekomst av
Giardia och kalvarnas alder i veckor (p=006 i chi2-test). I Figur 2 nedan presenteras resultaten i
Tabell 4 som ett diagram for att dskadliggéra en 6kande andel smittade individer fram till 7 - 10
veckors alder och dérefter en minskande andel. Logistisk regressionsanalys visade att
prevalensen var som hogst vid 7,5 veckors alder (Tabell 4 och Figur 3).
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Tabell 3. Positiva prover fordelat pd kalvens dlder i veckor

Alder Provresultat Andel positiva
veckor + - %
1 2 17 10,5
2 7 12 36,8
3 7 18 28,0
4 5 9 35,7
5 10 29 25,6
6 9 6 60,0
7 18 12 60,0
8 11 16 40,7
9 20 15 57,1
10 9 14 39,1
11 4 14 22,2
12 3 4 42,6
13 1 5 16,7
Totalt 106 171 277
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Figur 2. Diagram éver andel smittade individer fordelat pd dlderskategorier

Tabell 4. Resultat av logistisk regression. Respons prevalens (%) och prediktorer kalvens dlder i veckor
och kalvens dlder kvadrerat

coefficient Std. error t p
Veckor 0,128 0,037 3,484 0,001
Veckor® -0,009 0,003 -3,112 0,002
Constant 0,002 0,108 0,018 0,986
Prevalens (%)
500 o o 2 G

= Cubic

40,0

30,04

10,0 T T T T
25 50 75 100 125

Veckor

Figur 3. Resultat av logistisk regression. Respons prevalens (%) och prediktorer kalvens dlder i veckor
och kalvens dlder kvadrerat
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I 259 av proverna hade man registrerat vilket kon kalven hade. Kalvarnas kon jdmférdes med
andelen positiva prover och 46 av 146 kvigkalvar (31,5%, CI 95 % 24,0 — 39,0 %) och 51 av 113
(45,1 %, C1 95 % 35,9 — 54,3 %) tjurkalvar var positiva for Giardia. Prevalensen var hogre hos
tjurkalvarna och skillnaden var signifikant (p=0,047 i chi2-test). Ett jimforande av medelviarden
och en visuell kontroll av aldersfordelningen mellan konen tydde inte pé att skillnaden mellan
konen paverkats av deras alder (Figur 4, 5 och 6) men fler berdkningar krivs pa materialet for att
helt utesluta alderbias som orsak till skillnaden.
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Figur 5 Grafisk illustration kvigor
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Figur 6 Grafisk illustration av medeldldern hos de tvd konskategorierna

DISKUSSION

I denna studie var 38,3 % av de undersokta kalvarna positiva med avseende pé G. intestinalis och
23 av 24 besittningar hade minst en smittad individ. Det stimmer timligen vil 6verens med
resultat frdn ovriga vérlden dir kalvar har en prevalens mellan 9 och 55 % (Tabell 2).

Fyra provtagna kalvar var yngre dn 3 dygn. En av dessa, som enligt uppgift var 1 dygn gammal,
var positiv for Giardia, det hittades 4000 CPG. Detta fynd dr 6verraskande da det enligt
litteraturen ska ta minst 3 dygn for Giardia att genomfora en fullstindig livscykel (Thompson et
al., 1993). Det finns dock minst ett dokumenterat fynd av Giardia-cystor hos en 2 dagar gammal
kalv (Mark-Carew et al., 2010). Den smittade kalven i denna studie kan vara ett unikt fynd men
det kan helt inte uteslutas att kalvens 6ronnummer eller alder blivit fel registrerade vid
provtagningen.

Sambandet mellan kalvarnas alder och andelen som var smittade antyder att smittspridningen nér
sin kulmen mellan 6e och 7e levnadsveckorna for att dérefter avta. En studie pé kalvar 1
mjolkbesdttningar i Norge har fatt liknande resultat med en stigande andel smittférande djur fram
till 12 veckors alder och sedan en sjunkande trend (Hamnes et al., 2006). Andra studier har visat
pa en maximalt spridd smitta vid 30 dagar (Gillhuber et al., 2014) och 5 — 6 veckors alder
(Tiranti et al.,2011). Varfor kalvar i dikobeséttningar skulle ha en négot tidigare kulmen 4n de i
mjolkbesittningar kan ha flera anledningar. Skotselrutinerna vid kalvning skiljer sig 4t mellan
produktionerna och 18sdrift och betestid likasd. D& Giardia anses ubikvitér och smittar via miljon
och fekalier kan det finnas faktorer i hur vi haller djuren som orsakar sambandet. En mdjlig
applikation av resultaten dr att rekommendera uppfodare av kottboskap som vill gora ndgon
forbattring att koncentrera sig pa kalvar upp till 10 veckors alder som enligt detta resultat ska
vara de som sprider flest cystor. Beroende pé var i landet besattningen ligger och vilken arstid det
ar kan bade hogtryckstvitt av stallar med upptorkning under tomgang och upprepade
nedfrysningar av stallarna eller stallsektioner sédnka smittrycket fran stallmiljon. Resultaten kan
ocksa tjana som hjélp till kommande studier som vill kartldgga vilka arter som forekommer
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genom att koncentrera provtagningen till dessa djur for att maximera totalantalet insamlade
protozoer. Proverna i denna undersokning dr insamlade enbart fran kalvar. Det dr den del av en
smittad population som utsondrar mest cystor. Urvalet dr inte representativt for hela
kottdjurspopulationen men aldersfordelningen gor dnda att man kan jdmfora studien
internationellt da det 4ven i manga av dessa studier dr kalvar 1 liknande dlder som provtagits.

Sambandet mellan infektion och kon i denna studie dér en hogre andel av tjurkalvarna testade
positivt var ovéntat. Aldersfordelningen var likartad (visuell beddmning) och medelaldern
skiljdes &t av mindre dn en halv vecka, detta samband har féormodligen inte uppkommit genom
ojdmn aldersfordelning men ett sddant forhallande gér inte att utesluta utan en djupare studie. En
farsk studie pa kalvar upp till 5 ménaders alder i Etiopien kunde inte hitta ndgot signifikant
samband mellan smitta och kon (Wegayehu et al., 2016). Ténkbara faktorer som skulle kunna
bidra till en skillnad mellan kénen ar kalvens vikt vid partus, komplikationer vid partus och
kons/kvigans antal tidigare kalvningar. Ju storre och tyngre kalv desto storre &r risken for en
utdragen, svar kalvning med 6kad stress pa bade kalv och ko/kviga. Stress hos neonatala ir en
allmént kind riskfaktor for att drabbas av infektioner post partum hos bade djur och ménniskor.
Tjurkalvar hos kottrasen Angus har t ex en hogre snittvikt vid fodseln och att fodas som tjurkalv
okar risken for komplikationer vid partus (Herring, 1995).

Risken att vara infekterad med Cryptosporidium spp var forhojd hos de Giardia-infekterade
kalvarna men om sambandet dr kausalt kan ifrdgasdttas. Vérdet ar mattligt forhojt och de
beséttningar som har rétt miljo for att harbargera stora mangder Cryptosporidium har ocksa ratt
miljo for G. intestinalis da bada parasiterna trivs i fekalier, svalka och hog fuktighet. Jag anser
darfor att inga langtgéende slutsatser kan dras ifran dessa resultat. Det behdvs noggrannare
studier mellan grupper dir miljofaktorerna &r identiska. En studie didr sambandet undersokts
mellan de tva infektionerna hos méanniska har inte kunnat visa pa nagot samband (Skeels, 1986).
Déremot har det visats att forekomst av Helicobacter pylori tredubblar risken att drabbas av
infektion med G. intestinalis hos minniska (Ankarklev et al., 2012; Zeyrec et al., 2008).

Berédkningarna av CPG visar att i den hir studien utsondrades 93 % av alla cystor (1 069 600 st)
av 11 % av kalvarna. I gruppen av dessa ”superspridare” (forfattarens bendmning) har jag inte
kunnat hitta négra tydliga samband och urvalet dr ocksa for litet (29 djur) for att dra ndgra
slutsatser till totalpopulationen men fenomenet kianns viktigt. En kanadensisk, longitudinell
studie har fatt resultat som kan tolkas som att utsondringen av cystor inte bara dkar till en enda
maxpunkt dar individen utsondrar som mest cystor for att darefter minska, utan att det dven
forekommer variationer i miangden utsondrade CPG under infektionens forlopp och att
utskiljningen kan vara intermittent (Ralston et al., 2003a). Jag hoppas att efterfoljande studier kan
sprida ljus &ver varfor, och nir, vissa individer blir superspridare och i och med det hjilpa till att
rikta Atgirder i framtiden for 6kad hilsa och livsmedelssiikerhet. Aven i USA har fenomenet med
superspridare noterats i minst en artikel (Hoar et al., 2009).

Eftersom jag inte hade nagon erfarenhet av att bedoma forekomst av cystor i mikroskop har jag
utgatt fran litteratur for att hitta lampliga kriterier (Sauch, 1985) och sedan fatt hjilp av personal
med mangarig vana pd SVA for att sdkerstilla att jag gjort korrekta bedomningar. Detta gjordes
genom att vi gick igenom ett antal glas tillsammans och bland annat diskuterade vad som &r en
stark infargning och hur man kan se 3D-strukturen pa bista sitt i ett flourescensmikroskop dér
proverna, som i mitt fall, dr fulla av annat material som kan forsvara avldsningen.
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Efter att detta arbete avslutades har nagra av de positiva proverna analyserats vidare pd SVA,
avdelningen for mikrobiologi, med molekylérbiologiska metoder for att bestimma genotyp.
Preliminéra resultat visar att tvd genotyper, A och E har identifierats bland proverna. Bade A och
E dr vanligt forekommande pa nétkreatur och har identifierats tidigare i flera europeiska studier.
Detta dr dock forsta gdngen som genotyp A kunnat pavisas i Sverige, ndgot som kan forklaras av
de oerhort fa prover som isolerats for molekylér analys tidigare (17 djur, alla i Lebbad et al.
2010).

Efter att ha undersokt den hér organismens utbredning hos svenska kottraskalvar dr min
beddmning att det dr av storre nytta dn potentiell risk att lata véra kottdjur behélla sina
strandbeten och andra beten ndra annan ménsklig aktivitet. Information till badande bor finnas da
riskgrupper med nedsatt immunforsvar kan bli svart sjuka men de grupperna 16per pé en allmén
badstrand en mycket hogre risk att drabbas av andra smittor dn just Giardia (Robertson, 2009).
Flera faktorer ger en kraftig utspaddning av koncentrationen av cystor. De betande djuren &r av
blandade aldrar och lejonparten av cystorna utséndras av kalvar. Absolut storsta delen av sin tid
tillbringar djuren pa annan plats &n just vid vattenbrynet vilket ytterligare minskar risken for
kontaminering av vattnet och parasiten kan inte foroka sig i cystastadiet (Olson ef al., 2004). Nu
har bes6kanden av véra badstrander ocksé Okat i antal i takt med att befolkningen blivit titare sa
om det hir hade varit ett stort problem hade vi sett en 6kning av antalet fall men sa ar inte fallet
(Folkhdlsomyndigheten, 2016).

Parasiten &r en tidig eukaryot, finns 6verallt och har samexisterat med oss genom den medicinska
historien. Aven om minskligheten som helhet skulle tjina pa att den bekéimpades hardare och
mer systematiskt i form av vacciner, eller 6kad och ny ldkemedelsanvdndning anser forfattaren
att sadan bekdmpning av G. intestinalis endast dr forsvarbar i endemiska omraden med hog
dodlighet pé grund av diarrésjukdomar, till exempel bland sma barn. Visst ska vi ha sdkert
dricksvatten och tillrackligt sdkra badstrander kvar men med tanke pa hur vi mélat in oss i ett
horn genom Gverdriven anviandning av antibiotika mot bakterier kdnns det som en dalig idé att
riskera att paborja samma misstag i ivern att bekdmpa en parasit som, i jimforelse med t ex C.
parvum, 1 en 6vervildigande majoritet av sjukdomstallen pa ménniska har ett benignt forlopp.
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