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1 Summary

An ELISA test(IDEXX Snap® Giardia) (SNAP) for use in veterinary small animal practice was
evaluated on 44 fecal samples from dogs with diarrea, and 29 samples from clinically normal dogs. The
test results were compared to results obtained using an immunofluorecens assay (Merifluor
Cryptosporidium/Giardia Direct Immunfluorescens Assay) (IFA). This test was performed at the
Danish Veterinary College (KVL).

The results from the SNAP test and the results obtained from the same samples from KVVL's IFA test
showed no similarity.

Test results were also obtained from 2 different laboratories, Vet Med Lab (VML) and the Danish
Veterinary College (KVL).

VML tests for Giardia using an ELISA test from Remel: ProSpecT® Giardia Microplate Assay
(ProSpecT). The results from this laboratory were from dogs and cats. They were submitted to the
laboratory by Danish veterinarians during the years 2003 and 2004.

KVL uses the Merifluor Cryptosporidium/Giardia Direct Immunfluorescens Assay (IFA). The samples
tested by these laboratories were submitted to the laboratory by Danish veterinarians during the years
2000 — 2005.

When comparing the test results from KVL, with the test results from VML, a significant difference in
the amount of positive results was found.

Dogs younger than 1 year tested positive for Giardi,a more often than older dogs. No seasonal
distribution of the disease was found in this study. The geographical distribution of positive test results
was examined. The parasite seemed to be evenly distributed in Denmark.

2 Sammendrag

En ELISA test, IDEXX Snap® Giardia, (SNAP) til brug i praksis blev afpravet pa hunde med og uden
diarré. Til sammenligning blev der brugt en immunfluorescens test (Merifluor Cryptosporidium/Giardia
Direct Immunfluorescens Assay (IFA)). Denne test blev udfgrt pa Centrallaboratoriet pa den Kgl.
Veteringr og Landbohgjskole (KVL)

Undersggelsen viste, at der ikke var nogen sammenhang mellem de resultater, som SNAP testen
frembragte og de resultater, der blev fundet pa de samme praver ved hjalp af IFA testen.

Resultater fra prgver indsendt af danske dyrleeger til to forskellige laboratorier, Centrallaboratoriet pa
KVL og Vet Med Lab (VML) blev gennemgaet.

VML bruger en ELISA test fra Remel: ProSpecT® Giardia Microplate Assay (ProSpecT)ved
undersggelse for Giardia. Der var tale om prgveresultater fra hunde og katte indsendt i arene 2003 og
2004.

KVL bruger Merifluor Cryptosporidium/Giardia Direct Immunfluorescens Assay (IFA). Materialet var
fra hunde og katte og indsendt i arene 2000-2005.

Ved sammenligning af mangden af positive tests blev der fundet en signifikant forskel mellem de 2
laboratorier.

Der var flere hunde under et ar, der blev fundet positive for Giardia, end &ldre hunde. Der blev ikke
fundet nogen arstidsvariation pd mangden af positive resultater. Parasitten syntes, at vare jeevnt udbredt
i Danmark.



3 Formalet med undersggelsen

Formalet med denne undersggelse var at undersgge anvendeligheden af IDEXX Snap® Giardia testen
(SNAP).

Formalet var desuden at undersgge, om der var seson- eller aldersvariation i maengden af smittede dyr,
og om dyr med diarré hyppigere var smittede med Giardia end raske dyr.

Parasittens udbredelse i Danmark blev undersggt.

Praevalensen af sygdommen blev vurderet ud fra resultater pa praver indsendt af danske dyrleager til to
forskellige laboratorier.

4 Indledning

Giardia er en flagelbarende protozo, der tilhgrer klassen zoomastigophora, ordenen diplomonadida 0g
familien hexamitidae. Parasitten formerer sig ved ukennet formering®. Flagellaten findes i en
trophoitform og en cysteform. Det infektive stadie er cysten.?

Trophozoiten er paereformet, bilateralt symmetrisk med 2 kerner og otte flageller. Den er 10-15um lang
0g 6-10um bred. Den er i besiddelse af en ventral sugeskive. Cysten er 8-13um lang og 7-10um bred.
Den indeholder 2 ufuldstzendigt separerede trophozoiter”.

Figur 1 Giardia cyste og trophozoit (P.W.Pappas og S.M.Wardrop).

4.1 Epidemiologi
Ved infektioner hos mennesker og husdyr findes en morfologisk ensartet organisme kaldet G.

duodenalis (syn. G. lamblia/G. intestinalis). Ved udfarelsen af molekylaerepidemiologiske
undersggelser har det vist sig, at der ikke er tale om en genetisk homogen organisme.

Herudover findes der en hel del vartsspecifikke genotyper som muligvis er forskellige species.Der
findes muligvis en G. duodenalis undergruppe der kun inficerer hunde*

Parasitten vil i det falgende kun blive benavnt Giardia. Med Giardia menes Giardia duodenalis med
undergrupper.

Giardia spp.findes hos alle vertebrater over hele verden. Mennesket synes at vare det primare
reservoir. Parasitten er sammen med Cryptosporidium den vigtigste arsag til problemer med
drikkevandet i udviklingslandene. Det har endnu ikke vaeret muligt at spore infektionsgangen, det
vides derfor ikke, om dyr er den primare Kilde til forurening af vandet."

Giardia menes at veere en zoonose.”

Cysterne er O, tolerante.* Cysterne er ufglsomme overfor klorering af drikkevand, hvilket har givet
anledning til store vandbarne udbrud. I koldt vand eller i vade kolde omgivelser kan de overleve i

adskillige maneder udenfor varten. Ved 20° kan overlevelsen vare op til 3 mdr. De kan tale ned til
-20° i 10 timer og ned til -13° i 2 uger. Cysterne er falsomme overfor udtgrring og direkte sollys*



Giardia smitten forekommer desuden ved feecal-oral kontakt eller ved indtagelse af fade, der er
forurenet med cyster.®

4.2 Patofysiologi

4.2.1 Parasitten

Trophozoiten er det patogene stadie. Den er ikke invasiv, men lever frit i tyndtarmen. Trophozoiterne
etablerer sig i den forreste del af tyndtarmen og reproducerer sig ved deling, saledes at kolonisation af
verten bibeholdes®. De encysterer sig sandsynligvis i ileum eller colon. Cystestadiet har ingen
mulighed for adhesion til tarmepitelet og udskilles derfor med faeces. Udskillelsen af cyster begynder
5-12 dage efter optagelsen. Der er intermitterende cysteudskillelse® og negative perioder pa 20-30 dage
er beskrevet hos mennesker®. Cysteudskillelse kan forekomme i méneder til &r.

Giardia er en potentielt patogen organisme.* Parasitten beskadiger epitelet ved hjalp af sine
sekretoriske og ekskretoriske produkter. Pavirkningen er sandsynligvis dosisafhangig.’

4.2.2 Veerten

Ved en Giardia infektion ses altid afkortning af mikrovilli og gget epitelialturnover. Vertens T-
lymfocytter synes at vaere medvirkende til villusatrofien. Atrofien forarsager nedsat disaccaridase
aktivitet samt nedsat overfladeareal. Resultatet er nedsat absorbtion af vand og glukose i hele tarmens
leengde. Denne malabsorbtion og maldigestion medfarer diarré. Der kan desuden forekomme nedsat
lipaseaktivitet med steatorrhoea.’

Den ggede permeabilitet af mucosa medferer gget makromolekylar optagelse i jejunum.®

Infektion med Giardia medferer cirkulerende og sekretoriske antistoffer. Mennesker der lever i
endemiske omréder har ofte en hvis grad af immunitet®. Der findes undersggelser der viser
sammenhang mellem udvikling af allergi og giardiose. Bagrn der er smittet med Giardia har
signifikant forggede IgE niveauer overfor fgdevareallergener.
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Figur 2. Parasittens livscyklus

4.3 Patologi

Nar makroskopiske forandringer forekommer, ses katarrhalsk enteritis, forstarrede krgslymfeknuder
og fortykkelse af slimhinden i duodenum og jejunum. Histologisk ses infiltration af lymfocytter og
plasmaceller i epitelet .

4.4 Symptomer

De klassiske symptomer pa giardiose hos hund og kat skyldes maldigestion og malabsorbtion. Der ses
blege ildelugtende faeces. Steatorrhoea kan forekomme. Symptomerne kan vare konstante eller



intermitterende. Ofte forsvinder symptomerne ved uspecifik diarrébehandling, men vender tilbage
efter seponering af behandlingen. Typisk for sygdommen er slimede, halvformede faeces. Meget
vandig eller hemorragisk diarré er som regel ikke udelukkende forarsaget af Giardia. Feber og
vomitus er heller ikke typisk ved giardiose.’® Der kan forekomme mavesmerter, intestinal
hypermotilitet og diarré. Opkastning og klge er beskrevet.

Af og til forekommer kronisk diarré og veegttab eller nedsat tilveekst, ofte trods god appetit. Hos
hvalpe og killinger ses hyppigt nedsat vaekst.’

Sygdommen kan vere asymptomatisk, men kan udvikle sig til kronisk malabsorptionssyndrom.
Voksne dyr optraeder ofte som symptomlgse cysteudskillere.

Hos mennesker kan symptomerne straekke sig over 3-20 dage, helt op til 7 uger. Hos 30-50% ses
kronisk diarré med vagttab pa op til 10-20% af kropsvaegten'! Der er beskrevet urtikarier hos
mennesker med giardiose.*?

4.5 Diagnostik

451 Ovaog parasit metoder (O&P)

Giardia trophozoiter kan ses i drabepreaparat af feeces ved hgj forstarrelse. Cysterne kan ogsa ses, men
ses bedst ved opkoncentrering. Almindelige flotationsmedier til diagnosticering af andre tarmparasitter
destruerer cysterne, sa de bliver ukendelige. Der findes et utal af medier til sedimentation eller
flotation af giardiacyster.

Der bar opsamles facespraver fra 3 dage grundet den intermitterende cysteudskillelse.*

4.5.2 Immunfluorescens

Ved immunfluorescens synliggares cysterne ved tilsetning af monoklonale antistoffer udviklet mod
cysteoverflade antigener. Disse antistoffer er bundet til et fluorescerende stof (fluorescein isothiocyant
(FITC))*® Preeparatet undersgges ved hjelp af fluorescensmikroskopi. Giardiacysterne lyser op med
tydelig a@blegren farve.**

Nar testen indeholder antistoffer mod bade Giardia og Cryptosporidium, kaldes den
Immunofluorescens Assay (IFA)

Nar testen kun indeholder monoklonale antistoffer overfor enten Giardia eller Cryptosporidium
benavnes den Direct Immunoflorescent Assay (DFA).

Figur 3 Giardia cyster og Cryptosporidium oocyster demonstreret ved immunfluorescens. Giardia cysterne er
stgrst. (Billede fra Meridians hjemmeside. www.mdeur.com)

45.3 ELISA

Faelles for ELISA tests er at de reagerer pa et trophozoitantigen kaldet GSA65. Det er et antigen der
béade findes pa cysten og trophozoiten.

En nyere undersggelse udfart pa ProSpecT viser, at den muligvis i stedet reagerer pa et antigen, CWP1,
der findes pa cysternes overflade, men ogsa frigives ved encystering. Der er tale om et stabilt
vandoplgseligt protein.™



Figur 4 ProSpecT® Giardia Microplate Assay (Fra Remels hjemmeside. www.remel.com)
4.6 Terapi

4.6.1 Antibiotika

5-nitroimidazole midler er kendt for at veere effektive mod giardiose. Der er begyndende resistens mod
metronidazol, derfor er nyere typer af 5-nitroimidazolmidler taget i brug med bedre effekt. De
absorberes hurtigere og bedre end metronidazol og har lengere halveringstid end denne®.
Helbredelses procenten ved brug af metronidazol angives at vaere 67 % ved en dosis pa 20-25mmg/kg
BID i 7 dage hos hunde.® Hos kat er foresl8et en dosis p& 10mg/kg BID i 5 dage. Der er beskrevet
bivirkninger ved meget hgje doser, s som vomitus, nystagmus og ataksi."’

Drontal® comp.vet kan bruges ved behandling af parasitten. Der skal behandles i minimum 2 dage,
eventuelt 3 med den anbefalede dosis.*®. Ved behandling med den anbefalede dosis i 2 dage sés en
helbredelses procent pd 92,1 %.1° 202

Albendazol (Valbazen®vet) og fenbendazol (Panacur® vet) bruges til behandling af bade mennesker
og dyr. Begge har vist sig effektive i behandlingen af giardiose hos hunde. Et studie viser, at
Albendazole givet i doser p& 25mg/kg bid i 2 dage er effektivt og bivirkningsfrit.?

Fenbendazol i den godkendte dosering i 3 dage har en helbredelses procent p& 90 Fenbendazol har
vist sig effektiv til behandling hos kat.*®

Ingen af midlerne er registreret til behandling af giardiose i Danmark.

Som kuriositet kan naevnes, at hvidlgg har vist sig effektivt in vivo og in vitro. Bade intakt hvidlgg og
flere af hvidlggets komponenter har vist sig effektive mod Giardia.”®

4.6.2 Vaccination

Ved naturlige Giardia infektioner tager det ofte uger til maneder for vaerten at rense sig for parasitten,
idet infektionen ikke stimulerer immunsystemet tilstraekkeligt. Desuden kan parasitten virke
immunsupprimerende. Vaccination bade oralt og systemisk har vist gode resultater hos mennesker.
Vaccinen kan bruges mod forskellige Giardia spp.”

Vaccination synes is&r at vaere effektiv hos kroniske smitteberere. En af teorierne er, at disse dyr har
udviklet et hgjt T-suppressor repons i tarmmucosaen. Vaccinen forarsager dannelse af humorale
antistoffer og derved eliminering af parasitten.’

Vaccination kan foretages fra 8 ugers alderen og giver beskyttelse i op til 1 & mod klinisk sygdom.?*
Desuden vil vaccinerede dyr udskille farre levende cyster. Der er ikke set bivirkninger af vaccinen.®

| USA og Canada forhandles en Giardia vaccine via Fort Dodge Animal Health ( Giardia-vax™) Der
har ogsa veeret en Fel-O-Vax Giardia til kat, men den er udgaet.

4.7 Forebyggelse

God hygiejne med opsamling af feeces er vigtig. Desuden kan desinfektion med klorin reducere
cystetrykket.*® Kvarternaere ammoniumforbindelser (Rodalon) er ogsé effektive til desinfektion. Disse
inaktiveres af organisk materiale, sa det kan veere svert at desinficere lgbegarde og lignende.
Parasitten taler ikke udterring.



5 Materialer og metoder

5.1 Eget materiale

Feecesprgver blev indsamlet fra hunde der indgar i Frederiksveerk Dyrehospitals patientmateriale. To
praver blev indsendt fra Maribo Dyrehospital og fire prgver fra Otterup-Sgndersg dyrlaegerne.
Prgverne blev indsamlet fra 44 hunde med diarré. Desuden indgik en kontrolgruppe pa 29 raske hunde.
| alt indgik der 73 prgver i undersggelsen.

Diarré blev defineret som afvigelse fra normal feeceskonsistens. Der blev ikke skelnet mellem
forskellige typer diarré.

Alle feecespraverne blev undersggt ved hjelp af SNAP testen. Resten af feecespreven blev lagt i 10 %
neutralt formalin og indsendt til Klinisk Centrallaboratorie pa KVL. Her blev der foretaget en
undersggelse ved hjeelp af Merifluors IFA test.

De 2 testresultater blev sammenlignet ved hjeelp af en McNemar test.

SNAP testens positive og negative prediktive vardier blev udregnet ved en anslaet praevalens pa 4 % -
20 %. Veerdierne for testens sensitivitet og specificitet blev taget fra produktbladet.

Sammenhangen mellem smitte med Giardia og forekomsten af diarré blev undersggt ved hjelp af en
X test. P& samme made blev det undersggt, om dyr under 1ar var hyppigere smittede end dyr over 1 4r.

5.1.1 Handtering af smittede dyr

Hvis et dyr blev fundet positiv pa SNAP testen blev en behandling iverksat. Hovedparten af de
positive dyr blev behandlet med Drontal® comp. vet i den anbefalede dosering 1x dagligt i 3 dage. De
hunde der var febrile, eller havde blodig diarré blev behandlet med metronidazol, 20-25mmg/kg BID i
7 dage. Det blev anbefalet at indsende en kontrolpreve, men resultatet af denne indgik ikke i
undersggelsen.

5.2 Eksternt materiale

@vrigt materiale, der indgik i undersggelsen er VML’s resultater for Giardia fra Danmark for 2003 og
2004. Desuden indgar KVL's resultater for Giardia og Cryptosporidium for 2000 til 2005. Disse
eksterne resultater er bade for hund og kat.

Resultaterne for KVL og VML blev slaet sammen, kodet pa postnumre og udlagt pa et Danmarkskort.

En arstidsvariation for forekomsten af Giardia hos hund og kat blev undersggt pd KVL’s og VML"s
resultater for Giardia. Resultaterne blev delt pa vinter og sommer. Vinterhalvaret blev defineret som
oktober, november, december januar, februar og marts. Sommerhalvaret som april, maj, juni, juli
august og september. Resultaterne blev sammenlignet ved hjelp af en X? test.

En anslaet preevalens for Giardia blev udregnet for KVL’s resultater samt VML s resultater. Desuden
blev de praediktive vaerdier udregnet pa basis af anslaede praevalens veerdier fra 4%-20%. Begge
testenes sensitivitet og specificitet blev valgt fra litteraturen.?

En sand praevalens blev udregnet pa baggrund af testenes sensitivitet og specificitet.
5.3 Introduktion af de pregvetyper der indgar i opgaven
5.3.1 Merifluor Cryptosporidium/Giardia Direct Inmunfluorescens Assay (IFA)

Denne test benyttes af KVVL. Testen blev brugt til sammenligning med SNAP testen.

IFA testen udfares pa feeces der er opbevaret i 10 % neutral formalin, da cysterne ellers gar i oplgsning
under forsendelse. Testen er designet til human brug.

5.3.2 ProSpecT® Giardia Microplate Assay (Remel, tidligere Alexon)(ProSpecT)

Denne test udfares pa VML.

Der er tale om en ELISA test. Testen kan ufgres pa frisk faeces eller faeces, der er opbevaret i formalin.
Testen er designet til human brug.



5.3.3 IDEXX Snap® Giardia (SNAP)

Denne test blev brugt ved undersggelse af eget materiale i klinikken. Det er en ELISA test. Testen skal
laves pa frisk feeces. Dette kan dog opbevares pa kel i op til 7 dage. Testen er designet til brug pa hund
og kat.

6 Resultater
6.1 Sammenligning af SNAP testen med IFA testen

Der blev fundet 12 Giardia positive hunde ud af de 73 undersggte ved brug af SNAP testen.

Pa de samme 73 praver blev der fundet 2 positive ved undersggelse pa KVL ved hjelp af IFA testen.
Der var ikke sammenfald mellem de positive resultater.

Ved undersggelsen med IFA testen blev der desuden fundet 6 Cryptosporidium positive praver.

Tabel 1 Sammenhang mellem IFA testen og SNAPtesten pa eget materiale.

IFA positive  IFA negative 1 alt

SNAP positive 0 12 12
SNAP negative 2 59 61
I alt 2 71 73

Ved udfgrelse af McNemar’s test for forskelle mellem 2 korrelerede proportioner fandtes en
signifikant forskel pa de to prevers resultater med en X° p& 8,6 og en OR pa 6.

Hvis man antager, at de 2 IFA positive er falsk negative pa SNAP, og at alle de SNAP positive er
sandt positive, far man en sensitivitet for SNAP pa 85,7 % og en specificiet pa 100%.

6.2 Sammenligning af KVL's resultater med Vet Med Lab’s resultater og egne

resultater
Procent positive hunde Procent positive Katte
18% 14%
16%
12%
14%
129 | 10%
10% A 8%
8%
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4% 4%
2% —— 20
0% : . .
KVL(IFA) VML(ProSpecT) SNAP Egne 0% -
resultater(IFA) KVL(IFA) VML(ProSpecT)

Figur 5. Procent positive hunde ved de forskellige tests. KVL  Figur 6. Procent positive katte ved de 2 forskellige tests. Kvl
(IFA) og VML (ProSpecT) er ikke udfgrt pd det samme (IFA), VML (ProSpecT). Praverne er ikke udfgrt pa det
materiale. SNAP og Egne resultater (IFA) er begge udfgrt pA  samme materiale.

materiale fra denne undersggelse.

Ved sammenligning af resultaterne for hunde viste det sig, at der ikke var signifikant forskel pa
VML’s ProSpecT og SNAP testen (p=0,61). Der var heller ikke signifikant forskel, mellem de
resultater KVL havde faet pa andres tilsendte praver, og pa de resultater de fik pa prever indsendt i
forbindelse med denne undersgagelse. (p=0,73).




Derimod var der signifikant forskel, mellem den praevalens, der blev fundet pa KVL's IFA test og den
praevalens, der blev fundet pa VML s ProSpecT. Der var ligeledes signifikant forskel mellem de
praevalenser, der blev fundet pd KVL’s IFA test og pa SNAP testen.(p= 0.001).

Ved sammenligning af resultaterne for katte ses, som ved resultaterne for hunde, at der ikke er nogen
lighed mellem proportionen af positive resultater, der findes pa KVL og den proportion af positive
resultater der findes pd VML. X er 6,55 og p=0,01

Se bilag 1 og 2.

6.3 Positive og negative praediktive veerdier (PPV og NPV)

Ved brug af nedenstaende verdier for sensitivitet og specificitet blev de 3 tests positive og negative
preediktive veerdier udregnet.

Tabel 2 Oversigt over de vardier for sensitivitet og specificitet der er brugt ved udregningen af de preediktive

veerdier.
Sensitivitet Specificitet

Idexx Snap 0,92 0,99
IFA egne 0,55 1
Meriflour IFA, 0,55 1
ELISA VML 0,91 0,98
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Figur 7 Positive preediktive veerdier (PPV) ved forskellig praevalens. IFA testen er ikke medtaget da den giver
1 ved alle preevalenser.
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Figur 8 Negative pradiktive veerdier (NPV) ved forskellig praevalens.

De praediktive veerdier viser testens evne til at vise et korrekt positivt og negativt resultat ved
forskellig preevalens af sygdommen.



6.4 Udregning af sand preevalens

6.4.1 Sand preevalens hos hund

Ved udregning af den sande praevalens for parasitten hos hund blev fglgende fundet:.
KVL: Anslaet praevalens 4,6% Sand pravalens 8,3%

Vet Med Lab: Anslaet praevalens 14,2% Sand pravalens 18,2%

SNAP: Anslaet praevalens 16,4% sand pravalens 16,9%

IFA egne resultater: Anslaet praevalens 2,7% Sand praevalens 4,9%

6.4.2 Sand preevalens hos kat
KVL : Anslaet praevalens 5,5%. Sand pravalens 10%
Vet Med Lab: Anslaet praevalens 13,2% Sand preevalens 17,1%

Den anslaede preevalens er den praevalens, der blev fundet ved brug af de forskellige testmetoder. Ved
udregningen af den sande preevalens er veerdierne for sensitivitet og specificitet, der er vist i tabel 2
brugt.

Hvis man bruger de veerdier som producenten af Merifluor IFA test oplyser, er den sande praevalens
for IFA testene = den fundne praevalens. Dette geelder bade for hund og kat.

Se desuden bilag 1 og 2.

6.5 Sammenhaeng mellem forekomsten af diarré og et positivt testresultat for
Giardia malt pa IFA testen eller SNAP testen

Tabel 3 Raske hunde sammenlignet med hunde med diarré (egne resultater).

Diarré Rask I alt
Giardia positiv 10 4 14
Giardia negativ. = 34 25 59

44 29 73

Der blev ikke pavist nogen statistisk sammenhang mellem det at have diarré og det at veere positiv for
Giardia. X* (Yates)= 0,42 p= 0,52 OR var 1,84. Konfidensintervallet for OR= (0,45-7,8)

Der var dog en tendens til en overhyppighed af Giardia positive hunde med diarré i forhold til Giardia
positive hunde, der var raske. De Giardia positive hunde udgjorde 23% af hundene med diarré, og i
gruppen med raske hunde udgjorde de Giardia positive hunde 14%.

6.6 Sammenhang mellem smittestatus og alder (egne resultater)

Tabel 4 smitte status i forhold til alder (egne resultater).

Under 1ar  Overlar | alt
Positiv 5 7 12
Negativ 6 45 51

21 52 73

Der var en overhyppighed af testpositive dyr under 1 &r. X* (Yates)= 4,13 p= 0,02 OR var 5,36.
Konfidensintervallet for OR= (0,97-27,54).

10



6.7 Saesonvariation for smitte
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Figur 9 Seeson variation for smittestatus for resultater for VML og KVL.

6.7.1 Resultater KVL
Der blev ikke fundet signifikant forskel pa antal positive hunde fordelt pa sommer- og vinterhalvaret.
X? (Yates) = 0,17. p= 0,72 OR= 1,81 med konfidenintervallerne 0,33-18,28.

Hos katte viste resultaterne heller ikke nogen arstidsvariation. X2 (Yates) = 0,14.p= 0,75 OR= 1,62
med konfidenintervallerne 0,37-9,81.

6.7.2 Resultater VML

Samme forhold gjorde sig geeldende for hunde testet pa Vet Med Lab som pa KVL. Der blev ikke
fundet nogen signifikant arstidsvariation. X> = 0,11. p= 0,74 OR= 1,11 med konfidensintervallerne
0,58-2,10.

For katte testet hos VML s8s heller ingen s&sonvariation. X = 0,05. p= 0,82 OR= 1,11 med
konfidensintervallerne 0,43-2,85.

6.8 Udbredelse i Danmark
Se kortene i bilag 3

7 Diskussion

7.1 Forekomst af Giardia

Som det fremgar af kortene, bilag 3, bliver Giardia diagnosticeret over det meste af Danmark. Der
blev ikke fundet tegn pa forgget praevalens i serlige omrader. Der undersgges dog meget lidt for
parasitten, sa resultatet er behaftet med stor usikkerhed.

Ved undersggelse pa eget materiale blev der ikke fundet en sammenhaeng mellem det at have diarré og
det at veere Giardia positiv. Dog blev der fundet en tendens til en overhyppighed af test positive med
diarré. Dette resultat var som forventet idet det beskrives, at der ikke er ssmmenhang mellem
smittestatus og faeceskonsistens.>%

Pa det samme materiale blev der fundet en overhyppighed af testpositive hunde der var under et ar.
Dette er som forventet ifglge litteraturen. Det beskrives i en undersggelse fra USA at 17,5% af de
undersggte hunde under 2 ar er positive for Giardia. Hos hunde over 2 ar falder mangden af smittede
til 2,1 %.%

Resultatet for sammenhang mellem smittestatus og diarré og resultatet med overhyppighed af
testpositive unghunde skal tolkes med forsigtighed. Testene er udfert pa et lille materiale og der er
tvivl om hvor praecise IFA og SNAP testene er.

7.2 Vurdering af preevalensen for parasitten
Den anslaede preevalens af Giardia hos danske hunde, undersagt ved hjelp af IFA testen, ProSpecT og
SNAP, var henholdsvis 4,6, 14,2 og 16,4.

Ved en tidligere undersggelse pa danske hunde er preevalensen af Giardia 17,1%. Hos hunde fra
kenneler var praevalensen 20 %.% | forsaget var der stor overveegt af hunde pa under 4 maneder, hvilket
kan fare til forhgjet praevalens
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Praverne i den danske undersggelse er undersggt ved hjelp af flotation. Undersggelsens sensitivitet er
gget ved at indsamle prgver hver anden dag 3 gange. Der er tale om en undersggelsesmetode, der er
meget lidt sensitiv. Sensitiviteten beskrives til at veere pa 50-70% alt efter hvem der foretager
undersggelsen?’ Det skannes derfor, at pravalensen i den danske undersggelse ikke er voldsomt
forhgjet.

| Tyskland er der fundet en praevalens pa 16,5 % pa familiehunde. Undersggelsen er foretaget over 3,5
&r, og preverne er undersggt ved hjalp af ProSpecT testen,

Det er rimeligt at sammenligne forholdene i Danmark med forholdene i Tyskland af geografiske
arsager.

Det kunne derfor forventes, at de resultater, der blev fundet pa danske dyr, havde en pravalens der
ikke signifikant adskilte sig fra disse to undersggelsers resultater.

Resultaterne fra VML og fra KVL stammede fra dyr, der havde faet taget en faecespragve som led i en
diagnostisk udredning. Det vides ikke om der var tale om familiedyr, eller om der var tale om dyr fra
kenneler. Alderssammensetningen var heller ikke kendt. Nogle af prgverne kunne veere indsendt som
kontrolprgver efter afsluttet behandling. P4 baggrund af at de omtalte prgver stammede fra syge dyr,
eller fra dyr der havde gennemgaet en sygdom, var der muligvis selekteret, sa preevalensen blev hgjere
end ved en undersggelse af et vilkarligt udsnit af familiehunde. Derfor var den praevalens, der blev
fundet ved undersggelse med IFA testen lavere end forventet, mens praevalensen fundet ved hjelp af
ProSpecT var hgjere end det forventede.

De fleste af prgverne, der indgar i evalueringen af SNAP, blev udtaget i sommerhalvaret. Dette kan
have medfart faerre positive, end hvis undersggelsen havde kart et fuldt kalenderar. Flere forfattere
beskriver sesonvariation med lavere hyppighed i sommerméanederne. ?"?°?” Dette kunne dog ikke
bekreeftes ved undersggelse af VML eller KVLs resultater, som dog viste en tendens til lidt flere
smittede om vinteren. Arsagen til, at der ikke var tydelig s&sonvariation, kan veere, at der var tale om
et selekteret materiale og ikke et repraesentativt udsnit af danske dyr. Man kan selvfglgelig ogsa
overveje, om vejrforholdene i Danmark altid er sa kolde og vade at parasitten begunstiges.

Ved udregning af den sande pravalens for de forskellige praver, er det tydeligt, at der er stor forskel
pa testene. Den sensitivitet, der blev valgt for IFA testen, stammer fra Aldeen et al. *°.Valget skyldes,
at patient materialet er selekteret pa samme made, idet Aldeen et al beskeftiger sig med praver fra
individer, der er klinisk syge.

Ved udregning af de sande praevalensveerdier i denne undersggelse ses meget afvigende tal. Dette viser,
at de veerdier for sensitivitet og specificitet, der er brugt til beregningen er forkerte. Pracisionen af de
forskellige tests bar undersgges yderligere.

Der findes ingen viden om hvad sandheden er. Da der ikke er nogen test, der med sikkerhed kan
bruges som gold standard, vil en precis viden om praevalensen vare sveer at fremskaffe.

7.3 Sammenligning af SNAP testen med IFA testen

Der var ingen sammenhang mellem pa de resultater, der blev fundet ved undersggelse med IFA testen
og SNAP testen. Sammenligning viste, at der var 6 gange sa stor sandsynlighed for at fa et positivt
resultat pa SNAP testen som pa IFA testen.

Ved sammenligning af antal positive resultater fundet pa de forskellige tests blev en lignende forskel
fundet pa resultaterne af KVLs egne praver i forhold til VMLs egne prever. Derimod var der ikke
statistisk forskel mellem proportionerne for SNAP og ProspecT. Procent positive tests fra eget
materiale undersggt ved IFA testen var ikke signifikant forskellige fra procent positive prever, der blev
fundet pa KVL’s egne prover fra de sidste 5 ar.

Dette farer til den hypotese, at forskellen pa SNAP testen og IFA testens resultater skyldes forskel pa
test metoden, ikke skeevheder som fglge af udtagning, opbevaring, forsendelse eller udveelgelse af
materialet.

Det tyder pa, at der er tale om forskelle pa resultaterne alt efter om man bruger en ELISA test, eller
IFA testen. Denne hypotese bar undersgges yderligere.

Forskellen i antal positive kan skyldes, at det er forskellige ting man tester for. Ved et positivt fund pa
IFA testen er der synlige cyster i feeces. Dette svarer til et positivt fund pa en almindelig direkte
mikroskopi, men eliminerer de fejlkilder, der er ved denne metode, ved at gare cysterne synlige.
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Testen kan ikke reagere pa trophozoiter eller vandoplgselige antigener fra encysterende trophozoiter,
saledes som ELISA testen kan.

| visse stadier af infektionen med Giardia kan der ses trophozoiter i feeces, ikke cyster. Parasitten har
steerkt intermitterende cysteudskillelse.'® Hvis man tager dette i betragtning, bar man finde flere
positive prever ved at bruge en ELISA test, fordi den reagerer pa et antigen, som kan findes i feeces,
bade nar der er trophozoiter og cyster, samt nar trophozoiterne encysterer sig.

De fleste af de undersggelser, der er foretaget pa de forskellige diagnostiske kit, er udfart pa faeces fra
mennesker. Dette antages ikke at vaere et problem, da der sandsynligvis er stor biokemisk
homogenicitet blandt G. duodenalis grupper og undergrupper Der findes muligvis en undergruppe der
kun kan inficere hunde. Der er saledes stadig mangel pa viden omkring parasittens genetik og der
hersker stor uenighed omkring opdelingen af species og subspecies. En hypotese kan veere, at IFA og
ELISA testene muligvis er malrettede mod hver deres Giardia spp., 0g at dette er arsagen til den store
variation mellem testene.

7.4 Vurdering af sensitivitet og specificitet for de involverede testmetoder

ProSpecT er hos Aldeen fundet mere sensitiv end bade O&P og DFA testen(se p. 5), nar Giardia skal
findes hos mennesker med symptomer. O&P og DFA er lige sensitive. | denne undersggelse har testen
en sensitivitet pA 91% og en specificitet pd 98%, mens bade O&P og DFA testene har en sensitivitet pa
55% og en specificitet p& 100%.%

| en undersggelse er det vist, at IFA testen er bedre til at finde smittede individer med lav parasitbyrde
end ProSpecT. ProSpecT har i den naevnte undersggelse en sensitivitet pa 90,6% og en specificitet pa
99,5% ved sammenligning med IFA, nér dennes sensitivitet og specificitet sattes til 100%.%

I en anden undersggelse hvor DFA testen sammenlignes med direkte mikroskopi af feeces og med
ProSpecT® Giardia Microplate Assay, bedgmmes bade DFA testen og ELISA testen til at have en
sensitivitet pd 99,8% *. Garcia et al udregner sensitiviteten af ProSpecT vurderet p& baggrund af DFA
testen til 94%. | sidst navnte undersggelse findes en specificitet pa ProSpecT pa 100%. 3!

Producenten for ProSpecT beskriver 2 undersggelser. Den ene maler en diagnostisk sensitivitet pa
100% og en specificitet pa 100%, nar man sammeligner med O&P undersggelse. Den anden
undersggelse méaler sensitviteten til 98% og specificiteten til 98% ogsé sammenlignet med O&P*.
Begge undersggelser tester ELISA testen pa praver, der er fundet positive for parasitten.

Ved fastsattelse af sensitivitet og specificiet for SNAP testen bliver en immunfluorescens test (DIFM;
Cyst-A-Glo®Kit Waterbourne, Inc), samt ProSpecT brugt som sammenligningsgrundlag. Der findes
god sammenlignelighed mellem immunfluorescence testen og ProSpecT. Der er flere positive fund
ved immunfluorescens metoden end ved ProSpecT, henholdsvis 24% mod 14%. SNAP har en
sensitivitet pa 90% og en specificitet pa 96% sammenlignet med immunfluorescens testen og en
sensitivitet pa 92% og en specificitet pa 99,8% sammenlignet med ProSpecT ELISA testen.
Feecesproverne er fra bade syge og raske dyr®,

Ved sammenligning i denne undersggelse af SNAP med IFA, blev der fundet 2 prgver der var positive
pa IFA og negative pa SNAP. Disse ma betragtes som vearende falsk negative pa SNAP testen. Ved en
vurdering af testens sensitivitet pa dette grundlag, blev der opnaet en veerdi pa 85,7%. Dette tal er
lavere end forventet. Da der er tale om en vurdering pa baggrund af et meget lille materiale, bruges
tallet ikke i beregninger i undersggelsen.

Ovenstaende tegner et kompliceret billede. Der er tydeligvis ikke enighed om testenes pracision.
Generelt vurderes testmetodernes sensitivitet og specificitet ud fra andre testmetoder. Det skyldes, at
parasitten er sver at diagnosticere, fordi den nemt gar i oplgsning ved praeparation. Da der samtidig er
steerkt svingende cysteudskillelse, er det vanskeligt at finde et sandt billede at vurdere smitten ud fra.
De forskellige testmetoders sensitivitet varierer muligvis alt efter, hvor stor parasitbyrden er. En
forsigtig konklusion pa dette kan veere, at ELISA testen vil fungere bedst i de tilfeelde hvor der
undersgges dyr med symptomer, mens IFA testen virker bedre ved screeninger af klinisk raske
patienter. Bade falsk negative og falsk positive svar ma dog forventes.
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8 Konklusion
Giardia er ubiquiteert forekommende i Danmark. Den sande praevalens kan ikke bestemmes, da de
forskellige testmetoder er for usikre.

Idexx SNAP® Giardia test er blevet afpravet mod en kendt test. Dens egnethed er ikke afklaret, men
kreever yderligere undersggelser. Begge testmetoder synes at veere fejlbehaftede. Et mere
tilfredsstillende resultat ville kunne findes, hvis der blev indsamlet 3 feecesprgver, udtaget hveranden
dag. Dette ville minimere falsk negative prgver som fglge af den intermitterende cysteudskillelse.

Der blev ikke fundet nogen tydelig sesonvariation blandt de smittede dyr i undersggelsen.

Det er sandsynliggjort, at man opnar forskellige resultater alt efter om man velger at undersgge med
en ELISA test eller en IFA test. De 2 testtyper kan eventuelt med fordel kombineres, da de 2
provetyper sandsynligvis tester for forskellige egenskaber ved parasitten.

Tak til Vet med Lab og Centrallaboratoriet pa KVL for Ian af deres pravesvar pa Giardia og
Cryptosporidium

Tak til Kruuse fordi de har stillet Idexx SNAP® Giardia testen til rédighed for min undersggelse
Tak til PDA’s fond for gkonomisk statte til betaling af indsendte praver

Tak til Mariann Criél for grundig radgivning omkring statistikken
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Bilag 1

KVL(IFA) 4,6% 8,3%
SNAP(ELISA 16,4% 16,9%

Egne resultater: korrelation mellem KVL’s Merifluor IFA test, VML's ProSpecT® Giardia Microplate Assay og
IDEXX SNAP test

Bilag 2
KVL 5,5% 10%

Preveresultater for katte
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