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Forord

Foreliggande volym om referensmetodik for infektioner i mag-tarmkanalen ar
en uppdatering av den forsta upplagan fran 1990. Arbetsgruppen har med till-
fredstéllelse konstaterat att denna kommit till anvandning bade i det interna
kvalitetssakringsarbetet och som inofficiell norm vid ackreditering. Mot den
bakgrunden har det varit angelaget att anpassa innehdllet till tidens krav. Avsik-
ten &r att definiera teknik och tillvagagangssitt mot vilka nya analysmetoder och
lokala varianter kan utvérderas.

Skriften omfattar de bakterier, parasiter och virus som i forsta hand ger akuta
symtom frén mag-tarmkanalen i form av ”magsjuka’. For svamp och tuberkel-
bakterier hanvisastill tidigare skrifter i serien.

Materialet omfattar inte bara genomgangar av referensmetodik och alternativa
tillvagagangsstt utan ocksa relativt fylliga beskrivningar av patogenes, sjuk-
domshild och epidemiologi. Harigenom hoppas arbetsgruppen nd en bredare
malgrupp.

Genom ackrediteringsarbetet har vasentliga forbéttringar &stadkommits vad
betréffar ordning och reda, fértydligande av ansvar, instrumentsakerhet m.m.
Ackrediteringen har dock inte p& ett avgorande sitt bidragit till att tka jamfor-
barheten mellan olika laboratorier. Detektionsgransen kan t.ex. fortfarande va
riera avsevart. Dettai sin tur beror pa att ackreditering sker gentemot en teknisk
standard utan definierade analytiska och medicinska kvalitetsmal, som kunde
utgora adekvata och av professionen godtagna kriterier for utvardering. Under
kapitlet kvalitetssakring skisseras ett program for utveckling av referensmaterial
i syfte att astadkomma praktiskt hanterbara harmoniseringsnivaer for diagnostik
av relevanta mikroorganismer.

Underlaget for de gula bockerna tas traditionsenligt fram av informellt samman-
satta expertgrupper.

Materialet remissbehandlas dels genom ett utskick till de mikrobiologiska labo-
ratoriernas verksamhetschefer dels via et diskussionsforum pa natet. Inkomna
synpunkter tillvaratas och inarbetas av arbetsgruppen. Den s reviderade upp-
lagan har i detta fall diskuterats vid tva 6ppna konsensuskonferenser avhallna
den 17-18 april respektive den 13 maj, 2002.



Samtycke till konsensus har darefter vidimerats genom ett protokoll underteck-
nat av ordféranden i Foreningen for medicinsk Mikrobiologi och Generaldirek-
téren vid SMI 2002-11-18.

Referensgruppen vill dutligen framféra ett stort tack till forfattarna och alla
andra som konstruktivt bidragit till detta harmoniseringsforsok.

Solna november 2002

Hans Hallander Magnus Thore Ralfh Wollin
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Anatomi och gukdomsbegr epp

Anatomi

Mag-tarmkanalens anatomi visas schematiskt i Figur 1. Den bestdr av munhdla
(cavum oris), svalg (pharynx), matstrupe (esophagus), magséck (ventriculus),
tolvfingertarm (duodenum), tunntarm (ileum och jejunum), tjocktarm (colon)
samt &ndtarm (rectum). Normalfloran i de olika delarna beskrivs nérmare i fol-
jande kapitel. | munhalan tuggas maten och blandas med saliv som innehdller
enzymer, varefter fodan transporteras genom esofagus till ventrikeln. Dar ut-
sondras saltsyra som tillsammans med ytterligare enzym pébdrjar nedbryt-
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Pancreas
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Figur 1. Mag-tarmkanal ens anatomi
Bilden &r hamtad ur Ture Petréns Anatomi |1
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ningen. | ventrikeln sker éven
en mekanisk bearbetning av
fodan. Magsaft och mat trans-
porteras via nedre magmunnen
(pylorus) till duodenum dér det
blandas med galla, tarmsafter
och pankreassaft innehdllande
ett flertal nedbrytande enzy-
mer. Under den vidare trans-
porten i tunntarmen digereras
fodan och néringsémnen tas
upp. N&r tarminnehdlet kom-
mer till tjocktarmen har mer-
parten digererbar néring i
fodan extraherats. Tarminne-
héllee & da latflytande.
Tjocktarmens  huvudsakliga
funktion &r att extrahera vatten
ur tarminnehallet.

Mag-tarmkanalen har andra
viktiga funktioner an att ta upp
naringsamnen ur fodan. Tar-
men utgor en viktig barriar
mot kolonisering med inkrak-
tande mikrober. En stor del av
kroppens immunférsvar regle-
ras genom funktioner i tarmen
och dess grannskap. En be-



skrivning av tarmens funktion for immunitet & ett omréde som faller utanfor
avsikten med denna bok.

Infektioner i mag-tar mkanalen

Gastrit
Histologiskt pavisbar inflammation i magslemhinnan. Orsakas bl.a. av Helico-
bacter pylori, som huvudsakligen pavisasi antrum ventriculi.

Enterit, akut infektits

Kliniskt begrepp for tillstdnd som karakteriseras av krakningar, diarré, illaméen-
de, buksmartor och ibland feber. Sukdomen & som regel sjdlvbegransande med
en duration av 4-8 dagar.

Icke inflammatorisk enterit domineras av frekventa, vattentunna ofta volumi-
ndsa avforingar utan blod eller slemtillblandning. Initialt forekommer krék-
ningar, mer sdllan feber eller buksmartor. Orsaken & en infektion med virus
eller enterotoxinbildande bakterier som framkallar en tkad sekretion av vétska
och elektrolyter frén tunntarmen (sekretorisk diarré). Exempel pa smittamnen ar
enterotoxinbildande Escherichia coli (ETEC), Vibrio cholerae och rotavirus.

Inflammatorisk enterit ger ofta slemmig och blodig diarré, i regel férenad med
feber och buksmértor. Infektionen orsakas av smittdmnen med forméaga att inva-
dera och skada mukosan i kolon (kolit), t.ex. Campylobacter, Salmonella, Shi-
gella, EHEC, Clostridium difficile och Entamoeba histolytica.

Gastroenterit

Kliniskt begrepp som upptréder inom ett dygn efter fortéring av kontaminerade
livsmedel eller genom annan smitta och initialt karakteriseras av illamaende och
krékningar som oftast forsvinner efter ett antal timmar och féljs av buksmértor
och diarré. Begreppet gastroenterit & ocksd specifikt kopplat till saimonella-
infektion for att skilja”vanlig” salmonella-infektion frén tyfus/paratyfus

Dysenteri
(rédsot) symtomgivande shigella-infektion. Anvands ocksa i sammansattningar
med annan etiologi sdsom amobadysenteri.

REFERENSER:
Uhnoo, 1., Wistrém, J. Infektioner i magtarmkanalen. L&kemedelsboken 2001/2002.
Apoteket AB.
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Normalflora

Munhélan och svalget

Munhdlans och svalgets mikroflora & mycket komplex och innehaller mer &n
300 bakteriearter varav ca 70 % & anaeroba. Olika bakteriearter véaxer pa olika
stéllen i munhdlan och svalget; Sreptococcus mutans t.ex. vaxer pa tandytor,
medan Streptococcus salivarius huvudsakligen véaxer pa tungan och kindslem-
hinnorna.

De mikroorganismer som aterfinnsi saliven & en blandning av mikroorganismer
frén tander, slemhinnor och tunga. Vid odling av saliv frén friska individer fin-
ner man huvudsakligen streptokocker, peptostreptokocker, laktobaciller, bifido-
bakterier, aktinomyces, prevotella och fusobakterier, men &ven vibrioner och
spiroketer kan isoleras. Stafylokocker och mikrokocker pétréffas i mindre
mangd liksom aeroba grampositiva stavar av korynebakterietyp. Enterokocker
aterfinns sdllan i munhda och svalg. Jastsvampar, huvudsakligen Candida albi-
cans, patréffasi saliven hos flertalet individer.

Ventrikeln

Magsaftens saltsyra har baktericid effekt. Mjolksyrebildande laktobaciller och
bifidobakterier har dock pévisatsi en mangd av ca 10° bakterier per mL magsaft.
Dessa bakteriearter kan véxa vid det 1&ga pH som foreligger i ventrikeln. Prov
fran ventrikeln i samband med bukoperationer har visat forekomst av saliv-
mikroorganismer, férmodligen beroende pa att anestesi och premedicinering
nedsatter produktionen av saltsyra. Hos intensivvardade patienter koloniserar
enterobakterier forst ventrikeln och sedan farynx. Om patienten vardas i respi-
rator kan enterobakterierna passera forbi trakealkanylens kuff ner i bronkerna
och ge pneumoni. En riskfaktor & ett forhgjt pH i ventrikeln pa grund av an-
vandning av Hy-antagonister, protonpumpsinhibitorer och antacida for profylax
och behandling av ulcus, esofagit eller gastrit. Helicobacter pylori aerfinns
ibland i normalfloran hos patienter med kronisk gastrit och ulcus.

Omedelbart efter ett fodointag &terfinns ca 10° bakterier per mL magsaft och
dessa bakterier utgors huvudsakligen av streptokocker, laktobaciller, bakteroides
och fusobakterier fran saliven. N&r sedan pH sjunker minskar antalet bakterier
snabbt och efter en timme patréffas endast et litet antal .
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Tunntarmen

Antalet bakterier i tunntarmen varierar under dygnet och bakteriemassorna p&
fylls vid varje maltid. Antalet bakterier & minst i den proximala och storst i den
terminala delen av tunntarmen.

Duodenum innehdller 10%-10° viabla bakterier per mL tunntarmsinnehdll. De
utgors av mjolksyreproducerande mikroorganismer: Streptococcus salivarius,
Streptococcus minor, S intermedius, enterokocker, laktobaciller och bifidobak-
terier. | jejunum pétraffas samma bakteriearter som i duodenum men i storre
mangd. De mikroorganismer som pétraffasi den proximala delen av tunntarmen
kommer fran saliven.

Den nedre delen av tunntarmen innehdller en artrikare och mer permanent mik-
roflora. Mjolksyrebildande kocker och stavar finns i stort antal men &ven ente-
robakterier, bakteroidesstavar och fusobakterier patréffas mer konstant. | den
distala delen av ileum finns ca 10°-10® bakterier per mL. Mikroflorans samman-
séttning liknar den som pétréffasi tjocktarmen.

Tjocktarmen

I cekum och forsta delen av kolon Okar bakteriefloran dramatiskt i forhallande
till tunntarmen. Ca 4 x 10" celler per gram torrvikt &erfinns och férdelningen
av bakteriearter & densammasom i 6vriga delar av kolon och rektum. De bakte-
rier som isoleras & huvudsakligen anaeroba (95 %). Bacteroides fragilis finns i
stort antal liksom fusobakterier, bifidobakterier och klostridier. Streptokocker,
enterokocker och laktobaciller isoleras likasd. Ca 5 % av den odlingsbara floran
bestér av enterobakterier, varav Escherichia coli & den vanligaste. Den fekala
mikrofloran & mycket komplex och mer an 500 olika bakteriearter finns pavi-
sade.

Tabell 1 ger en oversikt av olika bakteriegrupper i gastrointestina kanalens nor-
malflora.

16



Tabell 1. Férekomst av olika mikroorganismer i munhda, ventrikel, tunntarm
och tjocktarm.

Antal mikroorganismer/mL saliv, mL tarminnehdll eller gram feces

Ven-
Saliv trikel Jejunum Ileum Kolon
Totalantal 10°-10° 0-10* 0-10° 10%-10° 10%-10%

Aeroba
Streptokocker 10%-106 10-10° 0-120*  10%10*  10%-10°

Enterokocker - - 0-10? 10-10*  10°-10%
Stafylokocker 0-10>  0-10° 0-10°  10%10°  10*-10’
L aktobaciller 0-10° 0-10° 0-10* 10-10°  10°%-10°
Moraxella 1010 10-10° - - -
Enterobakterier - 0-10° 0-0° 10>-10"  10*10%
Svamp 0-10°  0-10° 0-10°  10>-10*  10%10°
Anaeroba

Peptostreptokock ~ 10%-10°  0-10° 0-10°  10%-10° 10%-10%
Bifidobakterier 0-10>  0-10° 0-10*  10*%10°  10%-10"

Veillonella 10%-1020  0-10° 0-10° 10>-10*  10%-10°
Klostridier - - - 10-10*°  10°%-10°
Eubakterier 0-10° - - - 10°%-10%
Prevotella/ 10%-10° 010> 10%10* 10%-10* 10*%10°
Pophyromonas

Bacteroides 0-10° 10%-10° 10%-10"

Fusobakterier 10%~10® 0-10° 0-10° 10%-10*  10°-108
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Rubbningar i normalfloran

Den mest betydelsefulla orsaken till stérningar i den normala mikrofloran &r
tillforsel av antibiotika. Mikrofloran kan paverkas genom en ofullstindig ab-
sorption av ett peroralt tillfért antibiotikum, utsdndring av ett antibiotikum i
saliv eller gala, eller utsdndring via tarmmukosan.

Markanta forandringar i tarmfloran kan iakttas hos patienter som far antibiotika
som utsondras i hoga koncentrationer i tarmen via gallan. Exempel pa sidana
antibiotika &r klindamycin, nyare betal aktam-antibiotika och cefalosporiner.

| deflestafall & péverkan inte gynnsam for individen eftersom nedtryckning av
normalflorebakterierna ofta medfor dvervaxt av patogena bakterier som kan leda
till gukdomar som stomatit, diarré, kolit och septiska tillstand. Antibiotika som
péverkar den normala mikrofloran kan ocksa bidratill utveckling av antibiotika-
resistenta bakterier.

Andra orsaker till stdrningar i mikrofloran &r kirurgiska ingrepp i gastrointesti-
nalkanalen, tumorsjukdomar, bestrdning m.m. Patienter som & immunsuppri-
merade — efter t.ex. organtransplantation, benméargstransplantation eller cancer-
terapi - tycks drabbas sérskilt nér den anaeroba mikrofloran stors. Gramnegativa
stavar av typ enterobakterier och pseudomonader kan da véxa till och invadera
blod och andra organ med svéra infektioner som f6ljd. Toxinproducerande
grampositiva bakterier sdsom stafylokocker och klostridier kan likasd orsaka
infektioner hos dessa allvarligt sjuka patienter.

Beddmning av rubbad tarmflora

Vid beddémning av normalflora skall hénsyn tas till om normalt € foérekom-
mande mikroorganismer péatraffas i den ekologiska nischen. Om sa & fallet bor
dessa mikroorganismer angesi provsvaret.

Om kvantitativ odling av normalfloran utfors & férandringar pa 4 *log/mL eller

gram att anse som signifikanta och bor anges i provsvaret. Om bedémning av
normalfloran inte gjorts bér begreppet ordinér tarmflorainte férekomma.
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Epidemiologi och prevention

Magsjuka har oftast intréffat under sommaren och har d& &ven benémnts som-
marsjuka. Under senare tid har &ven anhopningar av diarréfall forekommit under
vintern. Idag har vi storre mojlighet att ndrmare identifiera orsakerna till dessa
olika utbrott av mag-tarminfektion. Under sommaren ses oftast bakteriella in-
fektioner medan virusinfektioner foretrédesvis grasserar vintertid.

Varje & ingjuknar ett okant antal personer i landet med symtom frén mag-tarm-
kanalen, manga ganger p.g.a. bristande livsmedelshygien. Livsmedelsverket |4t
1994 SIFO fréga ett urval vuxna personer om de varit suka med
mag-tarmsymtom det senaste ret och om de trodde att sjukdomen berodde pa
intag av mat eller vatten. Studien visade att cirka 750 000 personer férknippade
sitt inguknade med intag av mat eller vatten. Av dessa personer hade cirka 500
000 insjuknat i landet och 250 000 under utlandsvistelse. Av de personer som
inguknat i Sverige ansag héften att det berodde pa restaurangmat eller mat fran
annat storkok. | den officiella matforgiftningsstatistiken registreras endast ut-
brott dar minst tva personer insuknat efter intag av mat eller vatten. Enligt
denna statistik inguknar cirka 2 000 personer arligen vilket & en kraftig under-
rapportering mot bakgrund av SIFO-resultaten. Det framgér ocksa att flera stora
vattenburna utbrott i landet med tusental's insjuknade orsakats av Campyl obacter
species. Vid ett utbrott registrerades tva dodsfall. Vad galler livsmedelsburna
utbrott stdr Salmonella species for de flesta, vilket troligen beror pa att Salmo-
nella & anmalningspliktig enligt smittskyddslagen till skillnad fran utbrott med
Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens eller Bacillus cereus. Sedan
elektronmikroskopisk diagnostik introducerades har det visat sig att calicivirus
ar lika vanligt férekommande bland livsmedel sburna utbrott som Campylobacter
species vid vattenburna utbrott.

Majoriteten av de tarminfektioner som anmélstill SMI & férvérvade utomlands.
Men underdiagnostiken av antalet infektionstillféllen & stor och det kan éven
vara sa att de inhemskt smittade personerna stér for en storre del av underdiag-
nostiken &n de utlandssmittade d& bendgenheten att ta prov &r storre om perso-
nen har varit utomlands. Detta forhéllande grundar sig troligen pa att man tror
sig veta att de flesta infektionerna & férvarvade utomlands och sannolikheten att
fa ett positiv resultat &r storre om sa varit fallet. Det & Onskvart att man i hégre
grad provtar de personer som har en infektion forvarvad i landet da det & av stor
vikt att folja det epidemiologiska laget inom landets granser och snabbt kunna
vidtaga adekvata smittskyddsatgarder for att forhindra en vidare smittspridning.
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Under 1996 angavs 165 lander pa de kliniska anmalningarna. Hogst pa listan
ligger de populéraste turistmalen runt Medelhavet, men &ven Thailand visar sin
popularitet som turistmd under vintern. Under november 1997 insjuknade
manga svenskar som varit pa Kanariedarna med Salmonella Enteritidis fagtyp 1,
en ovanlig salmonellatyp fran Kanariedarna. Eftersom de flesta insjuknade efter
hemkomsten och hade vistats pa olika orter och Oar riktades misstankar mot na
got de &tit under flygresan hem. Det visade sig att négra flygbolag serverat en
kaka med krém som var den troliga orsaken till utbrottet. Drygt 480 personer
rapporterades till SMI, men troligen var manga fler personer smittade da det
serverades 52 000 kakor till skandinaviska resendrer under denna tidsperiod.
Inguknandet upphorde i och med att kakan togs bort fran flygplansmenyerna
Detta utbrott &r det stérsta som berdrt svenskar sedan utbrottet i Tenstaskolorna
1977, med cirka 3000 fall. Exemplet visar hur viktig en snabb typning av pato-
gena mikroorganismer &r for att forhindra vidare smittspridning.

Generellt géller for tarmsmittor att personer med diarrésymtom utgor storst
smittrisk, dels pa grund av att fler mikroorganismer utsondras, dels for den up-
penbart 6kade risken att kontaminera omgivningen vid upprepade |6sa avf6-
ringar. Det & darfor angelaget att alla personer med diarrésjukdom oavsett typ
av smittémne iakttar en mycket god hygien, sarskilt handtvétt efter toa ettbesok,
och undviker att hantera of orpackade livsmedel. Vad géller salmonellainfektion
utgdr symtomfria bérare med goda hygienvanor en obetydlig smittrisk. Patienter
med akut diarrésiukdom behéver ofta sjukskrivas. Livsmedelsarbetare, restau-
rangpersonal m.fl. grupper maste ges sddana kunskaper och arbetsrutiner att
risken for Gverforing och tillvéxt av smittdmnen generellt forhindras.
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Speciell epidemiologi

Bakteriella infektioner

Salmonella

Salmonella har global utbredning och férekommer hos en méngd olika djur utan
symtom. Bakterierna sprids huvudsakligen via livsmedel. De & mycket resis-
tenta mot kyla och uttorkning och kan tillvaxa i fodoamnen, dven vid forhallan-
devis |&ga temperaturer, men de 6verlever inte temperaturer dver +70 °C.
Symtomfria bérare med goda hygienvanor utgor en obetydlig smittrisk. Arligen
rapporteras 4 000-5 000 nya humanfall [Fig. 2], varav ca 85 % smittats utom-
lands. Att notera ar att antalet fall de tvé senaste &ren i denna figur (och féljande
figurer) inte alltid motsvarar officiell rapportering fran SMI. Anledningen &r att
principen for rapportering har andrats sedan & 2000 sa att alla, och inte bara den
klinisk rapporten, nu registreras. For att staplarna ska vara jémforbara med
tidigare & anvands den dldre principen varvid antalet fall blir nagot |agre. Barar-
frekvensen av Salmonella bland friska personer i industrilander har uppskattats
till 0,1 % - 0,2 %.

Under den senaste tiodrsperioden har cirka 130 olika serotyper per & diagnosti-
serats i vart land. De tva vanligaste & S. Enteritidis och S. Typhimurium. Varje
ar isoleras cirka tio nya serotyper som inte tidigare pavisats i landet. Dessa typer
har i regel férvarvats utomlands.

Enligt en nyligen framlagd rapport fran Sociastyrelsen diagnostiseras troligen
endast 10-15 % av det faktiska antalet salmonellasmittade. Lindriga symtom och
g genomford undersokning avseende salmonellaférekomst anges som tankbara
orsaker till morkertalet. Mjliga brister i den bakteriologiska odlingsdiagnosti-
ken uppmarksammas daremot endast i forbigaende.

Antalet rapporterade fall av salmonellos har sjunkit sedan mitten av 1990-talet i
6vriga Europa och &r bl.a. en foljd av att rda agg inte f&r anvandas i mat som
skall serveras pa restauranger, skolor, sukhus m.m. Harigenom har &ven
svenska turister undgatt salmonellasmitta. Sverige har tack vare sin stranga
salmonellalagstiftning inte behovt vidta siddana dtgarder och svenska &gg &
salmonellafria. Under 1991 s3gs dock en spridning i landet av Salmonella Ente-
ritidis fagtyp 4 hérstammande fran en enda varphdnsbesttning. Sveriges intrade
i EU har inte medfort att antalet personer smittade fran europeiskt kott okat,
vilket befarades innan folkomréstningen. Déremot har en harmonisering av
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importregler for reptiler medfort att sidana blivit I&ttillgangligare och ménga
nyblivna reptildgare har smittats denna vég.

Djurbeséttningar och livsmedel av animalt ursprung har i Sverige idag en, inter-
nationellt sett, unikt I3g forekomst av Salmonella. Stora anstréngningar bor
goras for att upprétthdlla den mycket 1aga nivan (<0,1 %) Salmonella i révaror
och slaktdjur. Malséttningen &r att sdval inhemskt producerade som importerade
livemedel skavarafriafran Salmonella.
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Figur 2. Kliniskt anméaldafall av salmonellos 1992-2001

Antal fall

Tyfoid- och paratyfoidfeber

S Typhi och S Paratyphi har endast méanniska som reservoar. De rapporterade
fallen av tyfoidfeber har varit ganska konstant under aren [Fig. 3]. Under 1999
noterades ett utbrott av paratyfoidfeber i den turkiska turistorten Alanya da 305
europeiska turister smittades varav 80 svenskar. De inhemska fall som intréffat
har varit sekundérfall eller |aboratoriesmitta.

Tva olika vacciner mot tyfoid finns. Ett levande attenuerat och ett innehallande
Vi-antigen.
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Figur 3. Kliniskt anméldafall av tyfoidfeber 1992-2001
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Figur 4. Kliniskt anméldafall av paratyfoidfeber 1992-2001
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Shigella

Shigella har manniska som huvudsaklig reservoar. Den |aga infektionsdosen
medfor stor smittsamhet inte bara genom livsmedel och vatten utan ocksa fran
person till person.

Rapporterade fall av shigella-infektion [Fig. 5] fortsitter att minska totalt. Ar
2001 rapporterades 530 fall. Normalt & ca 90 % utlandssmittade. Av de an-
malda fallen 2001 med uppgift om smittland angavs 66 personer vara smittade i
Sverige, vilket var det |agsta antalet inhemska fall under den senaste 10-&rspe-
rioden. En tydlig arstidsvariation syns bland fallen med en majoritet rapportera-
de under juli till oktober. Av de inhemska fallen syns en tydlig topp under sep-
tember och oktober, beroende pa den sekundéra smittspridning som sker pa
daghem fran barn som varit utomlands. Under 1994 orsakade importerad is-
bergssallad ett utbrott av shigella-infektion i landet med 50 rapporterade fall.
Aven andra lander i Europa fick shigellautbrott orsakade av denna spanska is-
bergssallad. | vastvarlden dominerar infektioner med Shigella sonnei som oftast
ger relativt mild sjukdom. De allvarligaste dysenterifalen orsakas av Shigella
dysenteriae typ 1 (Shiga’s bacill).
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Figur 5. Kliniskt anméldafall av shigellos 1992-2001
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S4 lange bakterien kan pavisasi feces &r patienten smittsam. Risken for smitta ar
dock storst i det akuta skedet. Efter 3 veckor & 50 % smittfria utan behandling.
Man bor vara generés med antibiotikabehandling vid shigella-infektion eftersom
sukdomsférloppet héarigenom férkortas. Personer med riskyrke samt forskole-
barn bor behandlas omgaende av epidemiol ogiska skal.

Smittbarare med riskyrke far inte utfora sitt normala arbete. Forskolebarn som &r
smittbarare far inte vistas pa daghem. Som riskverksamhet betraktas yrkesmas-
sig beredning eller hantering av oférpackade livsmede liksom yrkesmassig vard
av spadbarn eller patienter med nedsatt immunférsvar

Yersinia

Ar 2001 rapporterades till SM1 579 fall med Y. enterocolitica varav flertalet var
inhemskt smittade [Fig. 6]. En klar dominans ses for ddersgruppen under fem
ar. Smittvagen & oral. Framsta reservoaren finns hos grisar, men &ven hundar,
katter och réttor kan béra smitta. Kunskapen om smittvégar & ofullstandig, men
viktigaste kénda smittkallor &r flaskkott och fororenad mjolk. Y. enterocolitica
kan tillvaxa vid temperaturer ner mot noll grader, sdledes dven vid kylskaps-
temperatur. Smitta fran person till person kan férekomma, liksom smitta frén
husdjur (hund, katt) till ménniska. Aven blodtranfusionssmitta & beskriven.
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Figur 6. Kliniskt anméldafall av yersinos 1996-2001
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Infektioner med Y. pseudotuberculosis drabbar framst djur och mera séllan
manniska. En av forklaringarna till detta kan vara att bakterien &r svdr att odla
fram med den metodik som anvéands vid de flesta laboratorier och att man déarfor
inte diagnostiserar férekommande infektioner.

Campylobacter

Campylaobacter-infektion & sedan 1993 den mest frekvent rapporterade bakte-
riella diarrésjukdomen i landet [Fig. 7]. Aven andelen inhemskt smittade perso-
ner & hog, >30 %, i kontrast till salmonella-infektion dar cirka 15 % & inhemskt
smittade. Dessa drygt 2 000 inhemska fall (2832 av 8577 & 2001) per & gor att
det & angeldget att identifiera de olika smittkdllorna for att forhindra vidare
smittspridning. Kyckling har i manga & utpekats som den viktigaste smittk&lan
i landet, men samtidigt som andelen smittade kycklingar minskat markant har
antalet smittanmalda personer okat vilket visar pa fler smittkallor for Campylo-
bacter &n otillrackligt upphettat fagelkott. Ovriga dokumenterade smittrisker &r
opasteuriserad mjolk, vatten direkt fran fjdlbackar eller andra vattendrag, bris-
tande hygien i kok samt spridning i familjer. Sedan 1 januari, 1996 skall full
identitet anges pa den kliniska anmalan for Campylobacter-infektion vilket v
sentligt underl&ttar smittsparningen. Ménga mindre familjeutbrott identifieras
ocksa numera.
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Figur 7. Kliniskt anmédafall av campylobacterios 1992-2001
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EHEC-Enterohemorragiska Escherichia coli

EHEC & en "ny" patogen d& mycket fa fall rapporterades fore & 1995 [Fig 8].
Sjukdomen orsakas av E. coli med férméga att bilda shigatoxin. Under hosten
1995 hade Sverige sitt forsta utbrott av EHEC négot som inte var férvanande
med tanke pa hur situationen under manga &r varit i Storbritannien, framforallt
Skottland. EHEC &r den tarminfektion som orsakar flest dodsfall bland barn i
den industrialiserade vérlden. Under 5 % av ala fall utvecklar hemolytiskt ure-
miskt syndrom (HUS) vilket & ett livshotande tillstand. Effektiv behandling mot
EHEC saknas och man fér inrikta sig pa att behandla de komplikationer som
uppstar. Majoriteten av de som sjuknar &r barn under 5 &rs alder.

Sedan den 1 januari 1996 ingdr EHEC O157 bland de smittsamma sjukdomar
som skall anmélas enligt smittskyddslagen. Aven andra serotyper kan orsaka
kolit och HUS men har hittills inte inkluderats i smittskyddslagen trots att de
som tillhér 0121:H19, 026:H11 och 0103:H2 forknippats med utbrott.

De smittkéllor som identifierats & opasteuriserad mjolk, kontakt med lantdjur,
person till person smitta, bad i fororenat vatten och privatimporterad korv. Stu-
dier har visat att 1,2 % av svensk notboskap &r béarare av EHEC O157.
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Figur 8. Kliniskt anméldafall av EHEC 1996-2001
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Kolera

Kolera & en huvudsakligen vattenburen smitta. Dess epidemiologi kénnetecknas
av explosiva utbrott som ofta startar i flera distinkta foci samtidigt och sprider
sig 6ver varlden som pandemier, vilka kan fortgd i dratal. De sex forsta pande-
mierna har utgatt fran Gangesdeltat, den forsta 1817. Den sjunde stora pandemin
av typ O1 El Tor, borjade 1961 i Indonesien och nadde Peru i Sydamerika 1991.
Dérefter upptréadde 1992, forst i Indien sedan i Bangladesh, en ny serogrupp,
0139 "Benga” i epidemisk form.

Personer med akut kolera utsndrar mellan 10" och 10™ organismer per gram
avforing. Manga insjuknar inte alls eller endast med milda symtom och fungerar
som reservoarer for vidare spridning. Kolerabakterier kan ocksa kolonisera
zooplankton och epidemier har kopplats samman med sadan blomning.

Infektion med klassisk V. cholerae medfér immunitet medan skyddet efter
infektion med biotyp El Tor & svagare.

Tillgangliga vaccin bestér av avdddade helcells/toxoid preparationer €ller hel-
cellsberedningar av levande forsvagade stammar fér oralt bruk.

Ett fatal fall har rapporterasi Sverige under den senaste tiodrsperioden. De flesta
har smittats utomlands men fall av |aboratoriesmitta har ocksa forekommit.

Helicobacter pylori

Helicobacter pylori & en vanlig orsak till gastrit. | Skandinavien uppskattas 30-
40 % av hela befolkningen vara infekterad och i vissa invandrargrupper & pre-
valensen @nnu hogre. Smitta sker ofta under barnadren och i Nordeuropa fér-
varvar arligen ca 1 % av forskolebarnen H. pylori-infektion. Pa grund av béttre
levnadsforhdlanden har incidensen minskat under de senaste decennierna och
den kommer sannolikt att fortsétta minska. Det finns inga reservoarer fér H.
pylori pavisade utanfor manniska. (Information fran Lakemedelsverket 1996;
7:23).

Clostridium difficile

C. difficile forekommer sannolikt i den normala tarmfloran hos de flesta manni-
skor, dock oftast i s3 sma méangder att speciella anrikningsmetoder méste anvan-
das for att kunna pavisa den. Med rutinmetoder kan C. difficile pavisas hos en-
dast 2-4 % av friska vuxna, jamfort med cirka 70 % av spadbarn (< 1ar) hos
vilka bakterien ofta forekommer i stora mangder. Signifikansen av att pavisa C.
difficile hos sma barn & darfor tveksam. | motsats till forhdllandet hos vuxna,
forefaller intestinaltrakten hos sma barn dessutom i de flesta fall vara opaverk-
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bar av C. difficile-toxin, &ven om fall av pseudomembranés kolit (PMC) i spéad
Ader finns beskrivna. Asymtomatiskt bararskap forekommer, framfor alt hos
ddre ukhusvardade patienter.

Fall av C. difficile-medierad sjukdom &r ett nosokomialt problem som har tkat
under de senaste &en. Om detta & resultat av Okad antibiotikaanvandning,
samre vardhygien, en utdkad |aboratoriediagnostik, eller en kombination av flera
faktorer & oklart. Organismen & i Sverige idag den vanligaste orsaken till in-
hemsk bakteriell diarré (> 5 000 fall/ar) och &ven den vanligaste orsaken till
nosokomial bakteriell diarré. Vid PMC, som & den minst vanliga formen av C.
difficile-sjukdom, & mortaliteten ca 20 %.

Antibiotikabehandling & den i sérklass viktigaste riskfaktorn nér det géler C.
difficile-diarré. Cirka 30 % av antibiotikaassocierad kolit/diarré orsakas av C.
difficile. Andra predisponerande faktorer & hog alder, (flertalet patienter & Gver
64 &), underliggande sjukdom, t.ex. mdlignitet, njurinsufficiens, sukhus-
vistelse, tarmkirurgi, ventrikelsond och cytostatikaterapi. Vid de svéra kolit-
fallen foreligger oftast flera av riskfaktorerna samtidigt.

Bakteriell resistensutveckling

Av de antibiotika som kommit till anvandning vid tarminfektioner har resistens
mot ampicillin, kloramfenikol, trimetoprim-sulfa och kinoloner sarskilt upp-
mérksammats [Tabell 2]. Resistensgenerna & ofta plasmidmedierade och upp-
trader tillsammans. De bakterier som bér tre eller fler olika resistensgener be-
ndmns multiresistenta. Hos Salmonella species och Shigella species & multi-
resistenta stammar ett vanligt och kande fenomen, sérskilt i utvecklingslander
men &ven i den industrialiserade delen av vérlden. Den senaste utvecklingen hos
non-typhi Salmonella-bakterier galler multiresistenta isolat som dessutom for-
vérvat resistens mot kinoloner, trots att kinolonresistens annu € visats vara
Overforbar. Rapporter fran England beskriver detta som ett problem hos bade
djur och manniska, sarskilt som de resistenta stammarna ocksa tycks vara mer
virulenta. Campylobacter & en annan tarmpatogen dér resistens mot kinoloner
Okat snabbt under senare ar, sannolikt pa grund av det i manga lander utbredda
bruket av kinoloner vid uppfédning av kyckling. Orsaken till kinolonresistens
hos Campylobacter species & densamma som hos andra bakterier, ndmligen en
mutation i genen som kodar fér enzymet DNA-gyras, vilket & angreppspunkten
for kinoloner. Hos Vibrio cholerae O1 har resistens mot flera av ovan ndmnda
antibiotika patréffats. | den senast beskrivna epidemin i Sydostasien av V.
cholerae 0139 visade sig resistens mot trimetoprim-sulfa och streptomycin vara
Overforbar via ett genetiskt element som integrerats i kromosomen. Diarré
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orsakad av toxinbildande Clostridium difficile & ett exempel pa storningar i
tarmfloran som foljd av antibiotikeanvandning. Clostridium difficile & en
bakterie som &r naturligt resistent mot manga antibiotika och som déarmed har en
overlevnadsfordel vid langvarig antibiotikabehandling
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Tabell 2. Procent resistens hos tarmpatogener fran olika delar av varlden

Bakterie Ursprung  Ar AM?® TC CL TI/S I

Salmonellaspp.  Vietnam 86 7 6 - 1/8 nt¢
Singapore 92 8 62 21 9 0
Sverige 90 8 10 6 719 0
(SM1)°
Sverige 91-00 13 16 6 5 0
(Vaxjo)*

S Enteritidis Sverige 91-00 10 4 1 1 0
(Vaxjo) ©

S Typhimurium  Sverige 91-00 30 nt 18 6 0
(Vaxjo)

S Typhimurium England 90 38 36 32 0437 0

104
England 96 95 97 94 24/97 14

Shigella spp. Vietnam 86 84 94 91 23/92 nt

Singapore 92 52 56 49 27 0
Sverige 91-00 37 60 16 57 0

(Vaxjo) ©
S flexneri Nederléan- 89 49 56 44 22/52 nt
derna
S sonnei Neder- 89 10 53 6 46/73 nt
landerna
Sverige 91-00 22 nt 6 68 0
(Véxjo) ©
V. choleraeO1  Vietnam 86 8 nt nt 2/1 nt
Singapore 92 11 0 0 2 0
Bangladesh 93 nt 53 nt 85 0
V. cholerae Bangladesh 93 nt 0 nt 100 0
0139
Campylobacter ~ Sverige 85 0 <5 0 100 0
SPP-
Sverige 95 nt ~50 nt nt 25
Sverige 91-00 nt 24 2 1 31
(Vaxjo) ©

&AM = ampicillin, TC = tetracyklin, CL = kloramfenikol, T = trimetoprim, S=
sulfonamider, CI = ciprofloxacin

® Smittskyddsingtitutet, datafil

°Se www.srga.org 4 nt = ¢ testat
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Par asitinfektioner

Blastocystis hominis

Smittvégen har € kunnat bevisas experimentellt men B. hominis éverfors troli-
gen den fekala-orala vagen. B. hominis & en vanligt férekommande organism
vérlden over, s &ven i Sverige, dar en daghemsstudie visade pa en hog preva-
lens (7 av 51 barn) oavsett tidigare utlandsvistelse (Lebbad et. al.). Sambandet
med gastrointestinala infektioner har ifrégasatts. Blastocystis spp. finns be-
skrivna hos en mangd olika djurarter men det & g klarlagt om dessa organismer
ar B. hominis eller andra species.

Balantidium coli

Smittan dverfors direkt genom fekal-oral kontakt via hénder infekterade med
cystor fran svinfeces eller genom intag av kontaminerad foda eller fororenat
vatten. Infektion hos manniska & ovanlig och férekommer mest i varmt klimat i
omraden med 1&g hygienisk standard. | industrialiserade lander med kallare
klimat & svinuppfodare och veterindrer riskgrupper. Epidemisk spridning mel-
lan manniskor kan etablera sig om |&g personlig hygien foreligger.

Cryptosporidium parvum

Cryptosporidium-oocystor & mycket motstandskraftiga mot olika desinfek-
tionsmedel och kan liksom Giardia-cystor 6verleva i klorerat dricksvatten. De
vanligaste smittvégarna & kontakt med infekterade djur, person till person
smitta eller via infekterat vatten eller genom foda. Cryptosporidium parvum
forekommer globalt, men & vanligast i omréden med ddlig omgivningshygien.
Undersokning av révatten till svenska reningsverk visade att 32 % av proverna
innehdll misstankta Cryptosporidium-oocystor. Varje ar rapporteras mellan 30 -
100 fall av kryptosporidios till SMI.

Cyclospora cayetanensis

Infekterade personer utsdndrar osporulerade (g infektitsa) oocystor med feces,
vilket gor person till person smitta osannolik. Oocystorna sporulerar efter en till
tva veckor och smittan Gverfors indirekt via kontaminerad foda eller genom
vatten. Det finns ingen kénd djurreservoar for Cyclospora. Sedan mitten av
1980-talet har Cyclospora férekomst rapporterats fran de flesta delar av varlden.
| USA har utbrott rapporterats i samband med konsumtion av hallon och basi-
lika

Dientamoeba fragilis

Troligaste smittvag &r fekal-oral smitta, ndgot som dock ifrégasatts da kant cyst-
stadium saknas och trofozoiten snabbt férstors utanfor kroppen. Transmission
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via Enterobius vermicularis (springmask) &gg infekterade med Dientamoeba
fragilis har ocksa foredagits. Utbredningen & global. En studie fran ett barn-
sukhus i Kanada visar att D. fragilis var det vanligaste parasitfyndet under en
femarsperiod. En svensk daghemsstudie visade att Dientamoeba fragilis var en
vanligt forekommande parasit med 8/51 barn infekterade (L ebbad 1998).

Entamoeba histolytica

Méanniska & den enda reservoaren for Entamoeba histolytica. Cystor av E. his-
tolytica sprids via vatten eller foda. Cystorna dverlever klorering men avlagsnas
vanligtvis frén dricksvattnet med sandfiltrering.

Antal fall
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Figur 9. Kliniskt anméldafall av amobiasis 1992-2001

E. histolytica forekommer i hela varlden, men & endast endemisk i omraden
med ddlig omgivningshygien. Av vérldspopulationen bergknas 3-10 % vara
infekterade. Enligt en WHO-rapport fran 1998 orsakar amobainfektion ca
70 000 dodsfall om &ret. Av protozoinfektionerna & amohiasis den fjarde
ledande dddsorsaken efter malaria, Chagas’ 5ukdom och leishmaniasis.

Ar 2001 anmaldes 344 fall av Entamoeba histolytica till SMI1 men 90-95 % av
dessa & antagligen E. dispar sevidarei speciell del. Endast ett fatal av dessa har
smittats inom landet och det & framst sekundérfall till utlandssmittade men aven
sexuell smittéverforing rapporteras. Toppen 1992 — 93 dterspeglar ett stort antal
asylsokande [Fig. 9].
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Giardiaintestinalis

Cystorna & mycket motstandskraftiga mot olika desinfektionsmedel och kan
Overlevai klorerat dricksvatten. Smittan dverfors viaintag av vattenburna cystor
eller genom direkt kontakt med en infekterad person. Morfologiskt identiska
parasiter finns hos husdjur och vilda daggdjur men transmission mellan djur och
manniska & annu inte faststalld och det & ovisst om Giardia fran djur kan
smitta en manniska. Giardia-infektion forekommer endemiskt i omréden med
l&g hygienisk standard, sprider sig mellan barn p& daghem och &r vanlig hos
resendrer. Den kan ocksd férekomma i vattenburna utbrott efter avliopps-
fororening av kommunalt dricksvatten. De senaste fyra &ren har cirka 1 400
kliniska fall/ar rapporterats till SMI [Fig. 10]. Av dessa har majoriteten smittats
utomlands. De inhemska fallen beror till stor del p& smittspridning bland barn pa
daghem.
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Figur 10. Kliniskt anméldafall av giardiasis 1992-2001

| sospora belli

Infekterade individer utsondrar oocystor med feces. | motsats till Cryptospori-
dium & oocystorna g infektitésa omedelbart efter utsondring vilket gor person
till person smitta sallsynt. Sporuleringen tar ett till tva dygn och resulterar i
mogna infektidsa oocystor med tva sporocystor. Dessa for smittan vidare viain-
fekterad foda eller vatten. Isospora belli forekommer framst i tropiska och sub-



tropiska delar av vérlden och & endemisk i delar av Sydamerika, Afrika och
Sydostasien.

Microsporidia

Innan 1985, d& Enterozytozoon bieneusi beskrevs forsta gangen var endast en
handfull fall av human mikrosporidia-infektion rapporterade. Sedan dess har
mikrosporidiafall beskrivits fran i stort sett hela varlden inklusive Sverige
(Svedhem 1998), de flesta i form av E. bieneusi-infektioner hos aids-patienter.
Introduktionen av antiviral behandling har resulterat i ett kraftigt minskat antal
fall av aids-relaterad mikrosporidia-infektion (Conteas 1998). Mikrosporidios
orsakad av sdvél E. bieneusi som E. intestinalis har ocksa upptéckts i enstaka
fal hos immunkompetenta individer, dd i samband med savlgkande diarré
(Svenungsson 1998). Inget fynd av microsporidia ingick i den frivilliga
|aboratorierapporteringen 1998-2000.
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Virusinfektioner

| Sverige upptréder diarrésjukdomar orsakade av rotavirus, calicivirus och astro-
virus huvudsakligen under vinterhalvaret medan infektioner orsakade av adeno-
virus forekommer &ret runt. Upp till 10°-10™ viruspartiklar utsbndras i krék-
ningar och i feces hos akut suka patienter samtidigt som den dos som orsakar
sjukdom berdknas vara sa |&g som 10-100 partiklar, vilket forklarar den mycket
snabba spridning som kan ses pa daghem, i skolor, pa sjukhusavdelningar och
andra ingtitutioner som vardar patienter. Generellt utsdndras virus i feces s
lange gastrointestinala symtom foreligger, vilket aktualiserar kravet pa relevant
provtagning. Fecesprov for virus/virusantigen pavisning skall tas nér patienten
har symtom. Smittspridningen &r fekal-oral. Samtliga virus som orsakar gastro-
intestinala symtom & mycket motstandskraftiga mot olika desinfektionsmedel
och infektiosa partiklar kan Gverleva 1-2 veckor pa ytor som ett dérrhandtag
eller leksaker i ett vantrum pa en barnavdelning.

Rotavirus

Rotavirus & den vanligast forekommande patogenen hos yngre barn med akut
gastroenterit. Nosokomiala infektioner med rotavirus & vanliga pa barn- och
geriatriska avdelningar. | Sverige upptrader diarrésjukdomar orsakade av rotavi-
rus huvudsakligen under vinterhalvéret. Rotavirus indelas i undergrupper och
grupperna A-C har identifierats hos ménniska.

Grupp A rotavirus & den vanligast férekommande undergruppen. Mellan 1500-
1700 barn sjukhusvérdas arligen i landet p.g.a. en akut rotavirus grupp A
infektion. Rotavirus grupp A infektioner & ocksa associerade med en signifikant
mortalitet framst i u-lander déar ca 600 000 dodsfall intraffar per &r. Enstaka
dodsfall forekommer &veni Sverige.

Grupp B rotavirus har hittills endast pavisatsi Kina och Indien.

Grupp C rotavirus har isolerats i Sverige och har i en svensk prospektiv under-
sokning bland vuxna med diarrésjukdom visats forekomma hos 1/3 av de 3 %
som med elektronmikroskopi visades utsondra rotavirus.

Flera vacciner mot rotavirus grupp A infektioner har provats med varierande
resultat. Kliniska prévningar pagér for narvarande med &minstone tva tankbara
orala attenuerade vaccinkandidater, en genrekombinerad bovin rotavirusstam och
en human rotavirus stam av serotyp 1. Lovande resultat i fas 2 provningar fore-

ligger.
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Calicivirus

Cadlicivirus &r den viktigaste orsaken till nosokomiala och fédodmnesburna diar-
réutbrott i Sverige. Ca 200 diarréutbrott/ar diagnostiseras vid SMI med hjdp av
elektronmikroskopi. En majoritet av dessa utbrott visar sig vara utlosta av cali-
civirus tillhérande gruppen Norwalk-liknande virus. De diarréutbrott som upp-
trader pa sjukhus resulterar i stora praktiska vardproblem med stangningar av
vardavdelningar och orsakar darmed higa samhallskostnader. Calicivirus drab-
bar individer i alla aldrar. Calicivirus kan pévisasi kontaminerat vatten, frusna
bér, bageriprodukter, sallad och skaldjur. Infektioner med calicivirus upptréder
framst under vinterhalvaret.

Astrovirus

Astrovirus orsakar gastroenterit framst hos yngre barn men &ven institutions-
vardade dldre individer. Astrovirus &r orsaken i 1-6 % av barn inlagda med en
akut diarrésukdom. Astrovirus kan fororsaka sdval epidemiska utbrott som
sporadiska fall. Ett flertal internationella epidemiologiska studier visar att anti-
kroppar riktade mot astrovirus upptrader tidigt i barndomen och vid 5 &rs ader
har ~70 % av barnen antikroppar mot astrovirus. Inga svenska studier foreligger.
Astrovirus infektioner upptrader framst under vinterhalvaret.

Enteriska adenovirus

Adenovirus 40 och 41 har i Sverige identifierats hos sjukhusvérdade barn med
diarrésjukdom i en frekvens av 8 % och i olika internationella studier 4-15 %.
Vid tre &rs dder har 30-100 % av barn neutraliserande antikroppar riktade mot
adenovirus 40 och 41. Adenovirus infektioner forekommer endemiskt aret om.
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Etiologi vid akut gastroenterit i Sverige

Studier avseende incidens av tarminfektioner i industrialiserade lander &r spar-
samma. Man har berdknat att det i USA intréffar 200 - 375 miljoner diarréepiso-
der per & med 73 miljoner 1&karbesok, 1,8 miljoner sjukhusvardade och 3 100
dodsfall (Guerrant et a.). Tva rapporter fran England [Tabell 3] och Nederlan-
derna [Tabell 4] med data fran patienter som sokt allmanlakare for infektios
diarré visar en incidens pa 33 respektive 8 fall per 1000 personar (Wheeler et al.
/ deWit et a.).

Tabell 3. Infektios diarré - England

20 % ingjuknar varje &

+35 000 §ukhusvardas
300 dodsfall

+330/10 000 personar
*Bakterier 26 %
*Virus 14 %
*Parasiter <1l%

*Negativa 55 %

Tabell 4. Infektios diarré - Nederlanderna

+79,7/10 000 persondr
+1/125 soker 1&kare varje &
*Bakterier 16 %
*Virus 15%
eParasiter 8%
*Negativa 61 %

| en nyligen genomford studie fran Uppsala kommun [Tabell 5] understktes
fodoamnesrelaterade diarréepisoder under ett & (Lindqvist et al.). Av 268 an-
malda incidenter var 68 % enskilda fall och 32 % utbrott inkluderande 2 - 93
personer. Med hansyn tagen till en betydande underrapportering uppskattades
incidensen till 38 episoder/1000 invanare/ar. Antalet sjukskrivna uppgick till 79
% och 6 % kravde sjukhusvard.
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Tabell 5. Mat upp - Uppsalafebr. 1998- jan. 99

268 fododmnesrel aterade incidenter

*68 % enskildafall

*32 % utbrott med 2 - 93 personer

«Skattat morkertal: 90 %

«Skattad incidens 38 episoder/1000 invanare/ar
+Pavisad patogen i 21 % av incidenterna
«Cdlicivirus, Campylobacter, S. aureus

*79 % sjukskrivna, 6 % sjukhusvéard

*Kosthad ca 2500 SEK /episod

| en undersokning av 676 gastroenteritutbrott under aren 1994 - 1998 pavisades
calicivirus i 60 % (Hedlund et al.). Sukhus och sjukhem svarade for 50 % re-
spektive 26 % av ala utbrott med fynd av calicivirus. Hogsta detektionsfrekven-
sen av calicivirus fann man i fédoamnesrelaterade utbrott, 72 %.

Etiologin till samhallsférvarvad diarréi Sverige &r ofullstandigt kénd. De studier
som gjorts inkluderar vanligen endast patienter som sokt infektionsklinik (Uh-
noo et. al. / Svanteson et. al.). | en studie frén infektionskliniken p& Huddinge
Universitetssjukhus, omfattande 851 patienter, pavisades en enteropatogen i 55
% av fallen och 15 % av friska kontroller (Svenungsson et al.). Hos patienter
med akut diarré (= 1 vecka) och efter utlandsvistelse pavisades en patogen i 65
%. Virus, bakterier och protozoer pavisadesi 9 %, 42 %, och 8 % och Campylo-
bacter species och C. difficile var de vanligaste fynden (Tabell 6). Mer @ en
patogen s3gs hos 10 % av patienterna. Trots extensiv utredning var det diag-
nosiska utfallet siledes relativt |agt. Flera faktorer kan paverka den diagnostiska
sdkerheten, t.ex. optimal provtagning, tid for provtagning i relation till symtom-
debut, antal prover, kandlighet i diagnostiken, “okénda” agens, icke infektids
diarré och antibiotikabehandling. Undersdkningar talar for att det diagnostiska
utfallet avseende bakterier och protozoer sjunker med 5 - 20 % om endast ett
fecesprov tas jamfort med tvatill tre prover (Svenungsson et al.).
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Tabell 6. Enteropatogener hos vuxna patienter med diarré och kontroller (%)
(Svenungsson et a. Clin Infect Dis 2000)

Antal Antal pat. Antal pat.
pat. totalt utland symtom Anta kon-

Enteropatogen =2V =1v. troller
Rotavirus 3 2 5 0
Adenovirus 1 <1 1 0
Astrovirus 2 <1 3 0
Cadlicivirus 3 3 4 0
Salmonella species 7 10 8 <1
Shigella species 4 7 5 0
Campylobacter species 13 18 18 0
Y. enterocolitica <1 <1 <1 0
ETEC 8 15 10 3
EHEC 1 2 2 2
EIEC 1 3 1 <1
EPEC 1 2 1 1
EAQQEC 2 4 3 1
Ples. shigelloides <1 <1l <1 0
Aeromonas species 2 3 2 0
V. parahaemolyticus <1 <1 <1 0
C. difficile 13 6 12 1
E. histolytica/dispar 1 <1 <1 <1
G. intestinalis 2 3 1 0
B. hominis 4 5 3 9
Cryptosporidium 2 2 2 0
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Provtagning och transport

Upprepad provtagning ger signifikant fler positiva fynd an enstaka prov. Utbytet
torde inte vara storre &n 70-80 % vid varje provtagningstillféle. En utredning av
gastroenterit efter inhemsk smitta och av personal i riskyrken bor dérfér omfatta
2-3 prov.

A. Bakteriologisk provtagning

I. Pinnprov
1. Som provtagningspinne och transportsubstrat foér bakteriologisk odling
forordas Copan Amies W/CH N.L1075 innehdllande Amies kolade
transportsubstrat samt provtagningspinne. Provtagningskérlet skall all-
tid mérkas med personuppgifter, avséndare och provtagningsdatum.

Provtagning

a) Pottprov. Provtagningspinnen doppas i feces som lagts pa
bl6ja, i varmedesinfekterat backen eller ovanpa toal ettpapper i
ett rent karl. Kontrollera att spetsen pa pinnen blivit férorenad
med tarminnehdl. Pinnen sticks ned i transportmediet och
lamnas kvar i réret. Rekommenderas i forsta hand da patienten
tar provet gév.

b) Anasvabb. Provtagningspinnen stryks mot andtarms-
Oppningen genast efter avforing innan torkning med papper.
Kontrollera att spetsen pa pinnen blivit fororenad med tarm-
innehall. Pinnen sticks ned i transportmediet och lamnas kvar i
réret. Anvands som alternativ metod i lampligafall.

c) Rektalsvabb. Vid rektoskopering tas prov direkt frén rektal-
slemhinnan med provtagningspinne varefter pinnen sticks ned
i transportsubstratet. Rektalsvabb forordas vid diarré med ul-
cerationer i lemhinnan.

I1. Fecesi provtagningskarl
Om undersokningen avser pévisande av toxin med biologisk metod eller
immunologisk teknik skall fecesprov i provtagningskarl anvandas. Provtag-
ningskérl med sked och ytterhylsa anvands varvid 2-3 skedar feces (totalt ca
10 g vid undersokning av anaerab flora) tas fran blgja, varmedesinfekterat
backen eller fran feces lagt pa toalettpapper i ett rent karl. Feces fors ned i
provtagningskarlet, locket skruvas till omsorgsfullt, varefter provtagnings-
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kérlet mérks med namn och personnummer samt avsdndare och provtag-
ningsdatum. Dérefter fors kérlet ned i ytterhylsan.

I11. Renkultur

Bakteriologiska renkulturer kan vanligen transporteras i det rekommende-
rade transportsubstratet. For vissa undersokningar vid SMI rekommenderas
annat transportsatt. Kultur for epidemiologisk typning av Salmonella spe-
cies, Shigella species, Yersinia species samt kultur eller primarstryk for pé&
visande av EHEC och andra patogena E. coli transporteras helst pa det
snedagarrér som (f.n. kostnadsfritt) tillhandahdlls av SMI. Darigenom kan
typningen oftast ske en dag snabbare & om det rekommenderade transport-
substratet anvands.

B. Provtagning for parasitologisk under sokning
Provtagningsanvisningar

Allmént
Intag av koltabletter och rontgenkontrastmedel forsvérar beddmningen av
séval fixerad som farsk feces och bor undvikas innan provtagning.

Provtagningsmaterial
Provtagningskarl med sked samt passande ytterhylsa anvéndes. SAF-fixativ
(sodium acetate — acetic acid — formalin) rekommenderas som transport-
medel for fecesparasiter, da trofozoiter, cystor, maskar och oocystor kan p&
visas med utgangspunkt fran SAF-fixerat provmaterial. Formalinfixerat ma-
terial & g lampligt for trofozoitpavisning.

Provtagningsinstruktioner

Feces uppsamlas fran blgja eller ren toalettstol dar flera lager toal ettpapper
har lagts pa vattnet. Det & mycket viktigt att avféringen g blandas med urin
eller vatten fran toalettstolen. Vid mycket |6s avforing &r det béttre att an-
vanda ett engangskarl, t.ex. en pappersrondskal. Tvatill tre skedar, mangden
ar beroende av provtagningskérl, se lokala anvisningar, feces fors ned i
provtagningskérlet med skeden som sitter i locket. OBS! Om feces innehdller
blodiga eller slemmiga partier tas prov dven fran dessa stéllen. Provet blan-
das mycket noggrant med fixativet. Locket skruvas till omsorgsfullt, varefter
provtagningskérlet mérks med namn, personnummer samt avsdndare och
provtagningsdatum. Dérefter fOrs provtagningskérlet ned i ytterhylsan.
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Cystor, maskégg, etc.
SAF-fixativ rekommenderas, men en del laboratorier foredrar ofixerade eller
formalinfixera prov. Aktuellt parasitologiskt laboratorium bor kontaktas for
information innan provtagning sker.

Trofozoitpavisning
"Farskprov” tasi kéarl utan tillsats och bor undersokas inom en timme efter
provtagning. Det & darfor viktigt att laboratoriet kontaktas innan provtag-
ning sker. Om trikromférgning dnskas blandas nytaget fecesprov med SAF-
fixativ enligt provtagningsinstruktionerna ovan.

C. Provtagning for pavisande av virus, virusantigener eller virusodling

Provtagningskérl med sked och ytterhylsa anvands varvid minst 3-4 skedar
feces tas fran bloja, varmedesinfekterat backen eller feces lagt pa toalett-
papper. Provtagningskarlet maste méarkas med namn och personnummer
innan det fors ned i ytterhylsan. Kolade pinnar fungerar g for pavisning av
virus eller virusantigen. Vid diarréutbrott dér misstanke om calicivirus
forekommer rekommenderas provtagning for mikrobiologisk diagnostik
fran 3-5 patienter med aktuella symtom. Vid onskemd kan krakningar
undersokas men aktuella undersokningsmetoder & g validerade.

D. Blodprov for serologisk under sdkning

Serologisk undersokning kan utforas efter sirskild dverenskommelse. Se-
rum bor avskiljas innan transport. | allménhet rekommenderas ett par mL
serum utan tillsats men med modern teknik klarar man sig vanligen med
betydligt mindre volymer. For tolkning av aktuell infektion bor parade sera
anvandas, d.v.s. ett akut prov sa tidigt i forloppet som méjligt och ett kon-
valescentprov taget 3-4 veckor efter ingjuknandet.

E. Remiss och transport

Remiss

Till provet som & mérkt med personuppgifter fogas en separat forpackad
remiss med uppgifter om patientdata, avsandare, provtagningsdag, prov-
material samt 6nskad undersokning. Pa remissen till laboratoriet skall dven
anges misstankt infektionsort samt misstankt smittkélla. Denna information
ar essentiell for smittskyddsorganisationerna i det epidemiologiska arbetet
att snabbt identifiera smittkéallor. Aven preliminara resultat frén avsandande
laboratorium bor anges p& remiss till referenslaboratorium.



Transport
Prov bor omgaende sindas till laboratoriet. Parasitologiska ”farskprover”

for trofozoitbestamning skall analyseras inom en timme om de inte fixeras
(SeBilaga6.3).

Bakteriologiska pinnprov i transportsubstrat skall vara laboratoriet tillhanda
inom 24 timmar och fecesprov utan transportmedium fér odling skall vara
laboratoriet tillhanda inom 6 timmar efter provtagning. Ar detta inte mojligt
kan transporttiden forlangas till <48 respektive <24 timmar om provet for-
varas och transporteras kylt. Foljs inte dessa transporttider finns stor risk att
patogener som t.ex. Shigella g langre & viablai provet.

Biopsier for odling av Helicobacter pylori skall transporteras i ett speciellt
transportmedium, t.ex. Portagerm, och en transporttid om 48 timmar kan
accepteras.

For virusanalyser kan feces transporteras vid rumstemperatur. Viruspartik-
lar och virusantigen & férhallandevis stabila under transport. Feces ska g
frysas.

For ala prov géller att de skall forpackas pa ett sdant sétt att provmateria-
let kommer fram i oférandrat skick och att innehdlet inte kan lacka ut vid
ovarsam behandling. Principen provkérl, absorberande material, skydds-
hylsa samt ytterforpackning géller genomgéende. Forpackningar beskrivs i
" Packa provet rétt” som kan hamtas pad SMI’s hemsida under rubrik " Ana-
lyser vid SMI” och i Guidelines for the safe transport of infectious substan-
ces and diagnostic specimens.

Magjoriteten av diagnostiska prov packas enligt SS-EN 829.

Sarskilt strénga krav géller for transport av prov som faller under "Klass
6.2, Smittférande amnen” enligt ADR-S. Till denna kategori réknas aven de
diagnostiska prov som med hog sannolikhet innehdller patogener i
skyddsklass 2 eller 3 trots att smittrisken vid korrekt forpackning &ar for-
sumbar. Alla kulturer réknas numeratill ”Klass 6.2 Smittférande &mnen”.

Arbete pagar for en anpassning av broschyren " Packa provet ratt” till revi-

derade regelsystem (SRVFS 2001:1). En uppdaterad version kommer sa
snart denna &r faststélld att aggas ut pa SMI:s hemsida
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WHO/EMC/97:3 Guidelines for the safe transport of infectious substances
and diagnostic specimens.

SS-EN 829 In-vitro-diagnostik — Transportférpackningar for medicinska
och biologiska prover — Krav, provning

SRVFS 2001:1 ADR-S Statens raddningsverks foreskrifter om transport av
farligt gods pavag och i terrang.
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Kvalitetssakring

Bakgrund och syfte

Den bakteriol ogiska odlingsdiagnostikens méjlighet att pavisa bakterier & bland
annat beroende av koncentrationen mdlbakterier i feces, deras viabilitet och
odlingsmetodens prestanda (d.v.s. transporttider, forvaring, odlingsmediernas
beskaffenhet, personalens kompetens och erfarenhet etc.). Sannolikt har labora-
torierna efterstrévat basta méjliga kanslighet men p.g.a. lokala omstandigheter
uppnétt olika slutresultat.

Kvalitetssikring av fecesdiagnostiken omfattas av det almanna malet
jamfoérbarhet mellan laboratorier och dver tid vid det egna laboratoriet. For att
uppna detta bor anvand odlingsmetodik harmonieras mot en referensmetodik
kring vilken konsensus skapats. Metodiken skall sedan, &ven om referensmeto-
diken i detalj foljs, fortldpande kontrolleras och séttas i relation till prestanda
som uppnas pa andra laboratorier. For detta andamal & det onskvart att som
komplement till befintliga kontrollprogram tillskapa ett nationellt accepterat
kontroll/referensmaterial bestdende av utvalda referensstammar och paneler.
Detta bor designas for fordjupad granskning av metodikens kvalitativa kompo-
nent d.v.s forméagan att utifrén ett sparbart kontrollmaterial identifiera isolerad
mikroorganism och den kvantitativa komponenten d.v.s formégan att utifran ett
spérbart kontrollmaterial isolera viss mikroorganism i den koncentration som
Overenskommits som gransvarde (kalibreringsnivd). Den utskickade panelen ar
2002 har arbetsgruppen for diagnostik av infektioner i mag-tarmkanaler ténkt
utgora forsta "byggstenen” i ett sddant material. Vasteraslaboratoriet har atagit
sig att tillhandahalla panelen och att framéver utvidga materialet till att omfatta
olika Salmonella/Shigella-paneler nér resurserna satillater.

K oncentrationen av malbakterier i feces

Vid akut enterit & exempelvis koncentrationen av Salmonella species mellan
10°-10™ bakterier per gram feces. | konvalescentstadiet sjunker koncentrationen
till ca 10* bakterier per gram. Klarar aktuell foreslagen referensmetodik att
pavisa denna | gre bakteriekoncentration?

Studier vid Centrallasarettet i Vasterds avseende teoretisk nedre kanslighets-
grans ger vid handen att pinnstryk enligt referensmetoden ger méjlighet att ana-
lysera ca 2 mg feces och anrikning i Rappaportbuljong ca 30 mg feces. Om
koncentrationen vid bararskap & 10" mélbakterier/gram feces innebar det att
man med referensmetoden stryker ut ca 20 av dessa pa plattan. | basta fall vaxer
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10 av dem ut om growth index (Gl) & 50 %. Samtidigt anrikas teoretiskt 250-
300 bakterier i buljongen vilket &r tillrackligt for att klara dven svérodlade
stammar som S. Senftenberg (se bilaga 2.3).

Den teoretiskt |&gsta kanslighetsgrénsen vid primérodling for Shigella species
kan p& samma sétt uppskattas till 10° bakterier/gram feces vid anvéandning av
foreslagen referensmetodik. Liknande nedre detektionsnivaer berdknar man for
Campylaobacter species, Yersinia species och sannolikt &ven fér EHEC.

Substratens beskaffenhet

Kéansligheten & ocksa beroende av substratens egenskaper. Vid en omfattande
svensk substratgenomgang (Thore, SMI-tryck 127-1999) noterades skillnader
mellan olika fabrikats formaga att understodja vaxt av malbakterier. Dartill kan
forekomma smérre skillnader mellan olika tillverkningsloter (batcher) av samma
fabrikat, de senare sannolikt stérre ju mindre véldefinierat substratet &r. Vidare
skiljer sig substraten i forméaga att undertrycka vaxt av icke malbakterier vilket
péverkar sensitiviteten speciellt vid I&ga koncentrationer av méalbakterier. Det
skall noteras att upp till 60 % av odlingar pA DC-agar uppvisar konfluerande
vaxt av tarmflorai priméarstryket. Det & alltsd av stérsta vikt att vara noggrann
vid utodlingen sa att fria kolonier erhdlls i sekundér och tertiarstryk. Vid det
enskilda laboratoriet & sedan variationer i den fortldpande tillverkningen ound-
viklig.

Identifiering

Stor vikt bor l&ggas vid korrekta kriterier for identifiering, inte minst med han-
visning till att ett flerta diarréassocierade infektioner regleras genom smitt-
skyddslagen.

EQAS

1. Bakterier

For att beskriva aktuella prestanda for fecesodling har externa provpaneler sants
ut frén SMI till de kliniskt bakteriologiska laboratorierna i landet. Malbakterier
av olika typ och i flera koncentrationer blandades med en konstant méngd kon-
taminerande flora bestdende av Citrobacter braakii, E. coli, Proteus mirabilis
och Enterococcus hirae sammanlagt motsvarande ca 10° CFU/mL i suspenderat
frystorkat material. De flesta laboratorier klarade ca 10* CFU/mL av lattodlad
Salmonella vid primérodling (se bilaga 2.3).
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Vid tva olika utskick fran SMI med Shigella sonnei och Shigella flexneri kunde
18 av 23 resp. 20 av 29 laboratorier hitta Shigella i koncentrationen 2x10° bakte-
rier per mL. Motsvarande analys har gjorts for Yersinia och Campylobacter, for
de senare dock med en annan bakgrundsflora. Gransen dér 50 % av laborato-
rierna identifierade mabakterierna l1ag for dessa organismer vid koncentratio-
nerna9 och 2 CFU/mL.

2. Virala agens

Externa provpaneler preparerade vid SMI avseende diagnostik av rotavirus har
regelbundet sedan 1998 sants ut genom EQUALIS till de mikrobiologiska labo-
ratorier som erbjuder rotavirus diagnostik. Provpanelerna har fore utskick analy-
serats med elektronmikroskopi, in-house ELISA for antigendetektion samt
gruppspecifik PCR. Provpanelerna har bestdr av provmateria innehdllande
rikligt och sparsamt med rotavirus. Samtliga prover har dock innehdllit minst
10° viruspartiklar/mL fecessuspension som & detektionsgransen for elektron-
mikroskopi. Provpanelresultaten har inneburit att vissa kommersiella tester
under &ren bytts ut. Vid konsensusméte for virala agens framkom onskemal om
paneler for dvriga virus som adenovirus, astrovirus och calicivirus som orsakar
diarré for att underlétta kvalitetssakringsarbetet vid de enskilda laboratorierna.

Analytiska kvalitetsmal

Kvalitetssakringens syfte &r att gora resultat mellan olika laboratorier jamférbara
och att astadkomma jamforbarhet Gver tid vid det egna laboratoriet. For att
uppna detta kravs metodharmonisering omfattande referensmetodik for instéll-
ning och kontrollmaterial for kalibrering och sparbarhet.

Medicintekniska produkter for in vitro-diagnostik skall enligt SOSFS 1999:24
" uppna de prestanda som tillverkaren angett, i synnerhet, nér det &r tillampligt i
frdga om analytisk och diagnostisk sensitivitet, noggrannhet, repeterbarhet och
reproducerbarhet --- samt granser for pavisbarhet.”

Kvalitetskontrollen bor vid diagnostik av tarmpatogener omfatta bade material
som bevakar ett Gverenskommet gransvarde for pavisande -kalibreringsnivé och
garanterar minimikriterier for identifiering och i férekommande fall resistens-
besté&mning.

Gransvéarde & en term som bor skiljas fran detektionsgrans, som innebér det

minsta vérde som kan métas med acceptabel riktighet och precision under opti-
mala tekniska betingelser (NCCLS).
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Gransvéarden & beslutsvérden. Ett gransvérde kan som i detta fall utgéra kalibre-
ringsniva for vad som & acceptabelt och inte acceptabelt vid pavisande av bak-
teriendrvaro. Det kan da bestammas av de kanslighetsgréanser deltagande labo-
ratorier redovisat i explorativa EQAS-paneler eller av den koncentration som en
viss andel av medverkande laboratorier klarat att pavisa. Ett gransvarde kan
ocksa skilja mellan " positivt” och "negativt” utfal som vid serologiska test —
cut-off.

Gangse kvalitetskontroll inskranker sig i almanhet till specificitetsdelen d.v.s.
formagan att ratt identifiera en isolerad mikroorganism. Med denna inskrank-
ning relaterar kvalitetskontrollen till begreppet ”kvalitativ’ och med resultatet
angivet som en observation. Bearbetningen sker efter nominalskalan (scale
with a set of possible values for a given kind-of property that are each aword or
symbol without relation to magnitude. Example Blood group).

Harvid bortser man fran att koncentrationen tarmpatogener varierar i feces och
ibland faller under odlingens kandlighetsgrans. Kvalitetskontrollen bor darfor
ocksd omfatta en kvantitativ komponent i forsta hand enligt ordinalskalan
(scale with an ordered set of possible values for a given kind-of-property that are
each a word or symbol used for ranking according to magnitude but where
differences or ratios between values have no arithmetic meaning). Andra skalor
med aritmetiskt samband mellan métvarden &r inte tillampbara.

Metodkalibrering

Det & inte mgjligt att ange en kanslighetsgrans (detektionsgrans) som ar giltig
for ala typer av Salmonella species (och andra typer av tarmpatogener) och
som samtidigt & biologiskt relevant i olika medicinska situationer. Daremot gar
det att ange ett gransvarde relaterat till ett sparbart och definierat kontroll-
material avsett for nationell diagnostisk harmonisering och metodkalibrering.
Sarskilt varde skulle ett sddant kontrollmaterial ha vid utprévning eller kvali-
tetskontroll av odlingsmedier.

Med utgangspunkt fran teoretiska berdkningar och erfarenheter fran hittills ut-
sdnda paneler antog konsensusmétet att forsoksvis definiera gemensamma
grénsvarden for kalibrering av salmonellaodling genom ett suspenderat frys-
torkat kontrollmaterial. Med tkad erfarenhet av reproducerbarhet och acceptans
kunde kontrollmaterialet etableras som ett referensmaterial. Laboratoriet for
klinisk mikrobiologi vid Centrallasarettet i Vasteras har atagit sig att tills vidare
tillhandahalla kontrolImaterial for Salmonella species. Samma niva borde kunna
anvandas for Salmonella species, Shigella species, Yersinia species och Cam-
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pylobacter species med avsikt att framdver, nér resurserna sa tillater, utvidga
materialet till att omfatta flera tarmpatogener. Arbetsgruppen har for andamalet
forsokt anvisa ett adekvat urval av referensstammar och referenssera for intern
kontroll (Bilaga 2.1 och 2.2).
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Saker hetsaspekter, BSL 3

EHEC, Salmonella Typhi och Shigella dysenteriae typ 1 klassas av Arbetsmil-
joverket (AV) sedan den 31 mars 1998 som tillhdrande biosdkerhetsklass 3 (**),
vilket innebar att det inte &r tillatet att arbeta med dessa bakterier utan tillstand
fran Arbetsmiljoverket. Stjarnorna inom parentes betyder att man inte raknar
med luftburen smitta. Detta ger en viss mojlighet till dispens for arbete i av-
skilda lokaler som inte uppfyller full BSL 3 standard men dar allt arbete med
levande bakterier sker i sdkerhetsbéankar. Letala laboratorieinfektioner med
EHEC och Salmonella Typhi finns beskrivna.

Ovriga mikroorganismer som avhandlas i denna bok tillhdr skyddsklass 2.
Ett flertal, framst Shigella species och EHEC, har dock sa 1&g infektionsdos att
sarskilda forsiktighetsmatt & motiverade vid arbete med dessa. Arbete med

utodlade levande patogener bor darfor regelméssigt utforas i sékerhetsbankar
med en arbetsmetodik som eliminerar stdnk och aerosolobildning
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Smittskyddslagstiftningen och desstillampningar

Smittskyddslagen och smittskyddsférordningen reglerar samhéllets skydd mot
smittsamma sjukdomar. Riksdag och regering har beslutat om en smittskyddslag
(1988:1472) (SmL) som trédde i kraft den 1 juli 1989 och som kan hamtas pa
nétet pa foljande adress: http://www.notisum.se/rnp/SL S/LAG/19881472.HTM
En ny smittskyddslag & under bearbetning, men kommer inte att vinna laga
kraft under 2002.

Huvudansvaret for smittskyddet ligger hos landstingen (smittskyddsl ékarna samt
hédlso- och sukvardndamnderna). Ansvaret for smittspridning via den fysiska
miljon (livsmedel/vatten/ventilation/djur/m.m.) ligger kvar hos milj6- och hélso-
skyddsnamnderna. Smittskyddslékaren & delvis understélld hdso- och sjuk-
vardsnamnden, och far delvis stdllning som en sjalvstandig myndighet. Ansvaret
for kostnaderna regleras av forfattningarna. | lagen framgar aven vid vilka sjuk-
domar som samhdlet far vidta dtgarder mot den enskildes vilja och vilket in-
tréng i den enskildes integritet som far goras.

De smittsamma sjukdomar som utgor ett storre och mer alvarligt hot mot be-
folkningens hélsa &n o6vriga bendmns samhéllsfarliga. De anmaéls till smitt-
skyddsl&karen, till Smittskyddsinstitutet och i vissa fall aven till miljé- och hé-
soskyddsnamnderna. Vid samhéllsfarliga sjukdomar fér preciserade intrang i
den enskildes integritet goras. Av Gvriga smittsamma sjukdomar anses vissa s
dlvarliga, att det ur smittskyddsaspekt &r angel&get att fortlopande bevaka deras
utbredning. Dessa benamns andra anmél ningspliktiga sjukdomar och anméls pa
ett likartat sétt. Nér det géller dessa sjukdomar medges i smittskyddslagen inga
restriktioner i den enskildes frihet. S&dana kan déremot tankas bli aktuella enligt
annan lagstiftning (t.ex. vid tecken palivsmedelsburen smitta).

Foljande i denna bok férekommande infektidsa agens/sjukdomar behandlas i
Sociastyrelsens forfattningssamling SOSFS 97:7 (Hittas &ven pa SoS hemsida
under adress http://www.s0s.se/sosf5/1997_7/97-7bil 1. pdf)

Samhallsfarlig sukdom

Infektiost agens Sjukdom
Salmonella (g Typhi och Paratyphi) salmonellainfektion
Salmonella Paratyphi paratyfoidfeber
Salmonella Typhi tyfoidfeber
Shigella shigellainfektion
Vibrio cholerae kolera
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Andra anmalningspliktiga sjukdomar

Entamoeba histolytica amobainfektion

Campylobacter campylobacterinfektion

Giardiaintestinalis giardiainfektion

EHEC 0157 Escherichia coli serotyp 0157
infektion

Yersinia enterocolitica yersiniainfektion

Den mikrobiologiska tolkningen av detta &r att alla former av Salmonella spe-
cies och Shigella species & anmalningspliktiga. For kolera géller att sjukdomen
skall vara orsakad av toxinproducerande stammar tillhérande O1 eller O139; for
Campyl obacter-infektion att bakterien skall tillhtra gruppen C. jejunurm/coli och
for Yersinia-infektion att den skall ha orsakats av invasiva kloner av Y.
enterocolitica.

Praktiska rad for handlaggning av de viktigaste sjukdomarna enligt smitt-
skyddslagen inkluderande Smittskyddsblad finns att ladda ned fréan Smitt-
skyddsl&karfdreningens hemsida med adress:

http://www.dlf.se/delf/smilf/

En mer allmén information om olika smittsamma sjukdomar stér att finna pa
Smittskyddsinstitutets hemsida med adress:
http://www.smittskyddsinstitutet.se./di seases.asp

Patogener (se nedan) vilka ingér i den frivilliga laboratorierapporteringen (SMI
2002-02-28) anmdls av laboratorielékaren utan patientidentitet, d.v.s. enbart
patients fodel sear och kon.

Anmalan stélls till Smittskyddslakaren i det 1an varifran provet insants samt till
Smittskyddsinstitutet.

Frivillig laboratorierapportering
EHEC andra dn 0157

Vibrio species

Cryptosporidium
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Utodling (Salmonella, Shigella, Yersinia, Campylobac-
ter)

Ett flertal olika metoder finns beskrivna for utodling av prov pa agarytor. Det &
viktigt att f& med tillracklig méangd provmaterial for hog sensitivitet och att
(sekundér-) tertidrstryken ger god separation av enskilda kolonier.

Primar stryk (provtagningspinne med provmaterial)

Sekundar stryk
Tertiérstryk t
(g4 in en till tv& > (medllnLog!a)
génger i sekundar- Figur 11. Primérodlin o8BS _Anvang
stryket). Malsatt- 9 : g samma 6gla, ot
ning med tertiar- in t_ref_yrelll gan-
stryk & att fa ger i primarstry-
"plockbara” en- ket.

skilda kolonier.
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Sekundéarodling

Inokulat frén t.ex. Rappaportbuljong med 10 pL 6gla mitt i det blivande priméar-
stryket som dérefter gérs med samma 6gla. Sekundér- och tertidrstryk gors
ocksa med samma 6gla. Inokulatet kan ocksa géras med bomullspinne.

Observera

Vid Salmonella-, Shigella-, Yersinia- och Campylobacter-diagnostik anlénder
fecesprovet pa provtagningspinne i transportmedium eller som feces i ror. | det
senare fallet dverfors fecestill provtagningspinne innan odling.

Priméarodling utfors med foreslagen teknik (se Fig 11) p& XLD- (alternativt
Hektoen-), DC-, Campylobacter-, CIN-agar i den ordningen. Dérefter doppas
pinnen (eventuellt) anyo i provet varefter den Gverfors till Rappaportbuljongen.

Sekundérodling utfors efter anrikning i Rappaportbuljong med foéreslagen teknik
(foregaende sida) pa XL D-agar.

Renstrykning av misstankt(a) koloni(er): Enskild koloni plockas och stryks pa
MacConkey-agar, enligt féreslagen teknik. | de fall man véjer att anvéanda sal-
monellafagdroppe, rekommenderas applikation enligt illustrationen [Fig. 12].

i
= - -
S \
=+ = =

Figur 12. Renstruket Salmonella-isolat med fagdroppe
En diagnostisk dversikt lamnasi Tabell 21 sist i det bakteriol ogiska avsnittet.

For en detaljerad beskrivning och diskussion hanvisas till respektive diagnos-
tiskt avsnitt.
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Resistensbestamning

Antibiotikabehandling av bakteriella tarminfektioner & i de flesta fal inte indi-
cerad. Darfor utférs vanligen inte resistensbhestamning rutinmassigt med undan-
tag for Shigella species. Antibiotikabehandling blir aktuell vid septisk sjukdom,
svar enterokolit, fokal bakteriell infektion och kan Gvervéagas vid langvarigt
smittbararskap hos vuxna (>6 manader). Val av preparat avgors av infektionens
respektive bararskapets natur. Resistensbestamning blir i dessafall nodvandig da
resistens mot aktuella antibiotika forekommer, sérskilt bland icke primért in-
hemskaisolat.

En utbredd anvandning av antibiotika inom s&val veterinarmedicin som human-
medicin har pd manga hall i varlden bidragit till en tkande bakteriell resistens.
Tyvarr omfattar denna en 6kande resistens mot kinolonerna som blivit forsta-
handspreparat vid septiska tillstand och fokal bakteriell infektion i organ utanfor
tarmen. Resistensbestamning mot kinoloner skal utforas sa att &ven 1aggradig
kinolonresistens avd §jas.

Resistensheskedet bor enligt RAF's rekommendationer omfatta ett minimiurval
av antibiotika som 2002 for Salmonella species och Shigella species bestar av
cefalosporin (parenteralt), kinolon, pivmecillinam och trimetoprim-sulfa, och for
Campylaobacter species av erytromycin, kinolon och tetracyklin och fér Yersinia
species av kinolon, tetracyklin och trimetoprim-sulfa, se RAF:s hemsida
(http://www.srga.org/Arafmin.htm) fér aktuell uppdatering).

Resistensbestamning utfors med av RAF rekommenderad metodologi
(http://www.srga.org) och med sérskilda dvervaganden géllande tarmpatogena
bakterier beskrivna i brytpunktstabellernas fotnoter avseende Salmonella-, Shi-
gella-, Campylobacter- och Yersinia species
(http://lwww.srga.org/fotnot/foteb.htm).
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Salmonella

Smittamnet

Genus Salmonella utgérs av gramnegativa stavar tillhdrande familjen Entero-
bacteriaceae. Enligt den nomenklatur som rekommenderas av WHO och an-
vands i Sverige indelas Salmonella efter DNA/DNA homologi i tva arter, Sal-
monella enterica och Salmonella bongori (tidigare subspecies V). Salmonella
enterica kan vidare biokemiskt indelas i sex subspecies som kan &tskiljas bio-
kemiskt [Tabell 7]:

I S enterica subsp. enterica
I S enterica subsp. salamae

Ia S enterica subsp. arizonae
I1b S enterica subsp. diarizonae
v S enterica subsp. houtenae
VI S enterica subsp. indica

Tabell 7. Biokemiskatest for sérskiljande av subspecies

Malonat ONPG  Dulcit Salicin GalUA® Gelatin

I - - + - - -
I + - + - + +
" + + - - +/- +
v - - - + + +
VI - Y v - + +
S. bongori - + + - + -
1) Galakturonsyra

Baserat pa forekomsten av tva ytstrukturer, lipopolysackarid (O-antigen) och
flageller (H-antigen) kan Salmonella enligt det senaste KW-schemat, 2001,
indelas i 2501 serotyper. Vissa serotyper, framst Salmonella Typhi, kan &ven ha
ett kapselliknande Vi-antigen. Flertalet serotyper producerar tva olika typer av
flageller.

Under ménga & har de olika serotyperna av Salmonella givits ett namn, oftast

beskrivande isolatets geografiska harkomst. D& dessa namn sedan lange &r eta-
blerade bade bland mikrobiologer och i det epidemiologiska arbetet accepteras
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de fortfarande. De & ¢ artnamn och skall darfor inte kursiveras men skrivas
med stor bokstav, t.ex. Salmonella Enteritidis. Den korrekta nomenklaturen,
Salmonella enterica subsp. enterica serovariant Enteritidis, anvands inte i det
praktiska arbetet.

Serotyper tillhdrande subspecies Il — VI samt Salmonella bongori ges € namn
utan de beskrivs enbart genom sin antigena formel t.ex. Salmonella subsp 1V =
45:9,z51:- som betyder att stammen tillhdr subspecies 1V och déar ”45”: anger O-
antigenet, "g,zs,” anger H-antigen fas 1 samt att "-” anger att H-antigen fas 2
saknas.

Nya serotyper definieras och faststélls vid WHO collaborating centre for Refe-
rence and Research on Salmonellavid Ingtitut Pasteur i Pearis.

Patogenes och patofysiologi

Infektionsdosen fér friska personer med intakt immunsystem uppskattas till 10°-
108 bakterier, dock vasentligt 1agre fér S. Typhi och S. Paratyphi A (ca 10° bakte-
rier, vilket Okar risken for person till person smitta). Infektionsdosen &r lagre vid
immunbristtillstdnd. Reducerad saltsyresekretion i magsicken ger ocksd tkad
mottaglighet. Bakterierna invaderar tarmslemhinnans epitelceller och multiplice-
ras i dessa liksom i makrofager. Skadorna & emellertid sillan si omfattande
som vid Shigella-infektion.

Symtom och klinisk bild

Salmonella-infektioner kan ge upphov till olika sjukdomsbilder. Vanligast &r
enterit, som kan fororsakas av ala salmonellatyper. Mer sdllan ses en kolitbild
med blodig avféring. Symtomen &r illaméende, krakningar, huvudvark, buk-
smartor och diarré. Méttlig feber kan forekomma och ibland foreligger bakte-
riemi eller bakteriuri. Symtomen vid salmonellaenterit utvecklas som regel inom
ett till tre dygn efter smittillféllet. Sukdomen & som regel sjévbegransande (7
till 10 dagar) hos immunkompetenta personer. Efter invasion av blodbanan ses
inte sdllan fokala manifestationer. Alla organ kan drabbas. En reaktiv artrit sesi
ett par procent av fallen. Fecesodlingar kan vara positiva i upp till 3 manader.
Asymtomatiska infektioner & inte ovanliga. Mgoriteten av de humana salmo-
nellainfektionerna orsakas av bakterier tillhdrande subspecies .
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S. Typhi och S. Paratyphi A ger ofta svarare septiska tillstand ibland med ce-
rebral paverkan. Diarré forekommer men en del patienter ar snarare forstoppade.
Fruktade komplikationer & tarmperforation och blédning vilka dock séllan ses i
Sverige.

Kroniskt bararskap, definierat som positiva fecesodlingar > 6 manader, ar sar-
skilt vanligt efter tyfoidfeber (ca 3 %) men férekommer vid alla typer av salmo-
nellainfektion. Framfor allt utgor gallvagar och tarmdivertiklar reservoar for
bakterierna. Omkring 50 % av vuxna med salmonellaenterit & ”smittfria’ efter
fyratill fem veckor.

L aboratoriediagnostik

Allméant

Vid septiska tillstand bor blododling utféras. Nar det galler primérisolering av
Salmonella-bakterier fran feces finns det vissa brister i diagnostiken som fram-
gér av avsnittet Kvalitetssakring.

Sakerhetsaspekter

Observera att Salmonella Typhi sedan den 31 mars 1998 klassas som Biosafety
level (BSL) 3** patogen (se vidare detta avsnitt).Vid misstanke om S. Typhi &
det viktigt att detta anges pa remissen. Misstankt S. Typhi & en stam som j&ser
mannit utan gas-utveckling och som & OD-negativ.

Referensmetodik

Referenssubstrat
Nedanstéende substrat utgor referenssubstrat vid primérisolering av Salmonella-
bakterier frén humana fecesprov (se Bilaga 1.1 substratbeskrivningar).

Generellt rekommenderas nagot av de kommersiella halvfabrikat som finns pa
marknaden. Angdende testning av loter och fortlépande kvalitetskontroll, se
bilaga 1.2 - substratkontroll.

XLD-agar [Bilaga 1.1.1]: P4 XLD-agar véaxer Salmonella-bakterier inom ett
dygn som regel med ett growth index (Gl) jamfort mot blod eller CLED-agar
Overstigande 50 %.

DC-agar [Bilaga 1.1.2]: Den nagot mer selektiva Hynes” modifikation utgor
referenssubstrat. PA DC-agar vaxer Salmonella-bakterier inom tva dygn med Gl
Overstigande 50 % jamfort med icke selektivt substrat i de alraflestafall.



MacConkey-agar [Bil 1.1.15]: Salmonella-bakterier vaxer inom ett dygn med Gl
Overstigande 80 % jamfort med icke selektivt substrat i de allra flesta fall (un-
dantag t.ex. S Senftenberg CCUG 37886). Kolonierna & dérvid konvexa, se-
miopaka, blanka, ibland rda och farglosa. Kolonidiametern motsvarar den for
DC-Hynes. Inkuberasi 35 °C —37 °C i ett dygn.

For anrikning & Rappaportbuljong [Bil 1.1.4] referenssubstrat 1ampad for ala
typer av Salmonella (g S. Typhi) med inkubering vid 41,5 °C + 0,5 °C.

I solering

Primér odling: Salmonella-bakterier tillvaxer bade aerobt och anaerobt inom ett
brett temperaturomréde, +8 °C — 45 °C men optimalt vid 37 °C, och inom ett
pH-intervall 4-8.

Primér utodling: Provmaterial pa provtagningspinne stryks ut pa XLD-agar och
DC-agar varefter sekundarstryk gors. Plattornainkuberasi 35 °C — 37 °C. XLD-
plattan avl&ses efter 1 dygn samt DC-plattan efter ett och tva dygn.

Anrikning och sekundér utodling: Efter det priméra utstryket stoppas provtag-
ningspinnen ner i Rappaportbuljong och inkuberasi 41,5 °C + 0,5 °C dver natt.
Med plastinds gors darefter utstryk och sekundérstryk pd XLD-agar. Plattan
inkuberas vid 35 °C - 37 °C Over natt och avlases.

Identifiering och minimikriterier

Presumtiv_diagnos. P& XLD-agar & kolonierna semiopaka, sldta, blanka och
farglosa (framstér réda mot mediets grundfarg). Kolonierna & ofta stora med
diameter >2 mm och ett distinkt svart centrum. Observera att atypiska LD-nega-
tiva och/eller laktogidsande Salmonella, i likhet med andra koliforma bakterier,
kan véxa med gulférgade, opaka kolonier. Observera att S. Typhi sdllan blir
H,S-positiv pa XLD. Inkuberasi 35 °C - 37 °C och avlases efter ett dygn.

Pa DC-agar &r kolonierna semiopaka, blanka, farglosa, och i mer &n halften av
falen med grétt eller svart centrum. De flesta stammar véxer ut redan inom ett
dygn. Kolonidiametern & ofta mindre an motsvarande pa XLD. Inkuberas i 35
°C — 37 °C och avlases efter ett och tva dygn.

Slutlig diagnos. Misstankta kolonier plockas och karakteriseras med testbatteri
(enligt Tabell 8) som inkuberas dver natten i 35 °C — 37 °C. Om biokemin &r ty-
pisk enligt rad 1 & ingen ytterligare diagnostik nddvandig. Isolatet anses identi-
fierat som Salmonella species.
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Vid biokemiskt utfall enligt rad 2 - 4 méaste kompletterande test med agglutina-
tion i polyvalent O-serum utforas. Ungefér 95 % av kliniska isolat agglutinerar i
poly O. Korsreaktivitet med andra species inom Enterobacteriaceae t.ex. E. coli
kan férekomma. Kompletteringstestet skall vara positivt. Tillsammans med
nagot av de biokemiska utfallen i Tabell 8 rad 2 - 4 anses isolatet identifierat
som Salmonella species.

Tabell 8. Biokemiska referenssubstrat och forvantade resultat vid identifiering
av Salmonella-bakterier

3)
Typiskt for Mannit LD oD HoS ONPG Indol Urea

1) 2)

S. ssp. +/gas + + + - - -
LILIV,VI

S Typhi +/0gas + - + - - -
S Para- +/gas - + - - - -
typhi A

S ssp. 11/ +/gas + + + + - -
S bongori

Dc:ad % jaser utan gasutveckling.
2 c:a2 % LD-negativa
9 OD ingér & i minimikriterierna men rekommenderas som tillagg d& S. Typhi misstanks.

Om kompletteringstestet utfaller negativt eller om biokemin inte & konklusiv
gors komplettering med kommersiell analysbricka, t.ex. APl 20E (Bio Merieux,
Frankrike). Kvarstar misstanke om Salmonella species skickas isolatet till SMI
for verifiering.

Avvikelser fran referensmetodiken
Referensmetodiken anger en miniminiva for diagnostiken. Vissa avvikelser kan
dock vara acceptabla.

Substrat: Vid primérisolering kan ett av de selektiva referensagarmedierna er-
séttas av ytterligare en anrikningsbuljong (Rappaport i kombination med Sele-
nit). Selenit-buljong [Bilaga 1.1.4] (laktosbaserad) &r lampad for anrikning av
alatyper av Salmonella species direkt i fecesprov vid en inkuberingstemperatur
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av 35 °C (ibland anges 42 °C som lamplig inkuberingstemperatur &ven for Sele-
nit-buljong). XLD-agar kan bytas mot t.ex. Hektoen-agar [Bilaga 1.1.3]. SSI-
Enteric medium [Bilaga 1.1.7] kan ocksa vara ett alternativ men svenska erfa-
renheter & begrénsade.

Kompletterande test: Som kompletterande test kan nagon av nedanstdende er-
sétta agglutination i polyvalent serum:

A) Samonella-fag: (Reagensia AB)

Magjoriteten av alakliniskaisolat av Salmonella (ca 95 %) & kansliga for bakte-
riofag Felix O-1 (FO). Denna test & darfor ett bra komplement till den bioke-
miska identifieringen. Bland andra enterobakterier & det framst E. coli som kan
vara kéanslig. Av praktiska skél & det lampligt att redan i samband med ren-
spridning pa MacConkey-plattan applicera en droppe fag pa primérstryket.

B) MUCAP-test: (Svenska Labfab AB)

Salmonella verkar vara unik inom Enterobacteriaceae genom att ha ett C8-este-
ras som hydrolyserar metyl-umbelliferyl-caprilat. Fritt metyl-umbelliferyl fluo-
rescerar i UV-ljus. Testen genomfors sa att en droppe av reagensen appliceras pa
bakterierna p& en utvuxen agarkultur, t.ex. MacConkey. Fluorescens avlases i
relativt morker inom fem minuter. Som UV-kélla kan ofta anvéndas en UV-
lampa av sadan typ som anvands for kontroll av sedlar (referensfrekvens Woods
light = 366 nm). Nar detta reagens testades pa 750 isolat av Salmonella var 749
positiva i testen. Av 130 andra enterobakterier var endast en stam av Hafnia
alvei positiv. Manga oxidaspositiva bakterier som Pseudomonas species och
liknande bakterier kan ge positivt testresultat, medan negativt test kan fore-
komma hos laktospositiva Salmonella-isol at.

Alternativ diagnostik

Ingen kommersiell snabbdiagnostik finns idag tillganglig for humana fecesprov.
Pa veterinér- och livsmedel ssidan férekommer de dock.

Serologi

Vissa laboratorier pavisar forekomst av 1gG och IgM antikroppar med en LPS-
ELISA som detekterar antikroppar mot faktorerna O4 och O9. Denna serologi
kan i vissa fall anvéndas for diagnostik av Salmonella-infektion. Den klassiska
Wida testen, pavisande av antikroppar mot Salmonella Typhi med avdidade
bakterier som antigen, torde inte fylla ndgon plats i modern infektionsdiagnostik.
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Epidemiologisk typning

Stam som av insdndaren identifierats som Salmonella species sands till SMI for
epidemiologisk typning. Undantag &r klara utbrott eller epidemier dar endast ett
representativt urval av stammar sdnds. Hos kand smittbérare skall & konsekutiva
isolat sandas for typning. Avsikten med typning & att folja smittspridning,
framst inom landet. | de fall laboratoriet kanner till smittort & det av epidemio-
logiska skal darfor mycket viktigt att detta anges da det paskyndar den epidemi-
ologiska handlaggningen, speciellt vid utbrott.

Typning gors idag priméart med serologisk teknik. Fullsténdig typning gors vid
Smittskyddsinstitutet (SMI) och for veterinéra isolat vid Statens V eterindrme-
dicinska Anstalt (SVA).

Motiverar smittsparningsarbetet ytterligare differentiering kan fagtypning och
molekylérgenetisk metodik anvéndas. Fagtypning av S. Typhimurium och S
Enteritidis utfors vid SMI. Aven resistensmonstret & ofta till hjalp vid uppfolj-
ning av utbrott.

Kvalitetskontroll
Metodkalibrering forvantas ske pa sitt som anges under avsnittet kvalitetssak-
ring i den alménna delen.

Referensstammar:
| tabell 9 listas de stammar som utgdr referensstammar vid kontroll av substrat
och 6vriga diagnostiska procedurer:

Tabell 9. Referensstammar Salmonella for kontroll av substrat och évriga diag-
nostiska procedurer

Vaxt pd?
Bakterie CCUG ATCC _Karakteristika XLD DC Hynes
S Montevideo 21 239 Normalvariant >75 >50
S Typhimurium 31969 14028 Normavariant >75 >50
S subsp. 111 6322 13314 ONPG positiv 100 >75

Fag-negativ

S Typhimurium 41 768 Jaser mannit utan gas >50 >25
S Senftenberg? 37 886 H,S-negativ, dalig vaxt <50 <1

1) Avser relative growth index (uttryckt i procent), d.v.s. antal CFU pa testagar
x100/ antal CFU pa kontrollagar (CLED eller MacConkey), se bilaga 1.2
substratprévning.

2) Dennastam véxer pa Hektoen-agar med rGl >75 %
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For de laboratorier som Onskar serotypa Salmonella-isolat rekommenderas fol-
jande referensstammar

04 -S Typhimurium CCUG 31969

O7 -S Virchow CCUG 12653
08 -S Newport CCUG 21283
09 -S Enteritidis CCUG 34136
010 -S. Anatum CCUG 37885
019 -S. Senftenberg CCUG 37 886
Referenssera:
Polyvalent O-antiserum (Reagensia AB)
Polyvalent H-antiserum (Reagensia AB)
Faktorantiserum (Reagensia AB)
Svarsrutiner

Svar formuleras enligt laboratoriets traditioner. Foljande bér déarvid iakttas: Vid
premié&risolering anges fynd av Salmonella species och att isolatet séndstill SMI
for epidemiologisk typning (se nedan). Efter erhallet typningssvar meddelas
detta till inremitterande med angivelse av serotypnamn. Ev. fagtyp behover
déremot inte anges. Vid senare positiva kontrollodlingar réacker det att svara vaxt
av Salmonella-bakterier (utan angivande av serotypnamn). Resistensmonster
anges endast pa begéaran fran kliniken.

Laboratorierapportering

Alla fynd av Salmonella skall anméas av laboratoriet enligt smittskyddslagen
Grupp 1.2 Samhéllsfarliga sjukdomar, pa darfor avsedd blankett, eller via SMI-
net.

REFERENSER:
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Dis 1982;4:1096-1106.
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Shigella

Smittamnet

Shigella & en gramnegativ stav som tillhoér familjen Enterobacteriaceae. Shi-
gella har, baserat pa en kombination av biokemisk profil och specifik agglutina-
tion, indelats i fyra olika species, Shigella dysenteriae typ 1-13, Sh. flexneri typ
1-6, Sh. boydii typ 1-18 och Sh. sonnei. Gemensam virulensfaktor for alla Shi-
gella &r en stor plasmid som bl.a. kodar for invasivitetsproteiner. Hos Sh. sonnei
sitter d&ven generna for O-antigenet pa denna plasmid.

Shigella och Escherichia coli kan med DNA/DNA homologistudier inte skiljas
frén varandra (Rowe & Gross, 1984). De &r altsa snarlika eller kan till och med
i strikt bemérkelse ségas tillhéra samma art. Det finns mellan Shigella och E.
coli en "grézon” dar man finner bakterier med samma virulensplasmid och bio-
kemi som hos Shigella, men som inte agglutinerar i Shigella-antiserum. Bland
dessa bakterier finns sidana som av ett internationellt referenslaboratorium
(Colindale) bendmns provisional (= provisorisk Shigella) och som i framtiden
kan komma att klassificeras som nya serotyper av Shigella. Genus Shigella
utokades t.ex. & 1985 och 1990 med tillsammans sex nya serotyper (Wathen-
Grady et a 1985; Wathen-Grady et al 1990). Andra bakterier i grdzonen kan pa
grundval av biokemiska reaktioner (framst Christensens citrat) uteslutas frén
genus Shigella och betecknas f6ljaktligen enteroinvasiva E. coli (EIEC).

Efter vad man kanner till idag skiljer sig inte symtombild vid infektioner med
dessa bakterier i ” grazonen” fran mildare former av klassisk shigellos.

Patogenes och patofysiologi

Infektionsdosen for Shigella kan vara mycket liten, ca 10™-10% bakterier. Viru-
lensen hénger samman med forekomsten av invasivitetsgener som reglerar bild-
ning av medverkande polypeptider. Bakterierna invaderar tjocktarmsmukosans
epitelceller dar de multipliceras. Detta leder oftatill abscesshildning och nekro-
ser i tarmslemhinnan, blédningar och bildning av pseudomembraner. Under
utléakningen kan granulationer utvecklas. Bakterierna invaderar sdllan urinvd
garnaeller blodbanan.

Shigella dysenteriae typ 1 & den enda varianten som bildar ett potent exotoxin,

Shigatoxin (stx;), vilket bidrar till virulensen och &r identiskt med ett toxin som
bildas av Entero Hemorragisk E. coli (EHEC).
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Symtom och klinisk bild

Efter en kort inkubationsperiod (1-2 dygn) debuterar Shigella-infektionen med
buksmértor, feber och frekventa vattniga diarréer, som i mangafall utvecklastill
klassisk bacilldr dysenteri med pus, blod och slem i avféringen. Sjukdomen &r
hos immunkompetenta personer som regel §avbegransande inom nagra fa da-
gar. Mycket svéra sukdomstillstand ses framfor allt med Shigella dysenteriae.
Efter Shigella flexneri infektion ses ibland reaktiva artriter. Kroniskt bararskap
ar mycket ovanligt efter behandling men recidiverande infektioner kan fore-
komma.

L aboratoriediagnostik

Allmént

Liksom fér Salmonella finns brister i den bakteriol ogiska odlingsdiagnostiken.
Detektionsgransen & hogre dels p.g.a. Shigella-bakterierna vaxer samre pa an-
vanda substrat dels darfor att anrikning inte anvands rutinmassigt da bra anrik-
ningssubstrat saknas. Risken for felaktiga svar & dessutom storre da Shigella
egentligen & en variant av E. coli. | avsaknad av tydlig standard varierar foljd-
riktigt prestanda vasentligt mellan olika laboratorier.

Sakerhetsaspekter

Infektionsdosen for Shigella & mycket liten. Vid allt arbete med levande
Shigella-bakterier eller missténkt Shigella & det viktigt att adekvat
skyddsutrustning anvands. Att notera & att Sh. dysenteriae typ 1 sedan 1998
(AFS 1997:12) &r placerad i skyddsklass 3(**) och att det kravs tillstand av AV
for att fa arbeta med denna bakterie.

Refer ensmetodik

Referenssubstrat
Nedanstéende substrat utgor referenssubstrat for isolering av Shigella-bakterier
fran humana fecesprov (recepten derfinnsi bilaga 1.1).

Generellt rekommenderas nagot av de kommersiella halvfabrikat som finns pa
marknaden. Angdende testning av loter och fortlpande kvalitetskontroll, se
bilaga 1.2 - substratkontroll.

XLD-agar [Bilaga 1.1.1]: Shigella-bakterier vaxer inom ett dygn med semi-
opaka, sléta och blanka farglosa 0,5-2 mm stora kolonier (framstér réda mot me-
diets grundfarg). Sarskilt Shigella sonnei kan uppvisa fasvariation inom och
mellan kolonier. R&a kolonier med ojamna kanter kan darvid forekomma.
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Shigella species vaxer i almanhet med 1&gre Gl &n Salmonella, vissa stammar
vaxer inte alls.

DC-agar modifierad enligt Hynes [Bilaga 1.1.2]: Shigella-bakterier véxer inom
tvadygn (ca 1/3 av stammar har inte vaxt ut efter ett dygn) med relativt 1aga Gl -
varden, ofta mindre &n 50 %. Upp till 20 % av stammar som véxer paicke inhi-
bitoriskt substrat eller pad XLD uppvisar mycket délig eller ingen vaxt.

MacConkey-agar [Bilaga 1.1.15]: Shigella-bakterier vaxer inom ett dygn (Gl
Overstigande 50 %) med konvexa, semiopaka, rda och farglésa kolonier. Inkube-
rasi 35°C—37 °Ci ett dygn.

Ett bra anrikningssubstrat saknas for Shigella men Selenit-buljong kan anrika
sarskilt Sh. sonnei [Bilaga 1.1.4].

Isolering

Primér utodling: Provmaterial pa provtagningspinnen stryks ut pa X LD-agar och
DC-agar och sekundérstryk gors. Plattorna inkuberas i 35 °C - 37 °C. XLD-
plattan avl&ses efter ett dygn samt DC-plattan efter ett och tva dygn.

Anrikning och sekundér utodling: Anrikning av Sh. sonnei kan férekomma nér
Selenit-buljong anvands. (Anrikningsforfarandet ingér dock inte i referensfor-
farandet for Shigella-diagnostiken.) Provtagningspinnen stoppas efter den pri-
méra och sekundéra utstrykningen ned i buljongen och inkuberas 6ver natt i 35
°C - 37 °C. Med plastints gors darefter utstryk pa XLD-agar. Plattorna inkube-
rasvid 35 °C - 37 °C dver natt och avlases.

I dentifiering och minimikriterier

Presumtiv diagnos. P& XLD-agar vaxer Shigella-bakterier inom ett dygn med
semiopaka, sldta och blanka férglésa 0,2-2 mm stora kolonier. Sarskilt Shigella
sonnei kan uppvisa fasvariation, varvid réa kolonier med ojamna kanter kan
forekomma.

Pa DC-agar enligt Hynes vaxer Shigella inom tva dygn (ca 1/3 av stammarna
har inte vaxt ut efter 1 dygn) med semiopaka, sléta eller raa, farglosa (ibland
rosa/roda opaka, Shigella dysenteriae typ 1 kan vara rodlila). Centralt upphojda
("stekt &gg”) kolonier férekommer.

Misstéankta kolonier plockas, rensprids pa MacConkey-agar och identifieras med
testbatteri enligt Tabell 10 efter vaxt dver natten i 35 °C— 37 °C.
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Observera att det & olampligt att anvanda ett mer selektivt substrat da vaxt av
eventuella fororenande koliforma bakterier da kan undertryckas. Testbatteriet in-
kuberas dver natten i 35 °C - 37 °C. Resultatet avldses och tolkas enligt tabell
10.

Tabell 10. Biokemiska referenssubstrat och férvantade resultat efter inkubering
i 35-37 °C vid identifiering av Shigella-bakterier.

Mannit” LD? OD? H,S? ONPG Indol® Ured)

Sh. sonnei +/0 gas - + - + } .
Sh. boydii +/0 gas - - - + _ .
Sh. boydii/flexneri  +/0 gas - - - - + -

" +/0 gas - - - - - -
Sh. dysenteriae - - - - + . .

- - - - - + -

9 Mannit utan gas i Durhamror. Enstaka stammar av Sh. boydii och Sh. flexneri kan jasa
mannit under gasutveckling. Enstaka stammar av Sh. flexneri, Sh. boydii och Sh.
sonnei & negativai mannit.

2 positiv reaktion i enderaLD, H,S, urea eller oxidas utesluter genus Shigella.

% Enstakaisolat av Sh. boydii och Sh. flexneri kan vara OD-positiva. Enstakaisolat av Sh.
sonnei kan vara OD-negativa.

4 Positiv reaktion i bade ONPG och indol utesluter i praktiken genus Shigella. Enstaka
isolat av Sh. sonnel kan vara ONPG-negativa.

Bakterier som pa omstrykningen har en for Shigella typisk kolonimorfologi och
som jaser enligt négot av utfallen i tabell 10 misstanks vara Shigella. Jasning av
glukos &r ett minimikriterium for presumtiv identifiering av Shigella. Jasning av
glukos kan normalt avldsasi LD-roret genom férgomslag till gult.

Ett isolat som avviker i mer &n en reaktion (enligt fotnot 1-4 tabell 10) kan i
praktiken utes utas fran genus Shigella.

Isolat som missténks vara Shigella karakteriseras ytterligare med ett kommer-

siellt testsystem (t.ex. APl 20E). Kvarstar darefter misstanke om Shigella, sinds
isolatet till SMI for identifiering och typning.
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Slutlig diagnos: For identifiering av Shigella krévs forutom testerna i den pri-
méra identifieringen att stammen & negativ i rorlighet och VP. Vidare krévs att
bakterier avdddade genom kokning i 2 timmar agglutinerar i monospecifikt
antiserum. Anledningen till att agglutinationen skall goras pa kokta bakterier &
forekomst av ett antal korsreaktioner, med frémst E. coli dér olika proteinanti-
gener & ansvariga. Dessa forstors genom kokning.

Vid ett konsensusmote om fecesdiagnostik i april & 2002 beslutades att alain-
vasiva bakterier i grdzoonen mellan Shigella och EIEC, d.v.sjaser som Shigella,
har virulensplasmiden men som inte agglutinerar i specifikt antiserum efter
kokning, skall betraktas som EIEC och inte som Shigella.

Det & lampligt att SMI t.v. handhar den dlutliga identifieringen av Shigella da
de samlade erfarenheterna vid SMI, i samarbete med internationella referens-
laboratorier, kan komma att paverka framtida klassificering av Shigella, och att
stammarna da finns tillgangliga for typning.

Awvikelser fran referensmetodiken

Referensmetodiken anger en miniminiva for diagnostiken. Avvikelser fran refe-
rensmetodiken méste valideras mot denna och dokumenteras.

Alternativ diagnostik

Shigella-liknande bakterier, héar definierade som bade Shigella och EIEC, kan
med god sikerhet och med stor kandighet identifieras genom pavisande av
virulensplasmiden i ett fecesprov. Vid SMI gors detta genom att utodla feces pa
en MacConkey-platta och dérefter analysera utvéxta kolonier med PCR.

Resistensbestdmning och resistensutveckling

Aven om flertalet Shigella-infektioner 1aker ut spontant antibiotikabehandlas
manga patienter med god effekt. Behandling forkortar ocksa smittsamhetsperio-
den. Utveckling av multiresistens har noterats framst i Sydostasien. Shigella-
bakterier skall dérfor resistensbestémmas. Rekommendationen foljer aktuell
metodik utarbetad av RAF.

Epidemiologisk typning

SMI utfor rutinmassigt en begransad serologisk typning av Shigella. Detta &r
sarskilt viktigt vid misstanke om utbrott och inhemsk smitta. Vid behov kom-
pletteras denna genom typning med bl.a. DNA-baserad metodik.
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Kvalitetskontroll och metodkalibrering forvantas ske efter de principer som
anges under kvalitetsskring i den allménna delen

Referensstammar
| tabell 11 listas referensstammar av Shigella

Tabell 11. Shigella referensstammar vid kontroll av substrat och dvriga diag-
nostiska procedurer.

Vaxt pd?
Bakterie CCUG ATCC Karakteristika XLD DC-Hynes
Shigellaflexneri 21 251 indolpositiv >75 >75
Shigellaflexneri 32079 12022 normavariant >75 >50
Shigella sonnei 32351 25931 normavariant <25 <25
Shigella sonnei 9567 9774 normalvariant <25 <10

D Avser relative growth index (uttryckt i procent), dv.s anta CFU pa testagar
x100/antal CFU pa kontrollagar (CLED eller MacConkey), se ocksd avsnitt
substratprévning, bilaga 1.2.

Referenssera

Sh. dysenteriae 1-13 (Reagensia AB)
Sh. flexneri (Reagensia AB)
Sh. flexneri monoklonaler (Reagensia AB)
Sh. boydii 1-18 (Reagensia AB)
Sh. sonnei SoR (Reagensia AB)
Svar srutiner

Svar formuleras enligt laboratoriets rutiner. Vid stark misstanke om Shigella kan
ett prelimindrsvar om véxt av missténkt Shigella anges, samt att isolatet sants till
SMI for verifiering. Efter erhdllet svar meddelas detta till inremitterande med
angivande av species samt i forekommande fall serotyp. Resistensmdnster mot
antibiotika skall bifogas preliminédrsvaret.

Laboratorierapportering

Alla fynd av Shigella skall anmélas av laboratoriet enligt smittskyddslagen,
Grupp 1.2 Samhéllsfarliga sjukdomar pa darfor avsedd blankett, eller via SMI-
net.
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Yersinia enterocolitica och Y. pseudotuberculosis

Smittamnet

Yersinia & gramnegativa stavar tillhérande familjen Enterobacteriacae

Genus Yersinia foreslogs 1944 och tio ar senare placerades detta genus i famil-
jen Enterobacteriaceae. Inom genus Yersinia finner man idag elva olika arter
(Farmer, 1995):

Yersinia aldovae Yersinia bercovieri
Yersinia enterocolitica Yersinia frederiksenii
Yersinia intermedia Yersinia kristensenii
Yersinia mollareti Yersinia pestis

Yersinia pseudotuberculosis  Yersinia rodel
Yersinia ruckeri

Y. bercovieri och Y. mollareti har tidigare tillhdrt arten Y. enterocolitica och &r
svara att biokemiskt sarskiljafran Y. enterocolitica.

Primért humanpatogena bakterier finner man inom arterna Yersinia enterocoli-
tica, Y. pestis (orsakar pest som ¢ beskrivs i denna bok) och Y. pseudotuber-
culosis. Den senare har mer & 90 % DNA/DNA homologi med Y. pestis (Ber-
covier & Mollaret, 1985) vilket placerar dem inom samma art. Y. pseudotuber-
culosis ger dock en annan sukdomsbild &n pest och bakterierna hanfors darfor
av praktiska skdl till tva olika arter.

Gemensam virulensfaktor for patogena Yersinia-bakterier & en plasmid som
kodar for ett antal virulensproteiner. Smittskyddslagens sjukdom Yersinia-
infektion tolkas foljaktligen som infektioner med bakterier tillhdrande Yersinia
enterocolitica och Yersinia pseudotuberculosis som bér virulensplasmiden.
Plasmiden & temperaturreglerad och virulensproteiner uttrycks enbart vid 37 °C.
Vissa andra metabola egenskaper av diagnostisk betydelse, uttrycks béttre vid
|&gre temperatur; t.ex. produceras O-antigen béast vid 28 °C-30 °C och vissa bio-
kemiskatest som t.ex. VP blir positiva bara vid |agre temperaturer.

Yersinia enterocolitica kan biokemiskt indelasi 6 biogrupper 1A, 1B, 2, 3, 4 och
5 (Bottone 1997) och kan, med avseende pa sitt O-antigen, serologiskt hanforas
till 78 serogrupper (Fenwick 1996). Priméra humanpatogener &terfinns endast i
ett begransat antal serogrupper av Y. enterocolitica, i Europa framst O3 och 09
inom biogrupperna 2, 3 och 4. Enstaka isolat tillhdrande O5/27 och andra sero-
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grupper har beskrivits (Bottone 1997). | Nordamerika forekommer &ven sero-
grupp O8 tillhérande biogrupp 1B. Hos bakterier tillhérande biogrupp 1A har
man hittills inte funnit ndgon klon med invasiv formaga. Infektioner med Y.
enterocolitica tillhdrande biogrupp 1A rdknas déarfor inte som Yersinia-
infektion.

Yersinia pseudotuberculosis kan serologiskt indelas i 14 O-grupper med till-
sammans 10 undergrupper (Tsubokura 1995). | en tysk understkning omfat-
tande &ren 1983 till 1993 hittade man 54 humanainfektioner med Yersinia pseu-
dotuberculosis. Av dessa stammar tillhdrde 31 O-grupp 1 och 6vriga O-grup-
perna 02, 03, O5 och 06 (Alecsic 1995). De fa stammar som identifierats i
Sverige de senaste aren har alatillhort O-grupp 1.

Patogenes och patofysiologi

Infektionsdosen &r okand. Inkubationstiden for Y. enterocolitica &r fran nagon
upp till 10 dagar. Bakterierna invaderar tarmslemhinnan och ger dérvid upphov
till sjukdomssymtom. De forokar sig sarskilt i ileum dér de férorsakar inflam-
mation och eventuellt ulceration av slemhinnan (terminal ileit). Spridning till
regionalalymfkortlar (" kortelbuk™) och mera séllan till blodbanan forekommer.

Symtom och klinisk bild

Symtombilden vid infektioner med Y. enterocolitica innefattar feber, buksmértor
och i drygt hélften av fallen, sérskilt hos barn, diarré ibland med blod-
tillblandning. Appendicitliknande smértor forekommer ofta sammanhéngande
med mesenterial lymfadenit. Utdraget sjukdomstillstand Gver veckor till mana-
der & inte helt ovanligt. Mycket vanliga komplikationer &r reaktiv artrit i de
stora lederna (upp till 1/3 av fallen, de flesta hos HLA-B27 positiva) ndgot som
aven forekommer efter asymtomatisk infektion. Erytema nodosum och andra
manifestationer fran hud, slemhinnor och genitalia ses ocksd. Y. pseudo-
tuberculosis ger upphov till liknande, dock ofta mildare sjukdomshild.

Inga studier talar for gynnsam effekt av antibiotikabehandling pa tarmsymtom.
Smittade utsondrar Y. enterocolitica i feces under ca tva veckor upp till fyra
manader.

L aboratoriediagnostik

Allmant
Allaarter av Yersinia (med undantag av Y. pestis) tillhor skyddsklass 2.
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Referensmetodik

Referenssubstrat

Nedanstdende substrat utgor referenssubstrat vid primérisolering av Yersinia
enterocolitica och Yersinia pseudotuberculosis fran humana fecesprov (recepten
aerfinnsi bilaga 1.1)

Yersinia selective agarbas enligt Schiemann (CIN-agar) [Bilaga 1.1.5]: Jamfort
med icke inhibitoriskt kontrollsubstrat véxer de flesta stammarna med Gl >50
%. Méanga stammar av Y. pseudotuberculosis vaxer inom tva dygn med samma
koloniutseende som Y. enterocolitica.

Pa XLD- eller Hektoen-agar kan Yersinia-bakterier ocksa véxa, men vaxer da
med kolonier av samma utseende som &vriga koliforma bakterier. P4 DC-agar

2 n

kan Y. enterocolitica véxa med typiska sma” gnistrande” kolonier.

Generellt rekommenderas nagot av de kommersiella halvfabrikat som finns pa
marknaden. Angdende testning av loter och fortlpande kvalitetskontroll, se
bilaga 1.2 substratkontroll.

I solering
Primér utodling: Provmaterial pa provtagningspinne stryks ut pa CIN-agar och
sekundérstryk gors. Plattan inkuberasi 28 °C - 30 °Ci ett och tva dygn.

Anrikning: se under avsnittet avvikelser fran referensmetodiken.

I dentifiering och minimikriterier

Presumtiv diagnos: Typiskt koloniutseende for Y. enterocolitica & sma, centralt
morkréda och i periferin fargldsa kolonier, som véxer ut inom ett dygn sk.
bull’s eye. Efter tva dygn kan utseendet vara mer svartolkat. Y. pseudotuber-
culosis har ett likartat utseende pa CIN-agar, men i de fall bakterierna vaxer ut
sker detta oftast forst efter tva dygns inkubering.

Slutlig diagnos: En sdker identifiering av en invasiv Yersinia med potential att
orsaka yersinos kréver forutom en omfattande biokemisk testpanel &ven att
stammen agglutinerar i antiserum samt att virulensplasmiden pavisas. Refe-
rensmetod for hur detta skall goras beskrivs nedan. En trénad bakteriolog kan
dock med stor sikerhet komma till korrekt diagnos med betydligt enklare test-
batteri (se avvikelser fran referensmetoden).
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Missténkta kolonier plockas och karakteriseras med biokemiskt testbatteri samt
renstryks pa MacConkey-agar (inkuberasi rumstemperatur, d.v.s. 28 °C - 30 °C,
Over natt). Resultatet av biokemisk testning avléses och tolkas enligt tabell 12.

Tabell 12. Biokemiska referenssubstrat och férvantade resultat efter inkubering
i 28 °C -30 °C vid identifiering av Yersinia-bakterier”

Typiskt for Mannit LD OD H,S ONPG Indol Urea
Y. enterocolitica O3/09  +/0 gas - + - + - +
Y. enterocolitica O8/09  +/0 gas - + - + + +
Y. pseudotuberculosis  +/0 gas - - - + - +

) Observera att ovanstdende biokemiska utfall & sikert identifierar humanpatogena
Yersinia-bakterier. Kompletterande tester méaste darfor utforas (se text).

Om misstanke pa Yersinia kvarstar efter utfall enligt tabell 12 utfors agglutina-
tionstest i serogrupp-specifikt (O3 och O9) antiserum med bakterier utvaxta pa
MacConkey-agar inkuberad i 28 °C - 30 °C.

Observera att inget O-antigen produceras vid 37 °C. Inte heller VP-reaktionen &r
positiv vid 37 °C.

Oavsett resultatet av agglutinationstestet skall ytterligare identifiering ske med
kommersiell analysbricka (t.ex. APl 20E), vilken inkuberas enligt tillverkarens
rekommendationer.

Den kommersiella testbrickan skall kompletteras med test fér eskulinhydrolys
(om sadan saknasi brickan) t.ex. med ROSCO-tabletter.

Patogena stammar av Y. enterocolitica, oberoende av serogrupp, & eskulin- och
pyrazinamidas-negativa. Notera att Y. pseudotuberculosis &r positiv i eskulin.

| tabell 13 sammanfattas olika utfall av referenstesterna och i tabell 14 anges
ytterligare kriterier (ef minimikriterier).
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Tabell 13. Utfall av referenstester for diagnostik av humanpatogena Yersinia-
bakterier, samt tolkning av resultatet.

Biokemiskt Kommersiell Eskulin-  Aggl  Tolkning

testbatteri analysbricka  hydrolys (O3/09)
Indikerar
Y. enterocolitica + - + Y. enterocolitica O3
resp O9
” + - - " annan humanpatogen

serogrupp eller € human-
patogen Yersinia, -Reflab

+ + - € humanpatogen Yersinia
" +(-) +/- +  oklart, -Reflab

Y. pseudotuberculosis + + - Y. pseudotuberculosis*
" + - - oklart, - Reflab
” - +/- - ¢ humanpatogen Yersinia

* SMI tar garna emot positivaisolat da de & sd ovanliga

Slutlig identifiering: | tabell 14 anges ytterligare diagnostiska kriterier for yer-
sinosframkallande organismer. Oklara fall enligt Tabell 13 vilka kan sindas till
Referenslaboratorium testas dar med detta batteri. Testerna kan givetvis ocksa
utforas pa de enskilda laboratorierna

Tabell 14. Identifiering av agens motsvarande smittskyddslagens yersinos

VP VP Rham- Sdi- Médi- Sacka- AA* AA  **
22°C37°C nos cin bios ros 22°C 37°C Pyz

YE O3 + - - - n :

+ -
YE O9 + - - - - + - + -
YE 5/27 mm + - - - - + - + _
Y. pseudo - - + -+ - - +

* Autoagglutination, kan erséttas av specifik PCR ** Pyrazin amidas-test
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Awvikelser frén referensmetodiken

Referensmetodiken anger en hog ambitionsniva for diagnostik av patogena Yer -
sinia. | det praktiska arbetet pa ett rutinlaboratorium kan diagnosen Yersinia
enterocolitica O3 och 09, av en trénad bakteriolog, oftast stéllas med betydligt
farre biokemiska tester och utan att pavisa virulensplasmiden. Viktigt & da att
man har gjort en jamférande studie som visar att de forenklingar som gjorts inte
negativt paverkar specificiteten av diagnostiken.

Kommersiell selektiv peptonbuljong (t.ex. Yersinia selective enrichment broth
acc. to Ossmer) kan anvandas for anrikning, men uppgift saknas 6ver metodens
effektivitet. Det ar ocksa acceptabelt att anvanda selektivt Yersinia agarsubstrat
enligt Wauters [Bil. 1.1.6]. For primérisolering av Yersinia pseudotuberculosis
kan MacConkey-agar utgdra ett komplement. Autoagglutination kan ersittas
med specifik och utvarderad molekylargenetisk metod (t.ex. PCR) for att pavisa
virulensplasmiden. Odling i 22 °C och 28 °C-30 °C kan normalt erséttas med
odling i rumstemperatur.

Alternativ diagnostik

Ingen dternativ diagnostik finns fér narvarande tillganglig fér humana feces-
prov. Diagnosen Yersina-infektion kan efter en infektion med serotyp O3 aven
stéllas med serologi. Kénsligast & en ELISA baserad pa lipopolysackarid vilken
anvands vid vissa laboratorier. Serologiska tester som anvénder avdodade bakte-
rier som antigen finns ocksa

Epidemiologisk typning
Utdver serotypning saknas etablerad metodik for epidemiologisk typning.

Kvalitetskontroll

Metodkalibrering forvantas ske efter de principer som skisseras under avsnittet
kvalitetssdkring i allman del.
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Referenstammar:

Tabell 15. Lista 6ver Yersinia-stammar som utgor referensstammar vid kontroll
av substrat och évriga diagnostiska procedurer:

Vaxt pa?
Bakterie CCUG ATCC Karakteristika CIN
Y. enterocolitica O3 8233 Normalvariant, indol- >50
K 08 33055 27729 " , indol- >10
“ 09 82 39A K , indol+ >50
Y. pseudotuberculosis 17 342 >252

D Avser relative growth index (uttryckt i procent), dv.s. antalet CFU p& testagar
x100/antalet CFU pa kontrollagar (CLED eller MacConkey), se Bilaga 1.2 substrat-
prévning.

2 Efter 2 dygnsinkubering.

Referensserum:
Yersinia O3 och O9 (Reagensia AB)

Resistensbestdmning och resistensutveckling

Inga studier talar for gynnsam effekt av antibiotikabehandling pa duration av
tarmsymtom. Utdragna eller komplicerade infektioner kan behandlas med doxy-
cyklin eller fluorokinoloner, dock med osiker effekt pa uppkomsten av reaktiv
artrit. Septisk Yersinia-infektion behandlas med fluorokinoloner, trim/sulfa eller
senare generationer av cefalosporiner.

Svar srutiner

Svar formuleras enligt laboratoriets rutiner. Det skall observeras att vissa stam-
mar av Y. enterocolitica inte betraktas som humanpatogena (se inledningen).
Flertalet sddana icke humanpatogena stammar har hittills visats vara eskulin-
positiva. Darfor har testning fér eskulinhydrolys medtagitsi referensmetodiken.

Laboratorierapportering

Yersinia-infektion skall anmélas av laboratoriet enligt smittskyddslagen évriga
anmalningspliktiga sjukdomar, grupp A2, pa darfor avsedd blankett eller via
SMinet.
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Campyl obacter

Smittamnet

Campylobacter & smala komma-, S- eller skruvformade gramnegativa stavar
(campylo grekiska for bojd och bacter for stav). De &r rorliga med en enstaka
polér flagell i ena eller bagge éndarna. Bakterierna synes anpassade till dverlev-
nad hos faglar som har en kroppstemperatur pa 43 °C. Genomets storlek &r bara
35 % av det hos E. coli, vilket kan forklara kravet pa komplexa medier och
oforméga att fermentera kolhydrater. Metabolismen kraver vanligen mikro-
aeroba forhallanden.

Genus Campylobacter inkluderar 18 species och subspecies, av vilka C. jejuni
och C. coli & helt dominerande vid diarrésjukdom hos ménniska med en unge-
farlig fordelning 85/15. Andra species som &erfinns hos djur men som ocksa
kan orsaka infektion hos ménniska &r framforallt C. upsaliensis (gastroenterit,
bakteriemi, ursprungligen fran hund), C. fetus (bakteriemi, extraintestinala in-
fektioner oftast av bovint ursprung), C. lari (gastroenterit, bakteriemi, UVI,
ursprungligen frén fiskmas), och C. hyointestinalis som ger proliferativ enterit
hos svin.

Patogenes och patofysiologi

Frivilligforsok har visat att infektionsdosen & hogre én for Shigella. Intag av
800-10° bakterier orsakar symtom hos 10-50 % av férsbkspersonerna.

| analogi med andra tarmpatogener har i huvudsak fyra virulensmekanismer
diskuterats:

Rorlighet & en viktig egenskap som for bakterien till malcellernai distalaileum
och kolon och éven understodjer penetration av dessa. Vidhéftning &r vasentligt
for kolonisation och efterféljande invasion av vavnaden. Ménga olika toxiner
har beskrivits dock utan att s8kra samband med virulens etablerats.

Infektionen orsakar akut inflammation i b&de tunntarm och tjocktarm. Invasion
av vardcellerna och vavnadsdestruktion & huvudelement i patogenesen.

Symtom och klinisk bild

Efter 2-5 dagars inkubationstid upptréder symtom med feber uttalad buksmérta
och ofta blodig diarré. Vita blodkroppar i feces dterfinns hos mer an 75 % och
blod i mer &n 50 %. Diffus inflammation i kolon ses vid sigmoideoskopi.

De flesta sjukdomsfall 1aker spontant inom en vecka men i 20 % kvarstar sym-
tom 1-3 veckor. Komplikationer i bukhalan upptrader efter lokal spridning.
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Ibland sker spridning till blod (1,5 pa 1000 tarminfektioner) med systeminfek-
tion. Intressant & att Campylobacter-infektion, sarskilt serotyp 0:19, i 20 %-40
% foregdr Guillain-Barrés syndrom - ett akut neurologiskt tillstand med de-
myelinisering av de perifera nerverna

Vid storre utbrott har det visats att ca 25 % av de odlingspositiva kan vara helt
utan symtom.

C. fetus ses huvudsakligen vid extraintestinala infektioner och bakteriemi hos
immundefekta.

L aboratoriediagnostik

Allmént
Eftersom Campylobacter vaxer langsammare &n annan tarmflora kravs selektiva
medier innehallande antibiotika.

De Campylobacter-arter som &r vanligast hos ménniska véxer bast vid 42 °C i
mikroaerofil miljo bestdende av 3 %-15 % O, och 1-10 % CO, Inga otvetydigt
kostnadseffektiva anrikningsforfaranden har beskrivits.

Vissa species som C. upsaliensis & kandliga for antibiotika som ingér i de se-
lektiva medierna. For isolering av sadana forordas filtreringsmetodik. Campylo-
bacter passerar genom filter med porstorlek 0,45-0,65 nm, till skillnad frén de
flesta andra tarmbakterier.

Beskriven referensmetodik inriktas i forsta hand pa diagnostik av C. jejuni/coli
som &r vanligast i Sverige.

Som ett komplement beskrivs ocksa referensmetodik for andra species som
framkallar diarré hos ménniska

A. Campylobacter jejuni/coli
Referensmetodik
Referenssubstrat

Blodfri selektiv campylobacteragar [Bilaga 1.1.8]. Substratets selektivitet beror
pa tillsats av antibiotika (cefoperazone 32 mg/L, amfotericin B 10 mg/L) och
deoxycholat vilka hammar de flesta grampositiva bakterier och dven de flesta av
tarmens gramnegativa bakterier. En tillsats av kristallviolett hdmmar gramposi-
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tiva bakterier och jast. Substratet har validerats mot blodhaltig campylobacter-
agar och befunnits ge likvérdiga resultat till ett 1agre pris. Andra antibiotika
kombinationer innehallande cefalotin kan hamma Campylobacter och bor darfor
undvikas.

Ursprungligt substrat enl. Skirrow beskrivsi Bilaga 1.1.9.

I solering: Campylobacter jejuni/coli

Provmaterial stryks ut pa campylobacteragar och sekundarstryk gors med steil
ogla. Inkubera plattan mikroaerofilt 42 °C i 2 dygn (optimal vaxt i en atmosfar
som innehaler 7 % O, d.v.s. ca 1/3 av normal syrespanning och 10 % CO,, res-
ten N,). Lamplig atmosfar kan uppnds genom att evakuera en anagrobklocka
utan katalysator till 1/3 och ersitta med en koldioxid-kvévgas blandning eller
med hjalp av kommersiella gasgenererande kits. En studie utford vid lasarettet i
Falun gav vid handen att fler Campylobacter isolerades med Anoxomatutrust-
ning @& med klockor och Campy Pak.

Avlasning sker efter 1 och 2 dygn.

Misstankta kolonier & vanligen genomskinliga, gra till metallglansande; ibland
med ett karakteristiskt utflytande/svarmande vaxtsitt och ibland smé och top-
piga. | defall enskilda kolonier bildats har de ojémna och utflytande kanter.

B. Andra Campylobacter species
Refer ensmetodik

Referenssubstrat
Blodfri campylobacteragar utan antibiotika

I solering

C. upsaliensis vaxer bravid 42 °C men hammas av antibiotika

C. fetus vaxer ddligt vid 42 °C. Vid sérskild misstanke odlas provet vid 37 °C.

C. hyointestinalis & beroende av H, for vaxt.

C. lari forvantas vaxa under samma betingelser som C. jgjuni/coli.

Vid filtrering rekommenderas cellulosaacetat-membranfilter med 0,65 nm por-
storlek. Filtret placeras pa antibiotikafritt medium. 10-15 droppar feces-
suspension placeras pa filtret och plattan inkuberas i 37 °C en timme, varefter
filtret tas bort och plattan reinkuberas i mikroaerofil milj6 innehdllande 7 % O,
10 % CO, och 6 % vétgas balanserat med N, i 37 °C.

Avlés efter 1 och 2 dygn
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I dentifiering och minimikriterier

Sakrast skiljs species & med molekylargenetisk metodik. Verifiering av genus
Campylobacter kan géras med anvandning av flaA genen i PCR. For identifie-
ring till speciesniva utnyttjas 16S rRNA anays [Fig. 13].
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Figur 13. 16 rRNA-analys for speciesidentifiering av Campyl obacter

Alternativ diagnostik

Misstankta kolonier verifieras rutinmassigt oftast genom mikroskopi, omsprid-
ning med och utan mikroaerofil miljé samt biokemiska test. Ofta utlémnas om-
spridning vid typiska fynd.

Mikroskopering: Campylobacter & gramnegativa, |4tt bdjda stavar med ” més-
vingeutseende”. Stundtals kan de upptrada som kockoida eller korta stavar.

Vid omodling p& selektiv campylobacteragar i mikroagrofil miljo 42 °C resp.
aerob milj6 42 °C forvantas Campylobacter vaxa endast pa plattan som inkube-
ratsi mikroaerofil miljo.
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Campylobacter &r typiskt |&ngsamt oxidaspositiva och katal aspositiva.

Med dessa kriterier uppfyllda kan isolat fran manniska anses identifierat som C.
jejuni/coli. Den forenklade metodiken skall valideras mot referensmetoden.

Det bor dock framhdllas att C. lari i stort pAminner om C. jejuni och C. coli och
att ovan beskrivet protokoll inte utesluter C. lari speciellt vid negativt hippurat-
test.

Campylobacter jejuni och coli kan skiljas & med hippurattest (positiv resp.
negativ reaktion). Hippuratnegativa varianter av C. jejuni finns beskrivna men
inga andra species @n C. jgjuni & hippuratpositiva varfor specificiteten & hog.
Hydrolys av natriumhippurat kan pévisas i rortest ( ASM Manual of Clinical
Microbiology 7" ed. p. 1668) eller med disk och tjockt inokulat. Pévisande av
hipO (hippuricas) genen med PCR kan ocksa anvandas.

Direktmikroskopi: Tack vare typisk morfologi kan Campylobacter identifierasi
mikroskop pa fecesmaterial fran patienter med akut enterit. Forfarandet kan
anvandas i utvalda fall dér infektion med andra species &n Campylobacter je-
juni/coli misstanks.

For direkt diagnostik av Campylobacter i feces med PCR saknas for nérvarande
tillrécklig erfarenhet.

Resistensutveckling och resistensbestdmning

Resistenshestdmning utfors inte rutinméssigt men kan rekommenderas periodvis
for epidemiologisk uppféljning av resistensutveckling. Forstahandspreparat vid
behandling har Iange varit erytromycin. C. jejuni & kéndig i >95 % medan C.
coli kan visa resistens i >80 %. Kinoloner & behandlingsalternativ, men rap-
porter om 6kande resistens inger oro. Isolat frdn Spanien och Asien har visat
resistensi 85-90 %. Kinolonresistenta Campylobacter har dock varit ett relativt
ovanligt fynd i Sverige, 10-15 %. De flesta campylobacterisolat & okansliga for
penicilliner och cefalosporiner.

Epidemiologisk typning

| vissa situationer kan det vara véardefullt att faststélla det epidemiologiska sam-
bandet mellan olika campylobacterisolat. Serotypning har numera ersatts av s.k.
molekylar typning. Den molekyléra typningen kan innefatta pulsfalt gel elektro-
fores, analys av hela genomet samt polymorfismanalys av utvalda gener, t.ex. av
flagellingener. Molekylér typning av Campylobacter utfors bl.a. vid SMI.
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Kvalitetskontroll/Detektionsgrans
Det har liksom for Salmonella och Shigella ansetts angeléget att definiera ett
gransvérde for detektion vid primérisolering.

For att beskriva detektionsgransen har SMI sant ut provpaneler till landets Kli-
niskt mikrobiologiska laboratorier. Panelerna innehdll fallande koncentrationer
av mélbakterien till vilka satts en konstant mangd kontaminantblandning ca 10°
CFU/mL bestéende av E. coli, Pseudomonas aeruginosa och Proteus mirabilis
till lika delar. Samma detektionsgrans som ansetts rimlig for Salmonella och
Shigella d.v.s. 10° CFU/mL borde kunna gélla &ven for Campylobacter. Gransen
kan betraktas som ett beslutsvarde baserat pd vad en magjoritet av deltagande
laboratorier redovisat vid undersokning av det utsdnda materialet. Angivet vérde
gor inte ansprék pa att vara en vattendelare for vad som &r kliniskt eller epide-
miologiskt relevant men borde kunna vara en lamplig utgangspunkt fér harmo-
nisering och substratkontroll. Filtreringsmetoden & nagot okansligare med en
detektionsgrans kring 10° CFU/mL.

Referensstammar for substratkontroll vid varje gjutning:
C. jguni CCUG 11284A god véxt
E. cali CCUG 17620 hdmmad helt eller delvis

Vid lotkontroll dessutom:
C. coli CCUG 11283 god vaxt

For kontroll av odlingsforfarandet anvands
C. jguni CCUG 11284A

For identifiering dessutom
C. lari CCUG 23947
C. upsaliensis CCUG 19559

Svar srutiner

Fynd av bakterier som odlingsméassigt, morfologiskt och biokemiskt dverens-
stdmmer med Campylobacter jejuni/coli besvaras "Véaxt av Campylobacter
jejuni/coli”. Forsta gangen en stam isoleras indikeras att fynd av Campylobacter
jejuni/coli & anmalningspliktigt enligt smittskyddslagen.
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Laboratorierapportering

Infektion och bérarskap av Campylobacter regleras i Smittskyddslagen SFS
1988:1472 och Smittskyddsforordningen 1989:301; grupp A.1 andra anmél-
ningspliktiga §jukdomar

REFERENSER:
Hutchinson, D. N., and F. J. Bolton. Improved blood free selective medium for the isola-
tion of Campylobacter jejuni from faeca specimens. J Clin Pathol 1984;37:956-957.

Britta Loré. Odling av campylobacter med olika metoder f6r mikroaerofil miljo. Person-
ligt meddelande.

Mishu B., M. J. Blaser. Campylobacter jejuni and the expanding spectrum of related
infections. Clin Infect Dis 1995;20:1092-1099.

Ng, L.-K., D. E. Taylor, and M. E. Stiles. Characterization of freshly isolated Campylo-
bacter coli strains and suitability of selective media for their growth. J Clin Microbiol
1988;26:518-523

Sjogren N., G.-B. Lindblom, B. Kaijser. Norfloxacin resistance in Campylobacter jejuni
and Campylobacter coli isolates from Swedish patients. J Antimicrobial Chemother
1997,40:257-261.

Wang, W.-L. L., L. B Reller, B. Smallwood , N. W. Luechtefeld, and M. J. Blaser.

Evaluation of transport media for Campylobacter jejuni in human fecal specimens. JClin
Microbiol 1983;18:803-807.
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Diarr éframkallande Escherichia coli

Smittamnet

Escherichia coli & en gramnegativ stav som tillhdr familjen Enterobacteria-
ceae. E. coli betraktas som en icke sjukdomsframkallande mikroorganism vanlig
i mag-tarmkanalen hos bade méanniskor och djur. Den anvands som indikator-
bakterie vid rutinundersokningar av vatten och livsmedel for att pavisa farsk
fekal fororening. Forst ar 1945 kunde man visa att E. coli ocksa var tarmpatogen
da en stam av speciell serotyp kunde knytas till ett utbrott av diarré hos smabarn.
Vid mitten av 50-talet hade ett 15-tal olika serotyper av E. coli kunnat associeras
epidemiologiskt med utbrott av spadbarnsdiarré och benamndes enteropatogena
E. coli (EPEC). Under de gangna 50 &ren har kunskapen om E. coli som patogen
Okat askilligt, och man har identifierat ytterligare kategorier av diarréframkal-
lande E. coli varav en del tidigare betraktats som EPEC, ett begrepp som numera
fatt en striktare definition. De mest kanda kategorierna & sammanstdlidai tabell
16 och av dessaredovisas EHEC i separat kapitel.

Tabell 16. Diarréframkallande E. coli

Adh. Virulens-  Infektions-
Namn Kategori monster Pili faktor fokus
EHEC Enterohemorragiska Toxin: Tjocktarm
E. cali Stx1, Stx2
EIEC Enteroinvasiva Invasivitet Tjocktarm
E. cali
EPEC Enteropatogena LA Bfp AJE (?) Tunntarm
E. cali
ETEC Enterotoxigena CFA/I+IIl, Toxin: LT, Tunntarm
E. cali CSA3 ST
EAggEC Enteroaggregativa AA AAFI/I, Tjock/
E. cali AAHII Tunntarm

Idag &r det allt mer uppenbart, att E. coli &r en viktig orsak till diarrésjukdomar i
bé&de u- och i-lander. | Sverige finner vi diarréframkallande E. coli framforallt
hos atervandande turister, men &ven i importerade livsmedel. En svensk studie
visade att ETEC &r den vanligaste typen bland tarmpatogena E. coli, aven vanli-
gare dn Salmonella och Shigella. Diarréframkallande E. coli &erfinns bland ett
stort antal serotyper (O:H). Olika kategorier av tarmpatogena E. coli kan vara av
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samma serotyp. Dessa serotyper kan dessutom édterfinnas hos apatogena stam-
mar. Serotypning - den forr sd vanliga metoden for identifikation- & darfor g
lamplig och har ersatts med pavisande av virulensfaktorer eller andra egenskaper
specifika for respektive kategori. Kénda virulensegenskaper &r toxinproduktion
eller invasivitet. For de kategorier av E. coli dér kunskapen om virulensfaktorer
saknas eller betydelsen av pavisade majliga virulensfaktorer annu g ar fullstan-
digt utredd utgdr definitionen frén adhesionsmonstret pa epitelceller. Sadana
monster & (i) localized adherance (LA) dér bakterier bildar mikrokolonier som
binder till en eller ett par begransade omréden pa cellerna (HelLa eller HEp-2);
(ii) diffuse adherance (DA) dar bakterier binder till cellerna dver hela ytan; (iii)
aggregative adherance (AA) déar bakterierna bildar karakteristiska aggregat (lik-
nar staplade tegelstenar) p& HEp-2 celler men ocksa pa andra ytor t.ex. glas och
plast.

EIEC

EIEC-isolat bar liksom Shigella pa en 140 MDa plasmid samt har ett kluster av
gener som kodar for proteiner involverade i invasion av tarmepitelceller. Gréan-
sen mellan EIEC och Shigella &r flytande (se vidare under kapitel Shigella).

EPEC

En 50-70 MDa plasmid kallad enteroadherence factor (EAF) & nddvandig for
att EPEC skall utrycka LA-fenotypen. Man har visat att EAF innehdller ett ope-
ron som kodar for en speciell typ av pili, bundle forming pili (Bfp), som forenas
i stora buntar. Detta pili svarar for bindning mellan bakterier varvid mikrokolo-
nier bildas, vilket & karaktaristiskt for LA-fenotypen. Pa en kromosomal pato-
genicitetsd, LEE, finns ett 30-tal gener samlade. Dessa kodar bl.a. for ett adhesin
(intimin), ett sekretoriskt system (typ I11) samt ett flertal andra proteiner, t.ex.
Tir. EAF innehdller ocksa gener som reglerar uttryck bade av gener for Bfp och
gener pALEE.

ETEC

ETEC producerar tva olika typer av plasmidkodade enterotoxiner, heat labile
toxin (LT) och heat-stable toxin (ST). ST klassificerasi sin tur i tva huvudgrup-
per STa och STh. STafrén olikaisolat uppvisar en relativt stor heterogenitet pa
DNA niva En stam kan producera antingen LT, ST eller bada. Ett flertal koloni-
sationsfaktorer har beskrivits hos ETEC t.ex. CFA/I, CFA/Ill och CSA3, som &r
prototyper for tre olika typer av pili.
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EAQQEC

EAQQEC uppvisar ett typiskt AA-monster pa vavnadsceller. Tva olika pilin,
AAF/I och AAF/II da&r manga enskilda pili tillsammans bildar stora buntar,
anses var for sig ge upphov till AA-maonstret. Bada kodas fran plasmider runt 60
MDa som finns hos en stor del av AA-positiva isolat. Ett enterotoxin, EAST 1,
som liknar ST hos ETEC identifierades forst hos EAggEC, men manga isolat
saknar toxinet. EAST 1 férekommer minst lika ofta hos EHEC och dessutom
oftahos andra E. coli.

Patogenes och patofysiologi

EIEC

Enteroinvasiva E. coli invaderar foretrédelsevis celler i tjocktarmen. EIEC lik-
som Shigella invaderar mikrovilli, forokar sig i cytoplasman och migrerar till
nérliggande epitelceller. Detta kan resultera i en lokal inflammation, ulceration
och diarré.

EPEC

Localized adherence har en signifikant koppling till diarrésukdom och & en
karakteristisk egenskap hos de klassiska EPEC-serotyperna. Bakterien uttrycker
Bfp rikligt initialt under infektionsfasen och &r troligen ocksa viktig for bindning
till véavnadsceller. Efter den initiala adhesionen mellan EPEC och epitelceller
uppstar lokalt forandringar av epitelcellerna, sk. attaching and effacing lesions
(A/E). Dessa orsakas av faktorer hos bakterien som kodas av LEE och utgors av
ett sekretoriskt system (typ 1l1) férlangt till en organell som translokerar ett
flertal proteiner till epitelcellen. Ett av dessa, Tir, fungerar som receptor i epitel-
cellens cellmembran till vilken intimin i bakteriens yttermembran kan binda. |
denna mycket téta bindning (attaching) ingdr en lokal omformation av epitel-
cellens yta till en aktinrik piedestal pa vilken bakterien vilar. Vid piedestalen
bryts microvilli ner (effacing). Langtgéende studier av processen for bildandet
av A/E-fenotypen och darmed inducerade effekter pa epitelcellerna har starkt
misstanken att A/E utgor en verklig virulensfaktor hos EPEC. Efter inférandet
av metoder for diagnostisk riktade mot A/E identifieras ofta A/E-positiva E. coli
som saknar LA-fenotypen och likvél & associerade med diarrésukdom. De
definieras som atypisk EPEC. | Sverige & dessa betydligt vanligare &n typisk
EPEC.

ETEC

ETEC binder till mikrovilli i tunntarmen. Av de beskrivna enterotoxinernadr LT
biokemiskt, immunologiskt och funktionsmassigt mycket likt koleratoxinet och
ar liksom detta ett 1A+5B toxin. A-enheten har biologisk aktivitet, medan B
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binder toxinet till receptorn, GM;-gangliosid pa& ytan av mélcellerna, entero-
cyter. Translokation av A-enheten resulterar i 6kning av intracelluldrt cCAMP,
vilket resulterar i sekretion av kloridjoner och absorption av natriumjoner vilket
i sin tur leder till nettoforlust av vétska hos tarmcellerna. STa & en liten icke
antigen peptid pa ca 2 kDa. Receptor for detta toxin & guanylat-cyklas. Vid
bindning stimuleras enzymet vilket resulterar i Okade intracelluldra cGMP-
nivéer. De jonfloden som induceras i tarmen paminner om effekten av LT men
mekanismen & annorlunda.

EAgQEC

Graden av patogenicitet hos dessa bakterier & oklar. Virulensmekanismen &r
ocksd i stort sett okand. Betydelsen av EAST 1 for patogenes & osdker da det
saknas hos en del EAQQEC, och har dessutom identifierats hos ett flertal andra
kategorier av E. coli inklusive icke diarréassocierade. EAggEC aterfinns i
slemmet utanpa enterocyterna och stimulerar slemproduktion och forefaller inga
i en tét, tjock slemmig biofilm som kan vara orsaken till den undernéring som &r
associerad med EAggEC

Symtom och klinisk bild

ETEC fororsakar akut vattnig diarré av 6vergdende natur, som kan vara mycket
lik den hos kolera, men varar inte lika lénge. Inte heller & vétskeforlusten och
uttorkningen lika alvarlig. Patienterna forblir afebrila och har ingen blod-
inblandning i feces. Patienter med EIEC utvecklar forst vattnig diarré liknande
den férorsakad av ETEC. Endast en mindre del av patienterna utvecklar ett klas-
siskt shigellaliknande syndrom med magkramp och slemmig diarré, ofta blod-
inblandad. EPEC-infektion resulterar i akut, dvergdende, vattnig diarré med
laggradig feber. Den kan vara persisterande speciellt hos smabarn. EPEC kan
vara letal fér undernérda barn. EAQQEC kan férorsaka vattnig, slemmig diarré
med l&ggradig feber, ofta persisterande (medel 17 dagar) — speciellt hos under-
nérda barn.

L aboratoriediagnostik

Allmént

Dé selektiva medier for patogena E. coli saknas och andelen av den totala floran
i ett fecesprov ofta & mycket |3g stélls speciella krav pa diagnostiken, vilken bor
innehdlla tre steg: 1) screening med en kanslighet av en bakterie mot en bak-
grund av minst 10% andra bakterier; 2) isolering och 3) verifiering. Ett alternativ
till screening ar att for varje prov testa minst 10 kolonier frén primérodlingen
vilket dock medfdr en hogre detektionsgréans. Diagnostik av patogena E. coli
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baseras lampligast pa identifiering av virulensfaktorer eller andra egenskaper
specifika for respektive kategori och € med serologisk O-typning som tidigare
var mycket vanlig. O-typning &r att betrakta som en epidemiologisk metod men
kan ibland komplettera Gvriga analysresultat som en klonal markér da kunskap
om ytterligare virulensegenskaper saknas. Dock kan O-antikroppar bundna till
magnetiska kulor anvéndas vid anriknings- och/eller isoleringssteg.
Undersokning av EAQQEC & idag att betrakta som specialdiagnostik for FoU.
Déarfor anges ingen referensmetod i detta avsnitt.

Refer ensmetodik

Referenssubstrat

MacConkey-agar (MAC, se kapitel 1.1.15), rekommenderas for primérodling av
fecesprov. Om analysen omfattar samtliga diarréframkallande E. coli, inklusive
EHEC rekommenderas i stéllet anvandning av sorbitol-MacConkey (SMAC, se
Bilaga 1.1.11), dock f CT-SMAC.

Buffrat peptonvatten (BPV) anvands vid preanrikning. [Bilaga 1.1.12]

Primar utodling

Provet stryks pa MacConkey-agar (MAC) eller sorbitol-MacConkey (SMAC)
agar. Sekundér- och tertidrstryk gors med dgla. Plattan inkuberas 6ver natt vid
36 °C - 38 °C och sparas darefter i kyl. Vid mycket smé provméangder eller dalig
vaxt pa priméarplatta odlas provet i BPV vid 42 °C i 24 tim. Detta material an-
vands direkt for PCR-screening, respektive utodling pA MAC/SMAC.

PCR-screening

Malgener enligt tabell 17 pavisas med PCR pa primérkultur eller enskilda kolo-
nier. Metodbeskrivning ” Diarréframkallande Escherichia coli och shigatoxigena
Enterobacteriaceae - pavisning med PCR”, som tillampas vid SMI bifogas som
exempel (Bilaga 3).

I solering fréan PCR-positiva prov

Cirka 10 kolonier, med morfologi som E. coli, plockas och testas med PCR. Vid
negativt resultat testas ett flertal pooler bestdende av minst 10 kolonier vardera.
Sammanlagt minst 100 kolonier bor ha testats innan isoleringsforsok avbryts. De
ing&ende isolaten i positiva pooler testas sedan separat.

I dentifiering och minimikriterier

PCR-positiva isolat karakteriseras med APl 20E. Om biokemin &r typisk for E.
coli anses isolatet identifierat som ETEC (eltB/estA) eller EPEC (eae/bfpA).
EPEC kan ocksa utgiras av eae-positiva, bfpA-negativa E. coli om dessa
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begransas till vissa serotyper (se tabell 18). Om ial-positivt isolat € jaser som
Shigella, kan EIEC misstankas.

Tabell 17. Malgener for PCR-screening

Kategori Malgen Fenotyp Kontrollstam for PCR

EIEC ial Invasivitet ATCC 43893
EPEC  eae Inimin ~~ ATCC 43887
bfpA  Bfp(LA) ATCC 43887
ETEC  diB LT ATCC 35401
estA STa ATCC 35401

Minimikriterier:

EIEC/Shigella = nérvaro av ial

EPEC = nérvaro av bfpA och eae.

Alternativt nérvaro av eae plus "klassiska’ EPEC-serotyper [Tab 18]
ETEC = nérvaro av eltB och/eller estA

Tabell 18. Klassiska EPEC-serotyper

O grupp H antigen Kommentar

026 H-, H11 026:H- och 026:H11 kan ocksa vara
STEC/VTEC

055 H-, H6, H7 055:H7, H10 och H- kan ocksa vara
STEC/VTEC

086 H-, H34

0111 H-, H2, H7 0111:H- kan ocksa vara STEC/VTEC

0114 H-, H2

0119 H-, H2, H6

0O125ac H-, H6

0126 H-, H2, H21

0127 H-, H6, H21

0128ab H-, H2, H7, H1 20128:H2 kan ocksa vara STEC/VTEC

0142 H-, H6

0158 H-, H23

Senaretillagda:

0103:H2 (&ven STEC/VTEC), 0145:H45, 0O157:H45
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Alternativ diagnostik

Screening och/eller isolering kan utféras med " kolonihybridisering” med eae-,
ial-, eltB- eller estA-probe. D& anvands radioaktiv DNA-probe (Se Malgen tabell
17) eller antikropp mot t.ex. toxin eller pili. Material slammas fran primérstry-
ket i PBS, spads och sprids pA MAC/SMAC med en tdthet av 100-1000
CFU/platta.

Screening kan ocksd ske i bakteriesuspension med ELISA. Ovanstdende
metoder har dock hdgre detektionsgrans an PCR men identifierar &minstone en
klon av ETEC som ST-PCR missar. Anvandning av ”kolonihybridisering’
innebdr ocksd att man vid positivt prov nastan dltid erhdller ett isolat.
Isoleringssteget vid PCR-positiva prov kan underldttas med IMS, som finns
tillgangligt for ett begransat antal EPEC/EHEC-serotyper fran Dynal Biotech.

Verifikationssteget kan utféras med en rad alternativa metoder:

ETEC kan verifieras med DNA-probe GM1-gangliosid ELISA (LT), ELISA
(ST) och Y 1-adrenalcelltest (L T).

EPEC- och EAQgEC-diagnostiken verifieras med DNA-probe aternativt av
adhesionsmonstret pa Hep2- eller Hela-celler.

EIEC verifieras med Serény test.

Epidemiologisk typning
SMI utfér vid utbrott epidemiologisk typning av tarmpatogena E. coli med
PFGE och serotypning.

Kvalitetskontroll
Referensstammar se tabell 17.

Svar srutiner

Positivt PCR-resultat kan preliminart svaras ut som fynd av misstankt ETEC,
EIEC eller EPEC. Da bor anges vilken malgen som pavisats i primarkultur och
att isolerings- och typningsforsok pagar.

Om férsok att isolera PCR-positiv stam misslyckas anges dettai slutligt svar.

Laboratorierapportering

EIEC, EPEC och ETEC ar ¢ anmalningspliktiga enl. Smittskyddslagen.
Fynd av tarmpatogen E. coli kan anmdlas enligt den frivilliga laboratorierap-
porten, d.v.s. med fodelsedr och kon som enda patientdata. Behandlande |akare
bor i en akut epidemisk situation alltid kontakta smittskyddslakaren.
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Enterohemorragiska Escherichia coli (EHEC)

Smittamnet

Sjukdomsframkallande enterohemorragiska E. coli (EHEC) koloniserar
tjocktarmen och producerar cytotoxiner som &r aktiva pa veroceller. Tva hu-
vudtyper av Vero-cytotoxiner, VT1 och VT2, med biologiskt likartad aktivitet
har beskrivits hos E. coli (Scotland 1985). VT1 & identiskt med Shigatoxinet
(Stx) som produceras av Shigella dysenteriae typ 1 (O Brien, 1983). Sekvens-
varianter finns hos bada typerna, men VT1 & mer konserverad. | internationell
litteratur férkommer analogt begreppet Shigalike-toxin (SLT-I och SLT-II).
Caderwood et al. har foreslagit en forenklad nomenklatur. Eftersom alla dessa
toxiner & strukturellt och funktionellt homologa kan de definieras som en familj
av Shigatoxiner (Stx). De tva huvudtyperna betecknas Stx1 och Stx2 och mot-
svarande gener stx; och stx,. Denna nomenklatur férekommer alltmer i den
internationella litteraturen och kommer dérfér att anvéndasi den foljande texten.

Toxingenerna & inkorporerade i lambdoida profager i bakteriegenomet. En och
samma bakterie kan ha mer &n en profag och dérmed olika kombinationer av
Stx-gener t.ex. stxi+stx, eller tva stx,-gener. Toxinproduktionen ligger normalt
pa relativt 1&g nivd. Om profagen induceras till lytisk cykel, d.v.s. fagpartiklar
bildas, dkar toxinproduktionen markant. Vid den féljande bakteriolysen frigors
toxin samt bakteriofager med stx-gen inkorporerad i fag-genomet. En hdg toxin-
koncentration i tarmen svarar alltsd inte nddvandigtvis mot ett hogt bakterietal.
Bakteriofager i tarmen kan infektera och lysogenisera andra tarmbakterier (in-
klusive E. coli), som darmed far formagan att producera Shigatoxin. Generellt
kan dock inte alla dessa betraktas som virulenta och toxingenen forloras ofta vid
kultivering och forvaring.

Ytterligare inte helt kartlagda virulensfaktorer anses nédvandiga for att forklara
symtom associerade med EHEC. Pa en kromosomal patogenicitetsd, LEE, som
aven finnsi EPEC, finns ett 30-tal gener samlade. Dessa kodar bl.a. for ett adhe-
sin (intimin), ett sekretoriskt system (typ I11) samt ett flertal andra proteiner,
t.ex. Tir. Intimin, som kodas av eae-genen & starkt kopplad till serotyper
associerade med sjukdom. Det plasmidkodade EHEC-hemolysinet (ehx), som
ursprungligen identifierades i E. coli O157:H7, & nagot mindre kopplat till
dessa serotyper. Till skillnad fran intimin, som &r relativt ovanligt hos nétdjurs-
isolat, &erfinns hemolysinet frekvent i isolat fran nétboskap.
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Over 200 serotyper av Stx-producerande E. coli har isolerats frén nétkreatur. Av
dessa har >100 ocksd isolerats fran ménniska, med olika grad av symtomatologi.
E. coli O157:H7 utgér den vanligaste EHEC-serotypen vérlden éver. | Tyskland,
Tjeckoslovakien och Ungern aterfinns en ordrlig variant av 0157, O157:H°, som
jéser sorbitol till skillnad fran O157:H7. Sorbitolpositiva O157:H" utgdr cirka
hélften av alla O157-isolat i sbdra Tyskland. | kontinentala Europa utgérs 80 %
av EHEC-isolaten av non-O157 serotyper, varav de vanligaste & 0O26:H11,
0111:H8 och O103:H2. | Sverige & O157:H7 vanligast, men vid perioder utan
storre utbrott av O157:H7 dominerar non-O157 serotyper. Under 1998 utgjordes
2/3 av EHEC som isolerats frén feces vid SMI av non-O157 serotyper. Vanligast
i Sverige & 0O121:H19 foljd av O26:H11 och O103:H2, men i 6vrigt utgor iso-
laten en mycket heterogen grupp bestdende av >20 olika O-serogrupper. Det kan
inte uteslutas att enstaka STEC-isolat uppstatt i patientens tarm genom infektion
av fager med stx-gen emanerande fran exempelvis 0157:H7 som utgjort den
ursprungliga orsaken till sjukdom.

Patogenes och patofysiologi

EHEC koloniserar tjocktarmen. Shigatoxinet anses vara den egentliga virulens-
faktorn. | djurférsok har man visat att renat toxin kan ge samma systemiska
symtombild som EHEC. Stx & ett sk. 1A+ 5B toxin i vilket A-enheten har
enzymatisk aktivitet, medan B binder toxinet till receptorn, Gb3, som finns pa
ytan av eukaryota celler. Efter upptag av toxinet translokeras A-subenheten in i
cytoplasman dér den sténger av proteinsyntesen genom att katalysera nerbryt-
ning av 28S-rRNA varvid cellerna dor. Stx inducerar ocksa signalkaskader som
leder till apoptos hos endotel- och epitelceller. Stx kan passerain i blodbanorna
och binda till endotelceller i njuren, vilka & rika pa Gb3-receptorer. Stx har
formodats vara orsak till de patologiska forandringar i njuren som &r karakteris-
tiska for HUS. Senare forskning indikerar att detta troligen € beror pa direkt
intoxikation utan i stéllet pa en Stx-medierad aktivering av immunceller i tar-
men, eller en kombination av bada effekterna. Shigella dysenteriae 1 & forutom
STX-bildande &ven invasiv.

De serotyper som vanligen associeras med svar sukdom inducerar lokalt upp-
[6sning av microvilli och piedestalbildningen (A/E) liknar men & ¢ identisk
med den som induceras av EPEC. Hur viktig A/E-fenotypen & for patogenesen
hos EHEC &r g helt klar da flera serotyper som saknar den ocksa ger samma
svara symtom.
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Symtom och klinisk bild

Sjukdomsbilden associerad med EHEC utgor ett brett spektrum av symtom fran
mild diarré till livshotande hemolytiskt uremiskt syndrom (HUS). Vissa indivi-
der kan vara helt symtomfria trots htga bakterietal och fritt toxin i feces. Manga
patienter drabbas forst av vattnig diarré som inom 1-2 dagar kan Gverga till
blodig diarré och hemmoragisk kolit (HC). Kraftig buksmarta & mycket vanligt.
Studier av storre utbrott av O157:H7 visar pa att i grova drag 5-10 % av patien-
terna utvecklar HUS med akut njurdysfunktion, hemolytisk anemi och trombo-
cytopeni. Vissa patienter med HUS uppvisar &en neurologiska symtom. | ett
internationellt perspektiv har forbéttrade behandlingsmetoder reducerat dodlig-
heten vid HUS fran 50 % till 10 % pa20-30 &.

Profagen kan bl. a. induceras av vissa antibictika t.ex. ciprofloxacin bade in
vitro och in vivo medan t.ex. fosfomycin € har denna effekt. En prospektiv
studie visade pa en okad risk for HUS hos barn (<10 &) efter behandling med
trimetoprim-sulfa och beta-laktamer.

Nomenklatur

Shigatoxin-producerande E. coli (STEC) betecknas &en VTEC (Verotoxin
producerande E. coli eller verotoxigena E. coli) eller SLTEC (Shiga-like-toxin
producerande E. coli) i internationell litteratur. Foresprakarna av VTEC-begrep-
pet menar att STX bor reserveras for Shigella dysenteriae 1. EHEC betraktas
ibland som en undergrupp av STEC. Den ursprungliga diagnosen gallde enbart
0157:H7, men utvidgades senare till att omfatta alla STEC som kan fororsaka
blodig diarré och HUS. For det diagnostiska laboratoriet ar det inte mgjligt att
skilja pd sukdomsframkallande och icke §ukdomsframkallande organismer.
Begreppet EHEC maste darfor vara applicerbart pa alla STEC fran manniska
som uppfyller minimikriterierna.

L aboratoriediagnostik

Allméant

Sedan 980331 & STEC klassad som skyddsklass 3 (**) enl. AFS 1997:12, vilket
innebér att sarkilt tillstand fran Arbetsmiljoverket krévs for arbete med dessa
organismer.

Diagnostiken hos méanniska & baserad pa att med PCR pévisa stx-genen i utod-
lade prover. Pavisad stx,- och/eller stx,-gen utgor grunden for en EHEC-diag-
nos. Frén positiva prover gors forsok att isolera stx-positiv bakterie for artbe-
stémning. For rapportering enligt smittskyddslagen av EHEC O157 kréavs fast-
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stéllande av serogrupp. Om forsok att isolera EHEC misslyckas kan laboratorie-
diagnosen baseras enbart pa PCR under forutsittning att detta férhallande ut-
trycksi svaret.

Det & angel&get att stx-positiva non-0O157 isolat skickastill SMI for serotypning
och analys av flera virulensgener. Resultaten kommer att utgéra ett underlag for
framtida virulensassocierad definition av EHEC och déarmed sammanhéngande
revision av smittskyddslagen.

Refer ensmetodik

Referenssubstrat
Se foregdende avsnitt. Vid isolering/renspridning av EHEC O157:H7 kan CT-
SMAC anvéndas, se Bilaga1.1.11.

Primar isolering

Provet stryks pa sorbitol-MacConkey agar (SMAC). Sekundar- och tertiérstryk
gors med 6gla. Plattan inkuberas 6ver natt vid 36 °C - 38 °C och avlases. Plattan
sparasi kyl.

Vid mycket sma provméangder eller délig vaxt pa primérplatta odlas provet i
buffrat peptonvatten (BPV) vid 42 °C i 24 tim (se bilaga 1.1.12). Detta material
anvands direkt for PCR-screening, resp. IMS (se nedan) och utodling pA SMAC.

PCR-screening

stxy, Stx, och eae pavisas med PCR pa priméarkultur eller enskilda kolonier. Me-
todbeskrivning " Diarréframkallande Escherichia coli och shigatoxigena Entero-
bacteriaceae - pavisning med PCR”, som tilldmpas vid SMI bifogas som exem-
pel (Bilaga 3).

I solering av EHEC fran PCR-positiva prover

0157:H7 och O157:H —

Forsok att isolera E. coli O157:H7 gors genom att bleka (sorbitol-negativa)
kolonier fran primarplatta plockas och testas med stx-PCR. Detta kan ocksa
utforas direkt utan foregdende PCR-screening. Om PCR &r positiv renstryks for
artidentifiering och agglutination mot O157-antisera

Om inga bleka kolonier typiska for E. coli O157:H7 syns pa primarplattan kan

omstrykning fran PCR-positivt primarstryk till sekundarplatta med SMAC go-
ras.
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Ytterligare forsok att isolera E. coli O157:H7 kan utfdras med immunomagne-
tisk separation (IMS). Del av PCR-positivt primérstryk eller motsvarande feces-
prov preanrikas i BPV eller GN-buljong (se manual fér Dynabeads anti O157)
och eventuella E. coli 0157 anrikas med Dynabeads anti-E. coli O157 magne-
tiska kulor (Dynal Biotech, Norge) enligt tillverkarens instruktioner. Magnetiska
kulor med adsorberade bakterier sprids pa SMAC. Efter inkubering syns ofta en
blandflora p& plattan eftersom metoden g &r helt specifik. Om bleka kolonier
typiska for E. coli O157:H7 & synliga, plockas och renstryks dessa pd SMAC
for att darefter testas med stx-PCR.

Parallellt med odling pA SMAC testas buljongkulturen och kulorna med stx-
PCR. Del av buljongkulturen resp. kulorna inkuberas forst vid 98 °C i 10 min
och anvands direkt som templat i PCR. Om starkare eller lika stark positiv signal
erhdlls pa kulorna som pa buljongkulturen har 0157 sannolikt anrikats. Svagare
eller ingen signal pa kulornaindikerar att provet sannolikt g innehdller 0157.

Om E. coli O157:H7 ¢ kunnat isoleras trots indikation pa positiv IMS gors
ytterligare ett anrikningsférsok men med de PCR-positiva kulorna som utgangs-
punkt. Anrikningen initieras &ven denna gang med odling i buljong. Tva konse-
kutiva anrikningar utfors ocksa pa prover med svag signal vid den priméra PCR-
screeningen eftersom dessa kan fa ett negativt PCR-resultat efter den forsta
anrikningen.

0157:H" isoleras enklast genom anrikning med IMS och utodling pad SMAC.
Dérefter testas roda (sorbitol-positiva) kolonier pa sitt som anges nedan for non-
0157.

Non-0157

Cirka 10 kolonier (med morfologi som E. coli) plockas och testas med PCR. Vid
negativt resultat testas ett flertal pooler bestdende av &minstone 10 kolonier
vardera. De ingdende koloniernai positiva pooler testas sedan separat.

Som alternativ metod kan kolonihybridisering med stx-probe anvandas, varvid
material fran primérstryket sammas i PBS, spads och sprids pad SMAC till en
tathet av 100-1000 CFU/platta. Positiva kolonier renstryks pA SMAC och testas
med stx-PCR.

Isolering med IMS, som finns tillgangligt for ett begrénsat antal EHEC-sero-
typer fran Dynal Biotech &r ett alternativ.
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I dentifiering och minimikriterier

stx-positiva kolonier karakteriseras biokemiskt. Om resultatet & typiskt for E.
coli ansesisolatet identifierat som EHEC.

Aven prov dér stx-genen pavisats utan att enskild koloni identifierats kan besva-
ras positivt. Samtidig nérvaro av eae-genen forstarker fyndet.

Om misstanke p& EHEC 0157:H7 finns utfors agglutinationstest i serogrupp
specifikt antiserum (bilaga 2.2) pa bleka kolonier fran SMAC. Om sorbitol-
negativt isolatet agglutinerar som O157 anses diagnosen EHEC 0157 verifierad.

Isolat som € agglutinerar i O157 skickas till SMI for serotypning (O:H). SMI
utfor ocksa analys av ett flertal virulensgener. Aven O157 skickas till SMI for
pavisande av H7-antigen med fliC,,-PCR och epidemiologisk typning med
PFGE.

Alternativ diagnostik
Toxinpavisning
Kommersiellakits for pavisning av Shigatoxin finns tillgangliga. For narvarande

saknas erfarenhet av prestanda hos dessa jamfort med PCR pé ett storre svenskt
material.

Serologi

Serologi for pavisande av antikroppar mot EHEC-LPS har beskrivits i litteratu-
ren och kan t.ex. anvandas for att komplettera ett stx-positivt PCR-resultat i
avsaknad av isolat. SMI vidarebefordrar prover till PHLS for O157-serologi.

Epidemiologisk typning
SMI utfor epidemiologisk typning av EHEC med PFGE och serotypning.

Kvalitetskontroll

Referensstam Malgen
Escherichiacoli  ATCC 43887 eae
Escherichiacoli  ATCC 43889 stx2
Escherichiacoli  ATCC 43890 stx1
Svarsrutin

E. coli-isolat fran manniska med pavisad stx;- och/eller stx,-gen anges som fynd
av Shigatoxinbildande E. coli med kommentaren "Kan Overensstdmma med
EHEC”. stx—positivaisolat av serogrupp O157 utsvaras EHEC O157.
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Aven prov dér stx-genen pdvisats utan att enskild koloni identifierats kan besva-
ras positivt. Om forsok att isolera stx-positiv stam misslyckats anges detta i
svaret. Samtidig narvaro av stx- och eae-gen anges ocksa i férekommande fall.

Laboratorierapportering

Allafynd av EHEC 0157 skall anmélas av laboratoriet enligt smittskyddslagen,
Samhallsfarliga sjukdomar, pa darfor avsedd blankett eller via SMInet. Anmal-
ningsplikt galler for narvarande endast EHEC serogrupp 0157, som alltsa ska
anmélas med full patientidentitet (grupp A2 i smittskyddsforordningens bilaga).
Det innebédr att andra serogrupper tills vidare endast kan anméas enligt den
frivilliga laboratorierapporten, d.v.s. med fodelsedr och kon som enda patient-
data. Oavsett serogrupp bor behandlande lékare i en akut epidemisk situation
altid kontakta smittskyddsl &karen.
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Vibrio cholerae

Smittamnet

Bakterier tillhtrande genus Vibrio & oxidaspositiva, svagt bdjda, stavformiga,
gramnegativa, rorliga glukogasare. Vibrio cholerae & den mest kanda arten da
vissa toxigena kloner kan orsaka kolera. Ovriga arter inom detta genus samt
Aeromonas och Plesiomonas behandlas dversiktligt i foljande kapitel.

Vibrio cholerae kan med avseende pa sin lipopolysackarid (O-antigen) indelas i
drygt 150 serotyper. | smittskyddslagen regleras sukdomen kolera. WHO's
definition av kolera &r tarminfektioner orsakade av Vibrio cholerae som produ-
cerar koleratoxin (CT) och som tillhér tva serotyper, O-1 eller O-139. Smitt-
skyddslagens begrepp kolera tolkas i Sverige i enlighet med WHO's definitio-
ner.

Andra serotyper av Vibrio cholerae 8&n O-1 och O-139 & normalflora i bréckt
vatten och serotypas normal inte. Dessa isolat kallas med ett sammanfattande
namn Vibrio cholerae non-O1 (se svarsrutiner).

Det forekommer &ven i Sverige infektioner, t.ex. externa otiter, orsakade av
toxinnegativa Vibrio cholerae non-O1 vilka naturligtvis inte &r att betrakta som
kolera. Enligt litteraturen kan dven vissaisolat av non-O1 producera CT. Sadana
isolat kan sannolikt forklara patientsymtom men & inte att rakna som kolera da
de (hittills) inte givit upphov till epidemisk spridning.

Foreliggande metodik &r skriven for att identifiera Vibrio cholerae och stammar
som orsakar kolera.

Patogenes och patofysiologi

Kolera & en huvudsakligen vattenburen smitta. Vid experimentella infektioner
med kolera & dock smittdosen mycket hog, upp till 10** bakterier, beroende pa
bakteriens kandlighet for ventrikelns sura pH. Det & osannolikt att infekterat
vatten innehdller sA héga koncentrationer varfér man antar att intracellular
Overlevnad i frilevande urdjur skyddar bakterien under transport genom mag-
sécken. Achyli och buffrande effekt av samtidigt intagen foda & andra faktorer
som kan sanka infektionsdosen till uppskattningsvis 10° bakterier.

Kolerabakterien koloniserar med hjdp av sina fimbrier (toxin-co-regulated
pili/TCP) tunntarmen och producerar CT. Toxinet bestér av fem molekyler av
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subenhet B som binder till tarmvaggen samt en molekyl av subenhet A som efter
bindning passerar in i epitelcellerna. Subenhet A paverkar enzymet adenylcyklas
och leder till utflode av elektrolyter och vatten in i tunntarmslumen. CT &r likt
det varmelabila toxinet hos ETEC men kan inte pavisas med den PCR-metod
som anges for ETEC.

Symtom och klinisk bild

Sjukdomen karakteriseras av valdsamma diarréer som kan uppga till 10 - 15
liter/dag. Avforingen brukar i litteraturen karakteriseras som "risvattenliknande".
En adekvat rehydrering av patienten, antingen oralt eller vid behov parenteralt,
sanker dodligeheten fran ca 50 % vid obehandlade fall till i det nérmaste noll.

L aboratoriediagnostik

Arbete med Vibrio cholerae vid ett bakteriologiskt laboratorium &r férenat med
liten smittrisk.

Refer ensmetodik

Referenssubstrat

Foljande substrat utgor referenssubstrat vid primér isolering av Vibrio cholerae
Alkaliskt peptonvatten [Bilaga 1.1.14]

Blodagar [Se|:11]

Thiosulfate-citrate-bile-sucrose (TCBS) agar [Bilaga 1.1.13]

Utvérdering av vilka fabrikat och vilka batcher av dessa substrat som & mest
optimala for koleradiagnostik saknas. N&got speciellt substrat kan darfor inte
rekommenderas.

Vid ett korrekt taget och korrekt transporterat fecesprov frén akut sjukdomsfas
d& ca 10" till 10® bakterier utsdndras per mL torde dock samtliga fabrikat kunna
anvéandas.

Isolering

Primér utodling: Provmaterialet pa provtagningspinne stryks pa TCBS-agar och
blodagar och sekundérstryk utfors som beskrivsi anvisningarna under utodling.
Pattor inkuberasi 37 °C dver natt.

Anrikning: Provtagningspinnen stoppas ned i roret innehallande alkaliskt pep-
tonvatten. Roret inkuberasi 4 - 6 timmar eller Gver natt varefter pinnen stryks ut
pé& en TCBS-platta och en blodplatta vilkainkuberas éver natt. Tid kan sparas
om peptonvattnet inkuberas med feces bedside.
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I dentifiering och minimikriterier:

Vibrio cholerae vaxer med karakteristiskt stora, sléta, gula kolonier pA TCBS.
Missténkta kolonier plockas och identifieras med biokemiska tester enligt Tabell
19 samt renstryks pa blodagar. Testbatteri och plattor inkuberasi 35 °C - 37 °C
Over natt och avl&ses. Oxidastest kan inte goras pa bakterier som vuxit pA TCBS
utan gors istéllet med kolonier som vuxit pa blodagar.

Stammar som &r gula pd TCBS-agarn (=sackarosjasare), som &r oxidaspositiva
och som "jaser” enligt Tabell 19 kan med stor sannolikhet identifieras som Vib-
rio cholerae. Testerna & samma som anvands vid diagnostik av 6vrigatarmpa-
togena enterobakterier. Konfirmerande identifiering kan erhdlas med en kom-
mersiell testbricka, t.ex. APl 20E.

Tabell 19. Utfall av referenstester for diagnostik av Vibrio cholerae

Mannit LD OD H,S ONPG Indol Urea Oxidas Sackaros

+/0g + + - + + - + +

For att stélla diagnosen kolera kréavs i forsta hand att stammen agglutinerar i
Vibrio cholerae O1 eller 0139 antiserum men inte i koksalt. Vidare krévs att
toxinproduktion pavisas. Referensmetod for toxin & PCR for pavisande av ct-
genen.

| detta forsdag har inte metodik for att skilja klassisk kolera fran El Tor medta-
gits, inte heller rekommendationer for att skilja mellan olika serovarianter inom
O-1. S&dan information anses ur svenskt perspektiv och i nuvarande lage sakna
varde for handlaggningen, séval for patienten som for eventuell epidemiologisk
Overvakning.

Alternativ diagnostik

Morkfatsmikroskopi pafeces kan intei ett svenskt |aboratorium anses tillforlit-
lig. Pavisande av toxinproduktion med immunologisk metodik eller med Gy
ELISA kan ersétta PCR forutsatt att metoden &r validerad.
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Epidemiologisk typning

Behov av epidemiologisk typning foreligger for nérvarande inte i Sverige. Det &r
trots detta av stort varde fér den epidemiologiska dvervakningen att stammen
skickastill SMI med angivande av smittort, om denna & kand.

Kvalitetskontroll

Referensstammar

Vibrio cholerae O-1 CCUG 9119
Vibrio cholerae O-139 CCUG 34708
Referensserum

Polyvalent O-1 Denka Seiken
0-139 Denka Seiken
Svar srutiner

D& minimikriterierna & uppfyllda svaras:
"Vaxt av toxinproducerande Vibrio cholerae O-1 alt. 0-139."

Icke toxinbildande varianter besvaras:
"Véaxt av Vibrio cholerae O-1 alt. 0-139, g toxinbildande.
Stammen orsakar inte kolera"

Fynd av Vibrio cholerae vilkainte agglutinerar svaras.
"Vaxt av Vibrio cholerae non-O-1.
Stammen orsakar inte kolera "

Har toxintesten pa en non-O-1 utfallit positiv svaras:
"Vaxt av koleratoxinproducerande Vibrio cholerae non-O-1.
Stammen orsakar inte kolera"

Laboratorierapportering

Alla fynd av toxinproducerande Vibrio cholerae O-1 och O-139 skall rapporte-
ras enligt smittskyddslagens samhallsfarliga sjukdomar, pa darfor avsedd blan-
kett, eller via SMInet.

REFERENSER:
Kaper m.fl. Cholera. Clin Microbiol Rev 1995;8:48-86.

Tison, DL. Vibrio. Manual of Clinical Microbiology 7'th Ed sid 497-506

WHO Fact Sheet N107, 2000 Adress (http://www.who.int/inf-fs/en/fact107.html)
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Ovriga Vibrio, Plesiomonas och Aeromonas

Smittamnen

Vid sidan av Vibrio cholerae O1 och O139 finns det ett antal vibrioarter som
anses kunna ge diarrésjukdom hos ménniska. Till de dessa réknas Vibrio chole-
rae non-O1, Vibrio fluvialis, Vibrio furnissii, Vibrio hollisae, Vibrio mimicus
och Vibrio parahaemolyticus som torde vara mest intressant i ett svenskt per-
spektiv.

Inom familjen Vibrionaceae finns, forutom Vibrio, tva genus som manga anser
vara potentiellt tarmpatogena, Aeromonas och Plesiomonas.

Placeringen av Aeromonas och Plesiomonas i familjen Vibrionaceae & helt
baserad pa fenotypiska egenskaper. Senare studier med DNA-baserad metodik
visar att ingen av dem & néra besldktad med Vibrio. Det & dock praktiskt att
hanféra dem till samma grupp da alla & marina bakterier med ekologiska ni-
scher i tempererat sott, bréackt eller salt vatten déar de bade overlever och till-
vaxer. Smittkéllan vid infektion & ofta kontaminerad " sea food” eller kontami-
nerat vatten. Storre utbrott & ovanliga.

Aeromonas kan idag med DNA-baserad metodik indelasi 14 olika species (eller
snarare DNA-hybridiseringsgrupper) som & svéra att skilja frdn varandra med
traditionell metodik. Tre species anses ge upphov till diarrésukdom, A. hyd-
rophila, A. caviae och A. veronii biotyp sobria. | genus Plesiomonas finns bara
ett species, P. shigelloides.

Patogenes och patofysiologi

De virulensmekanismer som & nddvandiga for att ge symtomatiska tarminfek-
tioner med Vibrio species &r ofullstéandigt kartlagda. Potentiella virulensfaktor &r
bl.a. koleratoxin som kan produceras av vissa V. cholerae non-O1. Virulenta
kloner av V. parahaemolyticus har forknippats med forméga att hemolysera
humana réda blodkroppar — Kanagawa fenomenet.

Det & i dagsléget oklart om Aeromonas- och Plesiomonas-bakterier kan betrak-

tas som priméra tarmpatogener. Volontarforsok har utfallit negativt men i litte-
raturen hanvisas till epidemiologiska samband.
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Symtom och klinisk bild

Symtombilden vid infektion med Vibrio parahaemolyticus varierar fran blodiga
dysenterilika avforingar till vattnig diarré och symtomldsa infektioner. Plesio-
monas species och Aeromonas species forknippas med milda, sévbegrénsande
tillstand.

L aboratoriediagnostik
Refer ensmetodik

Foreslagen metodik & inte att betrakta som referensmetodik i egentlig mening,
snarare en vagledning for hur diagnostik kan genomforas pa det enskilda labo-
ratoriet med ett visst méatt av sakerhet.

Substrat

Blodagar [Se I:11]

Thiosulfate-citrate-bile-sucrose (TCBS) agar [Bilaga 1.1.13]
DC-agar [Bilaga 1.1.2]

XLD-ager [Bilagal.1.1]

CIN-agar [Bilaga 1.1.5]

Isolering

Alla patogena species inom Vibrio utom Vibrio hollisae, vaxer pad TCBS men
ala jaser inte sackaros och bildar darfor inte gulféargade kolonier. TCBS &r dar-
for rekommenderat substrat for isolering av Vibrio species. Aeromonas vaxer pa
flertalet av substraten som anvands i fecesdiagnostik. P4 DC-agar vaxer den med
typiska stora rosa, opaka och oftast oxidaspositiva kolonier. P4 CIN-agar uppges
att Aeromonas-kolonier har ett utseende som paminner om Yersinia. Plesio-
monas vaxer vanligen pa béde DC och XLD och har d& ofta ett koloniutseende
som paminner om Shigella. For isolering av Aeromonas species, Plesiomonas
species samt for isolering av dvriga vibrio forordas darfor vid sidan om TCBS
och 6vriga standardsubstrat ett icke selektivt substrat, t.ex. blodagar som vid
misstankt vaxt flédas med oxidasreagens.

I dentifiering och minimikriterier

Typiska isolat av Plesiomonas shigelloides och potentiellt patogena Aeromonas
kan i praktiken, med god sékerhet, identifieras med den foéreslagna biokemiska
panelen for Vibrio cholerae. Dessa bakterier har da nedanstdende biokemiska
profil [Tabell 20].
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Tabell 20. Utfall av biokemiska tester vid diagnostik av Aeromonas, Plesiomo-
nas och Vibrio parahaemolyticus

Aeromonas
Mannit LD OD H,S ONPG Indol Urea Oxidas Sackaros
+0g +/- - - + + - + +

Plesiomonas shigelloides
Mannit LD OD H,S ONPG Indol Urea Oxidas Sackaros
- + + - + + - + -

Vibrio parahaemolyticus
Mannit LD OD H,S ONPG Indol Urea Oxidas Sackaros
+0g + + - - - - + -

Identifiering av arter inom genus Vibrio, t.ex. Vibrio fluvialis, Vibrio furnissii,
Vibrio hollisae, Vibrio mimicus, Vibrio parahaemolyticus kréaver kompletterande
biokemiska tester och natriumklorid maste ofta tillsittas substraten for att bak-
terierna skall véxa. For verifiering av dessa arter kan kommersiella testbrickor
anvandas. Ett laboratorium, KS, anvander med framgéng API20NE i sin diag-
nostik av Vibrio species. Om kanslighet och/eller diskriminerande forméga inte
ar tillracklig hénvisas till metodik beskriven i Bergeys Manua of Determinative
Bacteriology eller ASM's Manual of Clinical Microbiology alternativt sénds
stammen till ett referenslaboratorium. DNA-baserad diagnostik forvantas ersétta
det traditionella biokemiska identifieringsforfarandet.

Epidemiologisk typning
D& utbrott & ovanligagorsi praktiken inte nédgon epidemiologisk typning.

Kvalitetskontroll

Refer ensstammar

Aeromonas hydrophila CCUG 217
Plesiomonas shigelloides CCUG 27761
Vibrio parahaemolyticus CCUG 27761

Laboratorierapportering
Ovanstéende bakterier rapporteras g enligt smittskyddsl agen.
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Helicobacter pylori

Smittamnet

Helicobacter pylori &r spiralformade, mikroaeroba, gramnegativa stavar med en
till flera unipoléra flageller. Bakterien isolerades forsta gangen fran human mag-
slemhinna 1982 och namngavs initialt Campylobacter pyloridis. Sedan 1989
utgor Helicobacter ett eget genus som inkluderar ca 25 species, dér nastan ala
djurarter som undersokts verkar ha sin egen Helicobacter. Enbart H. pylori &r
associerad med gastro-duodena sjukdom hos méanniska.

Patogenes och patofysiologi

Kénda virulensmekanismer hos bakterien & motilitet i magséckens slemlager,
vidhéftning till epitelceller, ett vakuoliserande cytotoxin (vacA) och Cag-pato-
genicitetson, inkluderande genen cagA som kan betraktas som en markor for
hela patogenicitetson. Typ |-stammar, som & cagA-positiva och uttrycker cyto-
toxinet, & associerade med gastro-duodenal sjukdom i hdgre grad an typ Il-
stammar, som saknar cagA och g uttrycker toxinet. Infektionen sker vanligen
tidigt i livet och &r i de flestafall livsidng. Bakterien orsakar inflammation, gast-
rit, vilket efter langvarig infektion kan leda till peptiska sar. H. pylori-infektion
kan &ven leda till kronisk atrofisk gastrit, som kan vara ett forstadium till mag-
cancer. Sedan 1994 &r bakterien klassificerad som en sk. klass | carcinogen.
Intressant &r att bakterien ocksa tycks skydda mot cancer i 6vre delen av mag-
sécken och nedre esofagus.

Symtom och klinisk bild

Det finns ett starkt samband mellan peptiska s&r i duodenum och H. pylori-in-
fektion. Vid ventrikelsdr & endast 70 % associerade med H. pylori. Endast en
liten andel (ca 10 %) av alla infekterade individer utvecklar peptiska sar eller
cancer. Det finns inget samband mellan dyspepsi och H. pylori. Standard-
behandling med s.k. syrahdmmare och 2 antibiotika forhindrar aterfall av pep-
tiska sr. Infektionen har mycket liten tendens till avlakning. Det finns inga
belagg for att behandling ger forbéttring av symtom vid dyspepsi utan sar, s.k.
funktionell dyspepsi.

Provtagning och Transport
Transport inom 48 tim i speciellt transportmedium t.ex. (Portagerm).
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L aboratoriediagnostik

Allmént

H. pylori véxer langsamt, varfor selektiva substrat med antibiotika kan vara
lampliga for primérodling. Bakterien vaxer béast vid 37 °C i mikroaerofil miljo,
vanligen 5 % O, och 10 % CO..

Refer ensmetodik

Referenssubstrat

Selektiv Campylobacter-agar med blod [Bilaga 1.1.9] anvands for primérodling
av biopsimaterial. For renspridning anvands oselektiva néringsrika agarplattor,
t.ex. Columbia agar, Mueller-Hinton agar, Wilkins-Chalgren agar.

Isolering

Biopsimaterial fran magséck eller tolvfingertarm homogeniseras i frysmedium.
Provmaterial fors dver till agarplattan och stryks ut med steril 6gla, varefter
sekundérstryk gors.

Plattan inkuberas mikroaerofilt i 37 °C i 2-3 dygn. Lamplig atmosfar kan uppnas
genom inkubering i 5 % O, och 10 % CO, eller genom kommersiella gasgenere-
rande kits. Om ingen véxt detekterats efter 7 dygn &r provet negativt.

I dentifiering och minimikriterier

H. pylori-kolonier & sma och graaktiga. Misstankta kolonier sprids om pa ny
icke selektiv agarplatta och identifieras med mikroskopi och biokemiska test.
Helicobacter & gramnegativa, bdjda stavar med " masvingeutseende”. De kan
aven upptréda som korta stavar, hastskoformer eller kockoida stavar. Helico-
bacter & oxidas- och katalaspositiva, samt mycket snabbt ureaspositiva. Med
dessa kriterier uppfyllda kan isolat fran manniska anses identifierat som H. py-
lori.

Alternativ diagnostik

Forutom odling kan man &ven utfora histologisk undersokning av biopsimate-
rial, samt icke-invasiva tester: urea utandningstest, och serologi med immuno-
blot, ELISA och snabbtest for blod/serum. Svérighet att odla och den spridda
distributionen av bakterier i vvnaden gor invasiva tester mindre kdnsliga. Den
kockoida formen & € odlingsbar med dagens metodik. Direkt detektion fran
biopsimaterial med PCR anvénds € rutinméssigt. Snabbtest for feces finns pa
marknaden och utvérderasi den kliniska situationen
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Resistensutveckling och resistensbestdmning

Resistensbestdmning med E-test eller agarspadning rekommenderas efter miss-
lyckad behandling. Kombinationsbehandling med protonpumpshémmare (PPI)
och tva antibiotika anvénds idag och vanligaste alternativet i Sverige & PPI, kla-
ritromycin och metronidazol. Resistens mot klaritromycin & &nnu ovanligt i
Skandinavien (2-4 %), men kan komma att 6ka med 6kad anvandning av prepa-
ratet. Metronidazolresistensen ligger pa 10-40 %. Resistens mot amoxycillin
forekommer i enstaka fall utanfor Skandinavien och tetracyklinresistens &r
mycket séllsynt (se RAF s hemsida).

Epidemiologisk typning

H. pylori-isolat fran olika individer skiljer sig i princip altid & med vanliga
molekylarbiologiska fingerprintmetoder. Etablerade typningsmetoder saknas
idag.

Kvalitetskontroll
Referensstam
H. pylori NCTC 11637 (CCUG 17874)

Svar srutiner

Fynd av bakterier som odlingsméssigt, morfologiskt och biokemiskt dverens-
stdmmer med H. pylori besvaras som ”Véaxt av H. pylori”.

Laboratorierapportering
H. pylori rapporteras g enligt smittskyddslagen

REFERENSER:
Dunn BE, Cohen H, Blaser JM. Helicobacter pylori. Clin Microbiol Rev 1997;10:720-
741.

Enroth H. L&kartidningen. 2000:3 sid 150-3. Helicobacter pylori - upptéckten som star
sigini det nyamillenniet. Bade bra och déliga bakterier i magen?

European Helicobacter Pylori Study Group (Www.helicobacter.org)

Referensgruppen for Antibiotikafragor (RAF); (www.srga.org)
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Clostridium difficile

Smittamnet

Clostridium difficile & anaeroba sporbildande grampositiva stavar. De utgér en
vanlig orsak till diarré i anslutning till behandling med antibiotika och andra
medel som paverkar den normala tarmfloran. Organismen &r i Sverige den van-
ligaste orsaken till nosokomial bakteriell diarré. Cirka 30 % av antibiotikaasso-
cierad kolit/diarré orsakas av C. difficile.

C. difficile producerar atminstone tva biologiskt aktiva toxiner, A och B, som
sétts i samband med C. difficileemedierad sukdom. Toxin B & ett extremt
potent cytotoxin, tusenfalt mer potent &n Toxin A. De bada toxinerna orsakar
svara vavnadsskador pa intestinal mukosa vilket resulterar i blodiga, vattniga
diarréer. Toxinerna kan pavisas i feces och oftast kan bada toxinerna pavisas
samtidigt. Cirka 25 % av C. difficile-isolat producerar g toxin och anses da inte
vara §ukdomsframkallande.

Sporer av C. difficile & viktiga for spridning av organismen och fér recidiv av
C. difficile-diarré. Sporerna & mycket resistenta mot bade upphettning och de-
sinfektionsmedel och kan Gverleva i miljon i manader/ar och de paverkas g av
antibiotika och kan utsbndras i feces lang tid efter avslutad behandling.

Patogenes och patofysiologi

C. difficile-diarré, som betingas av inflammation i kolon, & toxinmedierad.
Mangden toxin som produceras varierar mellan olika isolat. Verkningsmeka-
nismerna hos C. difficile's toxiner & ¢ fullstandigt klarlagda. Kant & att bade
toxin A och B binder till specifika receptorer pa kolonepitelet. Bada toxinerna
glukosylerar treonin pa G proteiner (Rho, Rac och Cdc42) och bryter darmed
proteinernas normala funktioner vilket leder till ett flertal fysiologiska forand-
ringar i enterocyterna, bl.a. kollaps av aktinskelettet. B&da toxinerna, och spe-
ciellt toxin B paverkar &ven permesbiliteten hos tight junctions. Dessutom har
toxin A kemotaktisk effekt pa neutrofiler och kan aktivera enteriska neuroner
och framkalla apoptos hos enterocyter. Toxinmedierade effekter blir storda
epitelbarridrfunktioner, celldestruktion, genomdé&ppliga tight junctions och
kraftig immunaktivering.

Sedan associationen mellan C. difficile och pseudomembrands kolit/antibiotika-

associerad diarré etablerades pa 1970-talet har uppfattningen varit att potentiellt
patogena stammar producerar bade toxin A och B samtidigt, medan isolat som €
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producerar toxin & icke-patogena. Vidare har ansetts att toxin A " bereder vég”
for toxin B och att toxin B g kan orsaka tarmskada utan toxin A. Under senare
ar har dock toxinvariabla stammar beskrivits fran olika hall i varlden. Dessa
stammar som producerar cytotoxin men g enterotoxin (A-/B+) har visats kunna
ge samma symtombild som stammar som producerar bade toxin A och B.
Sadana stammar har berdknats utgora ca 3-13 % av det totala antalet isolat.
N&gon motsvarande siffra for Sverige foreligger €. Stammar som enbart
producerar toxin A har g pavisats. Daremot har ytterligare ett toxin, "binary
toxin", pévisats hos C. difficile-stammar isolerade frén symtomatiska patienter.
Dessa isolat har samtidigt producerat A och/eller B toxin eller varit icke-toxin-
producerande (A-/B-). Betydelsen av "binary toxin" for patogenesen vid C.
difficile-diarré & énnu oklar.

Symtom och klinisk bild

Sjukdomshilden vid C. difficile-associerad diarré varierar fran sjalvliakande
okomplicerad enterit till livshotande pseudomembrands kolit (PMC). Vanligtvis
borjar symtomen redan under pagéende antibiotikabehandling, men det kan dock
droja upp till sex veckor efter avslutad behandling innan symtom debuterar. Vid
mild enterit & symtomen ospecifika och upphér oftast spontant nér antibiotika-
behandlingen upphor. De allvarligaste kolittillstanden karakteriseras av blodiga
slemmiga diarréer med svéra vatskeforluster och elektrolytrubbningar som féljd,
buksmartor, allmanpéverkan, feber och leukocytos. Vid PMC nekrotiseras tarm-
slemhinnan och det bildas vita beldggningar, s.k. pseudomembraner, bestdende
av doda epitelceller, vita blodkroppar och fibrin. Tarmperforation, paralytisk
ileum och kolondilatation kan férekomma.

L aboratoriediagnostik

Allmant
Diagnostik av C. difficile-medierad sjukdom omfattar i forsta hand pavisning av
toxin i feces. Referensmetod for toxindetektion & pévisning av cytotoxin, toxin
B, i cellkultur. Flertalet cellinjer kan anvandas. Vissa fibroblastlinjer, t.ex. HEL-
celler, reagerar pa brékdelar av picogram av C. difficile-cytotoxin. Foljande
indikationer for diagnostik & motiverade
- Speciell misstanke pa Clostridium difficile-medierad diarré efter, eller i sam-
band med antibiotikabehandling eller annan behandling som kan tankas
rubba tarmfloran.
Kontroll av behandlingseffekt efter behandlad C. difficile-infektion.
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Screening vid diarréutbrott pa vardavdelningar. Odling kan vara motiverad
som komplement vid negativ toxintest men fortsatt klinisk misstanke vid
epidemiologisk fragestallning.

Referensmetodik
1) Toxinbildning
Pavisning av Clostridium difficile cytotoxin B i cellkultur &r referensmetod.

Semikvantitativ pavisning av Clostridium difficile cytotoxin i feces gors med
hjalp av en for toxinet kénglig cellinje, t.ex. humana embryonala lungfibroblas-
ter (HEL). Specifikt neutraliserande C. difficile antitoxin anvands for verifiering.

Analysprocedur se Bilaga 5
Omséttning av prov

Prov som analyseratsi cellplatta dér inte den positiva och/eller negativa kontrol -
len fungerat sétts om.

Kvalitetskontraoll

Internkontroll

C. difficile cytotoxin anvands vid varje analystillfalle som kontroll pa cellerna
C. difficile antitoxin anvands vid varje neutralisationstesttilIfélle som kontroll pa
C. difficile toxinet (positiv kontroll).

Felkdlor

- Otillréckligt med provmaterial.
Felaktig forvaring av provet (forvaring utan kylning fore transport, under
transport eller i laboratoriet fére analys). En 25-faldig reduktion av cyto-
toxintitern sker efter 5 dygn i rumstemperatur och en 3-faldig reduktion inom
5 dygn vid forvaring i kylskap. | frystemperatur &r titern stabil.

Alternativ diagnostik

Pavisning av C. difficile toxin med Enzyme immunoassay (El A)

Under senare & har ett flertal kommersiella tester baserade pa ELISA-teknik
utvecklats med vilka enbart toxin A eller bade toxin A och toxin B samtidigt kan
detekteras. Med kdnnedom om att toxin A-/B+ stammar férekommer kan tester
som endast detekterar toxin A € rekommenderas. Det har ddremot diskuterats
om tester som detekterar toxin A och toxin B samtidigt pa sikt ska kunna anses
som alternativ, eller ersétta, celltest som referensmetod. Fordelen med EIA-

121



tester &r att de & snabba, svar kan erhdllas inom 3 timmar efter det att prov om-
héndertagits i laboratoriet. Nackdelen & framfor allt att kénsligheten &r &gre
jamfort med referensmetoden, vilket medfor att en 1&g toxinhalt i ett prov €
kommer att kunna detekteras.

Sensitivitet och specificitet for EIA-tester (toxin A + B) jamfért med referens-
metoden har varierat mellan 64 och 93 %, respektive 93 och 99 % med positiva
prediktiva varden frén 84 till 100 % och negativa prediktiva varden fran 80 till
99 %.

Idag anvander flertalet svenska laboratorier ElA-test for pavisning av C.
difficile-toxin.

Analysprincip: Mikrotiterbrunnar med bottnar klddda med antikroppar riktade
mot C. difficile toxin A och toxin B. Till brunnarna sétts spétt patientprov och
monoklonala, enzymmérkta antikroppar riktade mot toxinerna A och B. Plattan
inkuberas i véarmeblock eller inkubator. Om toxinerna finns i provet bildas ett
reaktivt komplex av toxin och enzymmaérkta antikroppar. Efter tvéttning till sétts
enzymsubstrat i form av ett fargdmne och i ndrvaro av bundet enzym utvecklas
farg i proportion till méngd bundna enzymmérkta antikroppar och darmed till
mangden toxin. Stoppldsning tillsitts och resultatet avlases pa spektrofotometer.

ElA-testerna & enkla att utfora, ala reagenser, mikroplattor och utforlig be-
skrivning inkluderas i kit-l&dan. Av erfarenhet kan dock nagra viktiga steg sar-
skilt papekas:

- Provet ska - oavsett konsistens - blandas noggrant innan provséttning.
Botten pa brunnarna far g vidroras (skador i bottenbekladningen resulterar i
felaktigt absorbansvérde).

Inkuberingen med enzymkonjugat bor goras pa skak (minimerar antalet
gréansvarden och falskt positiva resultat och foérkortar dessutom testtiden).
Inkuberingen med substrat ska goras i morker.

Utfor tvéttningen noga enligt beskrivningen (for att undvika hdg bakgrunds-
reaktion).

Serologi: Det har visats att framfor allt dldre personer med C. difficile-recidiv

saknar antikroppar mot cytotoxin i blodet. Denna iakttagelse har dock € fatt
praktisk anvandning.
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2) Bakterieodling

Referenssubstrat

CCFA (cykloserin-cefoxitin-fruktos agar, se Bilaga 1.1.10), selektivt medium
for primérodling.

Oselektivt blodhaltigt medium till anaerobodling och isolering av C. difficile.
Anaerob buljong for eventuell anrikning av pinnprov.

I solering

Primér utodling: Kvalitativ odling pa selektivt medium.

Fecesprov blandas med hjédp av en provtagningpinne och med pinnen gors ett
primarstryk pd CCFA-platta. Med platinds gors ett ganska tétt sekundarstryk
Over halva plattan och glesatertidr- och kvartérstryk éver den resterande halvan.
CCFA-plattan inkuberas efter inokulering i anaerob milj6 i totalt minst 2 dygn.

Pinnprov utodlas pa samma sétt.

Vid eventuell anrikning inokuleras provet &en i anaerob buljong. Buljongen
inkuberas i minst 2 dygn och utodlas darefter pa CCFA.

Anrikning & dock € att betrakta som referensmetod.

I dentifiering och minimikriterier
Presumtiv diagnos. Identifiering baseras pa karakteristisk lukt, fluorescens och
mikroskopisk och makroskopisk morfologi.

Preliminér avl&sning: C. difficile-odling avldses under luppmikroskop (x 6 - 10).
Pa CCFA (och andra blodhaltiga medier) vaxer C. difficile med gragréna, ho-
mogena och delvis utflytande kolonier, ca 2 mm, efter inkubering éver natt och
ca 4 mm efter 2 dygns inkubering. PaA CCFA-platta har C. difficile viss hastdoft,
men doften kommer helt till sin rétt forst pa oselektivt blodhaltigt medium. Un-
der UV-lampa fluorescerar kolonier av C. difficile chartreuse (det kan ta négra
sekunder innan fluorescensen upptrader). Aven C. innocuum fluorescerar char-
treuse, men koloniutseende och morfologi forhindrar forvaxling.

Odlingen anses som korrekt utférd om C. difficile-kontrollstammen vaxt.

Om odlingen inkuberats i anaerobbox gors en preliminér avlésning efter inkube-
ring Over natt. Vid missténkt vaxt av C. difficile, eller om samtidig toxintest
bedémts som positiv, tas plattan ut pa laboratoriebanken och eventuella typiska
kolonier isoleras till oselektivt blodhaltigt anaerob medium. Isolering inkuberas
anaerobt dver natt.
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Slutlig avldsning: Slutgiltig avlasning gors under luppmikroskop efter inkube-
ring i minst 2 dygn. Om inga kolonier med typiskt utseende kan ses, beddms
odlingen som negativ.

Omséttning av prov: Prov omsétts om odlingen & negativ men samtidig toxin-
test positiv, eller om den anaeroba miljon inte fungerat tillfredsstéllande.

Minimikriterier for verifiering: Isolerad stam pa oselektivt blodhaltigt medium
har typisk kolonimorfologi och utpréglad hastdoft.

Under UV-lampa kolonier fluorescerande chartreuse. Gramférgning visar gram-
positiva stavar med ovala subterminala sporer.

Kontroll av toxinproduktion pa gjordaisolat kan vara befogat.

Kvalitetskontroll

Referensstam

C. difficile ATCC 9689 anvands som internkontroll pa CCFA-plattor, som
jamforelse vid luppmikroskopi, som kontroll p& den anaeroba miljon och som
kontrollstam vid eventuell resistensbestamning.

Felkallor

- Otillrackligt provmaterial.
Léang transporttid.
Felaktig forvaring av provet (forvaring utan kylning fore transport, under
transport, eller i laboratoriet fore analys).
Frysning av provet. Vid forvaring i fryskdp sker en narmast 100-faldig
reduktion av antalet viabla C. difficile-organismer.
Felaktigt odlingsforfarande (t.ex. oftillréckligt anaerob miljo, for lang tid
mellan utodling och inkubering).

Epidemiologisk typning

PFGE har anvants for smittsparning

Laboratorierapportering

Infektion med C. difficile & ¢ anmalningspliktig enligt smittskyddslagen.
REFERENSER:
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M atfor giftningar

Med matférgiftning avses hér en gastroenterit som vanligen orsakas av prefor-
merat toxin i maten och mera sdllan beror pa tillvéaxt av mikroorganismen i gas-
trointestinalkanalen.

De mikroorganismer som behandlas & Bacillus cereus, Clostridium perfringens,
Saphylococcus aureus samt Clostridium botulinum trots att den senare inte
primart ger symtom frén mag-tarmkanalen. Listeria sprids via livsmedel som
t.ex. ostar och gravad fisk men har inte associerats till gastroenterit pa ett sddant
sétt att fecesdiagnostik ansetts motiverad. Sommaren 2001 intréffade ett stort
gastroenterit-utbrott efter fortaring av opasteuriserad ost. Det mesta tyder pa att
detta orsakades av Listeria monocytogenes och att vi sdledes dven bor vara
uppmarksamma pa den gastro-intestinala formen av listeriosi framtiden.

Bacillus cereus
Smittamnet

Bacillus cereus & en fakultativt anaerob sporbildande grampositiv stav. B. ce-
reus & vanligt forekommande i jord och omgivning och & en naturlig kontami-
nant i rdvaror som anvands vid matlagning t.ex. sopp-pulver, vaniljkram, ris och
kryddor.

Bacillus cereus bildar tva toxiner med olika effekt, emetiskt toxin och entero-
toxin. Det emetiska toxinet, cerulein, & en cyklisk peptid innehdllande 12, del-
vis modifierade, aminosyror som tal kokning under 1ang tid.

Patogenes och patofysiologi

For det emetiska toxinet & det framst ris och risrétter som &r aktuella, medan det
for enterotoxinet ar desserter t.ex. vaniljsas och ris a la Malta, soppor, kétt och
gronsaksrétter som brukar vara inblandade. | motsats till det emetiska toxinet &r
diarrétoxinet varmekansligt och bryts ner av pepsin och trypsin samt &r instabilt
vid pH > 4. Narmare kunskap om toxinernas verkningsmekanism saknas.

Symtom och klinisk bild

Matforgiftning med en Bacillus cereus som producerar emetiskt toxin debuterar
vanligen inom 1 — 6 timmar med illaméende och krakningar och varar mindre &n
24 timmar. Matforgiftning med en B. cereus-stam som producerar enterotoxin
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debuterar senare med en inkubationstid pa 6-24 timmar. Symtomen, som &
buksmértor, kramper och vattnig diarré, brukar avklingainom ett till tva dygn.

L aboratoriediagnostik

Allmént

Matforgiftningar & hos friska personer en relativt kortvarig sjukdom med ty-
piska symtom och kraver i normalfallet inte nagon odling (diagnostik) for diag-
nos. | vissa fall maste diagnosen faststéllas, vanligen av juridiska skél i samband
med utbrott med dodsfall eller vid andra omfattande matférgiftningsutbrott. For
undersokning av misstankt livsmedel rekommenderas kontakt med ett ackredite-
rat livsmedel smikrobiologiskt laboratorium.

For att entydigt klarlagga etiologi och smittkalla maste bakterier odlas fram fran
bé&de misstankt livsmedel och patient. Forst nar smitta/toxin konstaterats i livs-
medel & det meningsfullt att forsdka isolera mikroorganismen i fecesprover.

Isolering av Bacillus cereus, Clostridium perfringens och Staphylococcus au-
reus fran humant provtagningsmaterial bor goras kvantitativt pa selektiva sub-
strat men kan i 6vrigt folja samma principer som vid allmén sarodling (se | 11).
Eftersom stafylokock-matforgiftning orsakas av ett, i livsmedlet bildat, véarme-
taligt toxin kan bakterien ha avdodats i efterféljande varmebehandling av livs-
medlet. | dessa fall rekommenderas enterotoxinanalys av det misstankta livs-
medlet.

Kvantitativa analyser av livsmedel gors av ett fatal livsmedeldaboratorier, kan-
ske bara ett (Institutionen foér Livsmedelshygien vid SLU). Analyserna kraver
stor kunskap och erfarenhet, specialsubstrat med kort hédllbarhet samt ett god-
kant kvalitetssystem.

Samma metodik som anvands for livsmedel kan med framgéng anvandas pa
feces med gott resultat om kompetensen enligt ovan finns.

Det ar darfor lampligt att ett fatal laboratorier, ett eller tvd, specialiserar sig pa
dennatyp av utredningar.
Refer ensmetodik

Referenssubstrat
Selektiv blodagar. [Se 1:11]
Egg-yolk-agar [Bilaga 1.1.16]
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Isolering

Bacillus vaxer pa blodagar efter aerob inkubering 1 dygn. Kontaminerande flora
i provet kan reduceras och sporer aktiveras om en del av provet far stai 37 °Cii
ett dygn for att underlétta sporulering varefter provet varmebehandlas vid 65 °C
i 15 minuter innan det stryks pa agarplattan.

Identifiering och minimikriterier

Bacillus cereus vaxer med stora typiskt raa kolonier vilka plockas och identifie-
ras genom mikroskopi. Pa egg-yolk-agar bildas en typisk opalescent utfallning
runt kolonierna.

Epidemiologisk typning
Gors bara vid utredningar med skadestdndsansprék samt vid matforgiftnings-
utredningar.

Det & daviktigt att stammarna har isolerats av ett ackrediterat |aboratorium med
sparbar metodik och att typning och pavisande av toxiner utfors av ett laborato-
rium ackrediterat for typningen eller toxinpavisningen. Kontakt bor omedelbart
tas med aktuellt livsmedelslaboratorium. Det & ocksa viktigt att flera kolonier
fran den aktuella patienten och det kontaminerade livsmedlet sparas, eftersom
béde patient och livsmedlet kan haflera kloner av samma bakterieart.

Kvalitetskontroll
Referensstam:
Bacillus cereus CCuG 10781

Svarsrutiner

Svarsrutiner nédr det géler Bacillus, Clostridium och Staphylococcus aureus
maste utformas individuellt for varje utbrott och da som en syntes av al till-
ganglig information

Laboratorierapportering
Inget krav pa rapportering enligt smittskyddslagen foreligger for vanlig matfor-
giftning, men va enligt livsmedel sférordningens (8)52:

En |&kare eller veterindr som finner grundad anledning att anta att matforgiftning
orsakats av att livsmedel vid yrkesméssig hantering férorenats av §ukdoms-
astrande bakterier eller nagot frammande dmne skall anméda detta till lanssty-
relse, smittskyddslékare och miljé- och hélsoskyddsndmnden. Detta géller dock
inte om anméalan skall goras enligt smittskyddslagen.
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Clostridium perfringens
Smittdmnet

Clostridium perfringens & en anaerob sporbildande grampositiv stav. C. per-
fringens ingér i den normala tarmfloran hos daggdjur och kan infektera kott vid
slakt. Den typiska matrétten vid matférgiftning med Clostridium perfringens &r
négon typ av langkok som gors i stor mangd t.ex. kétt/grénsaksgrytor, chili con
carne och &rtsoppa med flask. Aven inkokt lax och helstekt oxfilé/flaskfilé har
forekommit. De sporer av Clostridium perfringens som alltid finns pa det réa
kottet och gronsakernalrotfrukterna aktiveras vid upphettningen och Gvergar till
vegetativa celler nér temperaturen bérjar sjunka.

Optimumtemperatur for forokning av Clostridium perfringens ligger vid 43 °C -
47 °C, men tillvaxt kan ske mellan 20 °C-50 °C. Vanligaste felen & for 1angsam
avsvalning, for 13g temperatur vid varmhalningen eller placering pa buffébord
(utan varmhallning eller kokplatta).

Patogenes och patofysiologi

Sjukdom uppstér efter intag av féda innehdllande 108 viabla vegetativa celler
vilka sporulerar i tunntarmens akaliska miljé. Under denna process bildas ett
enterotoxin (CPE) som bildar en del av sporkappan. Det frigors da den sporule-
rande cellen lyserar och frigor sporen. Enterotoxinet binder till receptorer pa
tarmepitelet och astadkommer cytotoxisk skada.

Enterotoxinet aktiveras av trypsin. Det & varmelabilt och denaturerar vid tempe-
raturer over 53 °C. Att notera & att Clostridium perfringens normalt finns i
feces, men daintei s storamangder som vid en matforgiftning.

Symtom och klinisk bild

Matforgiftning med en C. perfringens stam som producerar enterotoxin har en
inkubationstid p& 8-16 timmar. Symtomen, som & buksmartor, kramper och
vattnig diarré, brukar avklingainom ett till tvadygn.

L aboratoriediagnostik

Allmént
(Se Bacillus cereus)
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Refer ensmetodik

Referenssubstrat
Anaerob selektiv blodagar [Se I:11]
Anaerob egg-yolk-agar [Se |:11]

I solering
Clostridium perfringens vaxer pa anaerob blodagar efter 1 dygn.

I dentifiering och minimikriterier

Clostridium perfringens bildar typiska dubbelhemolyserande kolonier pd an-
aerob blodagar. De har typiskt mikroskopiskt utseende efter gramférgning. Spo-
rer ses sédllan.

De kan ses som runda, of&rgade uppklarningar i bakteriecellen da de g gramfar-
gas.

Epidemiologisk typning
(Se Bacillus cereus)

Kvalitetskontroll
Referensstam:
Clostridium perfringens CCUG 1795

Svarsrutiner

Svarsrutiner nér det gdler Bacillus, Clostridium och Saphylococcus aureus
maste utformas individuellt for varje utbrott och da som en syntes av al till-
ganglig information

Laboratorierapportering
(Se Bacillus cereus)
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Staphylococcus aureus
Smittamnet

Staphylococcus aureus & en grampositiv kock som inte ¢verlever kokning.
Dé&remot &r det symtomgivande enterotoxinet varmestabilt. Manga personer kan
hysa denna bakterie och vanligtvis infekteras livsmedel efter tillagningen av
né&gon bérare i kokspersonalen. Stafylokock-enterotoxin bildas direkt i livsme-
del, ofta tidigare véarmebehandlade livsmedel, som hanterats med handerna (t.ex.
agghalvor, kokt skinka) och sedan fatt ligga framme for lange i rumstemperatur.
Enterotoxinbildning upphér vid temperaturer under 10 °C.

Patogenes och patofysiologi

Saphylococcus aureus bildar 8 olika enterotoxiner, typ A-l (g F). De & upp-
byggda pa et likartat sitt som TSS-toxinet (tidigare enterotoxin F) och &r liksom
detta superantigener med formaga att kraftigt aktivera kroppens immunsystem.
Det & inte nérmare kant hur toxinet verkar, men det tycks inte vara kopplat till
egenskapen superantigen da TSSinte ger diarré.

Symtom och klinisk bild

En matforgiftning med S. aureus debuterar inom 1-6 timmar med valdsamma
krékningar. Kramper & vanliga och diarré brukar folja efter/samtidigt med
krakningarna. Allmantillstandet ar kraftigt paverkat.

L aboratoriediagnostik

Allmant
(Se Bacillus cereus)

Referensmetodik

Referenssubstrat
Blodagar [Se|:11]
Fenolmannitagar [Se|:11]

I solering
Staphylococcus aureus vaxer pa fenolmannitagar efter 1 till 2 dygn.

I dentifiering och minimikriterier

Staphylococcus aureus vaxer med typiskt gula kolonier pa fenolmannitagar. De
verifieras med Dnas-test och koagulas aternativt med kit for protein A och
clumping factor. Referensmetod &r rérkoagulas.
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Pavisande av enterotoxinbildning hos Staphylococcus aureus utfors vid refe-
renslaboratoriet.
Livsmedelsverket erbjuder &ven en enterotoxin ELISA.

Epidemiologisk typning
(Se Bacillus cereus)

Kvalitetskontroll
Referensstam:
Saphylococcusaureus  CCUG 17 621

Svarsrutiner

Svarsrutiner nér det gdler Bacillus, Clostridium och Saphylococcus aureus
maste utformas individuellt for varje utbrott och da som en syntes av al till-
ganglig information

Laboratorierapportering
(Se Bacillus cereus)
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Clostridium botulinum
Smittamnet

Clostridium botulinum &r strikt anaeroba, grampositiva sporbildande stavar som
producerar ett sukdomsframkallande neurotoxin.

C. botulinum-sporer & vanligt férekommande i miljon. Bakterierna kan 1&tt
odlas fram frén t.ex. jord och sediment i dammar och sjoar, men &ven frén intes-
tinaltrakten hos vissa djur, inklusive fisk, samt frén vaxter som vuxit i kontami-
nerad jord. Clostridium botulinum-sporer & varmeresistenta och tal langvarig
kokning.

Botulism & en séllsynt sjukdom men 1200 fall av infantil botulism rapportera-
desi USA &ren 1976-1996. Under perioden 1997-2001 rapporterades inget fall i
Sverige. Clostridium botulinum har emellertid uppmérksammats som potentiel It
agens vid bioterrorism.

Minst sju serologiskt distinkta varianter av botulinumtoxin har identifierats,
benamnda typ A - G. Botulinumtoxin produceras nastan uteslutande av C. bo-
tulinum, aen om fall av infantil botulism orsakade av botulinumtoxin typ E-
producerande C. butyricum stammar liksom adult botulism orsakad av typ F-
producerande C. baratii finns dokumenterade. Botulinumtoxin typ G produceras
av C. argentinense (tidigare C. botulinum typ G). Det &r framfor alt typerna A,
B och E, och i enstaka fall aven typerna F och G, som associeras med sjukdom
hos ménniska, medan typerna C och D associeras med sjukdom hos djur. Alla
typer av botulinumtoxin & vérmelabila och forstors vid 100 °C. Toxinet ut-
sondras efter autolys som en enkel peptidkedja med relativt 1&g biologisk akti-
vitet. Det aktiveras genom klyvning av proteolytisk enzym till tva peptidkedjor
forenade genom en disulfidbrygga, en s.k. A+B-struktur.

Patogenes och patofysiologi

Botulinumtoxinet & specifikt for neuroner och blockerar frisditning av nerv-
transmittor-substansen acetylkolin fran de neuromuskuldra andplattorna, vilket
leder till slappa pareser och i svarafall forlamning av andningsmuskulaturen.

LD 50 &r 0,001 nmy/kg och mortaliteten vid obehandlad botulism ca 5-10 %.
Symtom och klinisk bild

Tre kliniska huvudgrupper av botulism kan urskiljas:
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1. Klassisk botulism som matforgiftning (lat. botulus, korv) efter intag av
fodoamnen med det redan fardighildade toxinet. Klassiska symtom pa
matburen botulism inkluderar dubbelseende, tal- och svéjningssvarig-
heter, muntorrhet och muskelsvaghet. Symtomen visar sig generellt 18
till 36 timmar efter smittillfélet, men det kan variera mellan 6 timmar
och 10 dagar. Méanga ganger foregas de klassiska symtomen av illa-
méende, krakningar, diarré och ibland forstoppning.

2. Spadbarnsbotulism orsakad av kolonisering och toxinbildning i tarmen
hos barn under ett &. Obstipation samt storningar i sug- och svélj-
formagan & tidiga symtom hos spadbarn. Symtomdebuten sker van-
ligtvis 4 till 18 dagar efter tarmkol onisering.

3. Sarbotulism orsakad av toxinbildning i sar infekterade med sporer. Sar-
botulism & den minst vanliga formen.

Provtagning

For diagnostik rekommenderas serum ca 10 mL, eller 20 mL helblod utan till-
sats; misstankta livsmedel och matrester och ev. uppkrakt material eller mag-
innehall, ca 50 gram av vardera. Transporterasi sterilt, eller valdiskat, karl/burk
med téttslutande lock.

Matforgiftning: Generellt pavisas toxin l&tast fran livsmedel och matrester.
Vanligtvis & det endast i mycket alvarliga fall av matburen botulism som toxin
kan pavisasi patientens blod.

| fatalafall kan toxin eventuellt pavisas postmortem i blod, lever och mjdlte.

Infantil botulism: Generellt pavisas toxin i feces. Endast i mycket allvarliga fall
av infantil botulism kan toxin pavisasi barnets blod.

For diagnostik rekommenderas feces utan tillsats, s3 mycket som majligt, dock
minst en halv fecesburk, serum, s& mycket som mojligt, dock minst 1 mL (vilket
krévs for att utesluta férekomst av botulinumtoxin i provet), eller minst 2 mL
helblod.

Transport: Prov skickas omgéende. Botulinumtoxin & varmekandigt varfor det
ar viktigt att prov foérvaras kylt fram till - och under transport. Dessutom kan
botulinumtoxin brytas ner i matvaror och feces som forvaras vid rumstempera-
tur, vilket kan gora pavisning omgjlig.
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Referensmetodik

Allméant

OBSERVERA! Clostridium botulinum-diagnostik & specialdiagnostik som
endast utférs vid vissa laboratorier efter dverenskommelse. Vid misstanke om
botulism skall laboratoriet alltid kontaktas innan prov skickas. Diagnostik utfors
t.ex. vid Mikrobiologiska laboratoriet i Lund.

Analys av C. botulinum-medierad sjukdom omfattar ofta bade toxinpavisning
och odling av organismen. Toxin och bakterier kan pavisasi feces |ang tid efter
sjukdomsdebuten.

Pavisning av botulinumtoxin: gors efter trypsinaktivering. Polyvalent neutralise-
rande antiserum anvands for verifiering av toxinférekomst och specifikt neutra-
liserande antisera for bestémning av toxintyp.

Mus toxin/neutralisationstest & referensmetod for toxinpavisning.

Riktad odling avseende C. botulinum gors anagrobt pa selektivt medium. Identi-
fiering baseras pa biokemiska tester och toxinpavisning.

Svar srutiner

Svar pa positiv toxintest kan vid matburen botulism vanligtvis erhdllas pafal-
jande dag och vid spadbarnsbotulism (och sarbotulism) efter 2 till 4 dygn efter
det att provet omhandertagitsi laboratoriet.

Positiv toxintest telefonbesvaras omgaende. Bestamning av toxintyp tar ytterli-
gare 1till 3 dygn efter det att botulinumtoxin pavisats.

Negativ toxintest besvaras tidigast efter 3 dygn (matburen botulism) till 7 dygn
(spédbarnsbotulism).

Laboratorierapportering

Botulism & anmalningspliktig enligt Smittskyddsforordningen A 2 for savé
laboratorium som behandlande |&kare.

REFERENSER
Midura TF, Update: Infant botulism. Clin Microbiol Rev 1996;9:119-125.
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Tabell 21. Diagnostisk odling, 6versikt
(for en detaljerad beskrivning och diskussion hénvisas till respektive diagnostiskt avsnitt)

Provtagning
Agens Provmaterial  Transport Under sbkning Substrat Diagnostiskt batteri
Salmo- -fecesprov pd  Transporttid < 24 -Odling med anrikning  XLD (HE) DC Rappaport Minimikriterier:
nella steril prov- timi RT, <48i kyl av prov i transport- T37°C T 37°C T 41,5°C Mannit (Durhamrér) LD, H,S,
tagningspinne medim <48 h (kyl) 1dygn 1dygn till XLD  ONPG, Indol, Urea. Agglutina
i Amiestrans- - - efter tion: polyvalent O-antiserum
portmedium. 2 dygn 1dygn
Alter nativ/komplement:
- fecesprov Transporttid <6tim  Odling med anrikning OD, fag, MUCAP, APl 20E
RT, <24 ikyl av feces <24 tim (kyl) (motsv) LPS-ELISA (04,09)
Misstankta kolonier sprids pa
MacConkey
Shigella  -fecesprovpd  Transporttid < 24 Odling av prov i XLD (HE) DC Minimikriterier:
steril prov- timi RT/kyl transportmedium. —37°C —37°C Mannit (Durhamrdr), LD, H,S,
tagningspinne Inom 24 tim 1dygn - ONPG, Indol, Urea, API 20E
i Amiestrans- - 2 dygn (motsv)
portmedium. -
Alter nativ/komplement:
- fecesprov Transporttid <6timi  Odling av feces OD, VP, rérlighetstest, agglu-

RT/kyl

samma dag som pro-
vet tages.

Misstankta kolonier sprids pa
MacConkey

tination i monospecifikt anti-
serum. Pavisande av virulens-
plasmid med PCR




Provtagning

Agens Provmaterial Transport Under sbkning Substrat Diagnostiskt batteri
Yersinia  -fecesprov pd  Transporttid <24 tim Odling med anrikning  CIN Minimikriterier:
steril prov- i RT, <48 kyl av prov i transport- ~28-30°C Mannit (Durhamrdr), LD, H,S,
tagningspinne medium <48tim (kyl) ONPG, Indol, Urea, APl 20E
i Amiestrans- 2 dygn (motsv), eskulin. Agglutination:
portmedium. - Serotypspecifikt (03, 09) antise-
Odling med anrikning rum (fr&n MacConkey)
- fecesprov Transporttid <6timi  av feces<24tim (kyl)  Misstankta kolonier renstrykes pa Alter nativ/komplement:
RT,<24i ky| MacConkey och CIN VP (22 °C, 37 OC), Rhamnos,
Salicin, Melibios, Sackaros,
autoagglutination (22 °C, 37
°C) pyrazinamidas, oxidas
Campylo- -fecesprovpd  Transporttid <24 timi Odling av prov i CCDA Minimikriterier/Alternativ:
bacter transportpinne  RT, <48 kyl transportmedium <48 ™ 42 °C (37°C) Mikroskopi, omspridning med
i Amiestrans- tim (kyl) 2 dygn och utan mikroaerofil miljo,
portmedium Odling av feces<6tim oxidas, katalas (jejunum/coli).
(kyl) Misstankta kolonier renstryks patva  Hippurat, pavisande av hip O
CCDA gen med PCR (for speciesdiff.)
-fecesprov Transporttid <6timi  Odling med filter- CCDA utan antibiotika for iso-

RT, <24 kyl

teknik for isolering av
C. upsaliensis, C. fetus
och C. hyointestinalis

lering av C. upsaliensis; 37 °C
inkubering fér isolering av C.
fetus; H,-milj6 for isolering av
C. hyointestinalis




Provtagning

Diagnostiskt batteri

Agens Provmaterial Transport Under sbkning Substrat
EHEC -fecesprov pA  Transport <24timi  Odling och ev anrik- SMAC BPVBuffrat Minimikriterier:
transportpinne  RT, <48 kyl ning av prov i trans- —37°C peptonvatten Verifiering av E. coli
i Amiestrans- portmedium < 48 tim 1dygn T37°C  Pévisande av resp. malgen med
portmedium (kyl) PCR+ och misst.kolon. 1 dygn PCR Agglutination med O 157
-fecesprov Transporttid <6 tim  Odling och ev. anrik- ev. BPV SMAC SMAC IMS
i RT,<24timi kyl ning av feces< 6tim - -
(kyl) IMS  PCR,0157
Vibrio -fecesprov pd  Transporttid <24tim  Odling av prov i TCBS,Blodagar Minimikriterier:
transportpinne i RT, <48 kyl transportmedium <48 “37°C Biokemiskt testbatteri
i Amiestrans- tim (kyl) 1dygn Agglutination
portmedium. Odling med anrikning - Ev. toxinpavisning
avfeces<6tim (kyl)  Missténkta kolonier renstryks pa
-fecesprov Transporttid <6 tim i TCBS och blodagar.
RT,<24i kyl
Clostri- -fecesprov pd  Transporttid <24tim Odling fran pinnei CCFA Minimikriterier:
dium transportpinne i RT, <48 kyl transportmedium eller 737 °C anaer. Isolat: Morfologi, mikroskopi,
difficile i Amiestrans- doppad i feces<48tim 2 dygn lukt, fluorescens.
portmedium (kyl) Toxin: 50 % av cellerna paver-
kandlig cellinje EIA kade konfirmeras med neutrali-
-fecesprov Transporttid <6timi  toxinbestdmning —37°C sation.

RT, <24 kyl

neutralisation om cytotox

EIA: enl tillverkares anv.




PARASITOLOGI
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| ntestinala protozoer

Inledning

De viktigaste parasitéra orsakerna till diarré & infektioner orsakade av Enta-
moeba histolytica och Giardia intestinalis. Diarré kan ocksa orsakas av ett flertal
andra protozoer t.ex. Cryptosporidium parvum och Cyclospora cayetanensis samt
av microsporidia. Taxonomin, speciellt for protozoer, & komplex och under
sténdig omvérdering. Som en véagledning for |asaren presenteras i tabell 22 ett
forenklat taxonomiskt schema dér aven vardagsnamn &r insatta.

Vissamaskar (omnamndai tabell 23) &r ocksa relaterade till tarmsymtom.

Vid protozoinfektioner orsakade av E. histolytica och G. intestinalis dominerar
trofozoitformen vid kraftig diarré. Cyststadiet blir vanligare och trofozoiterna
forsvinner allteftersom avféringen blir fastare (Fig 14). Som rutinmetod for
pavisande av cystor och maskagg anvands formalin/etylacetat-koncentrering.
Med denna metod pavisas dock € trofozoiter. For trofozoitpavisning maste
provet antingen granskas i direkt anslutning till provtagningen (farskprov) eller
fixerasi speciafixativ och permanentférgas.

FAST

MILU K

1L01%

YATTNIG LOITER

Figur 14. Distribution av cystor och trofozoiter i férhallande till feces-konsisten-
sen.

D& méanga parasiter utsdndras intermittent rekommenderas upprepad provtagning
vid kvarvarande kliniska besvér (se referenser). Ett schema med anvisningar
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rérande val av understkningsmetod, provmaterial och rekommenderat antal prov

presenterasi Fig 15.

Mikroskopisk pavisning av intestinala parasiter

INDIKATION

MIKROSKOPI

-Halsokontroll

efter utlandsvistelse

Cystor/maskéagg
X1

-Diarré efter
utlandsvistelse

-Diarréutbrott pa
institution )

Kronisk diarré
>1-2méan

-Blodig slemmig diarré
-Misstankt .
amoba-dysenteri

Diarré vid
immunsuppression

Eosinofili efter
tropikvistelse

H Cystor/maskégg I—Vid negativt —p! Cystor/maskégg
prov
X2 ’
Cystor/maskégg
+
, L i i Cryptosporidium
Vvid tivt
| Cystor 99 ! ::g: IVt Cyclospora
X2 Isospora
+
Trofozoiter
Cystor/maskégg
+
Cryptosporidium
Cyclospora
Isospora
+ X X Giardia-
Trofozoiter ——f—Vid negativt . trofozoiter i
X2 prov duodenalsaft
Cystor/maskégg
i Amadba-
Trofozoiter —f— Vid negativt (' trofozoiter i
X2 prov rektalskrap
Cystor/maskéagg
+
Cryptosporidium
Cyclospora
Isospora
+
Microsporidia
X2-3 .
Strongyloides-
isolering
Cystor/maskégg Vid negativt
X2-3 prov

Schistosoma-

Analklada H Tejpprov I

g1

rektalbiopsi

Vid fynd av Ent.

b

cystor eller trofozoiter i("or;{;kta SMI for
speciesdifferentiering med PCR

Figur 15. Mikroskopi

sk pavisning av intestinala parasiter
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REFERENSER:
Cartwright CP. Utility of multiple-stool-specimen ova and parasite examinations in a
high-prevalence setting. J Clin Microbiol 1999;37:2408-2411.

Hiatt RA, Markell EK, Ng E. How many stool examinations are necessary to detect
pathogenic intestinal protozoa? Am J Trop Med Hyg 1995;53:36-39

Marti H, Koella JC. Multiple stool examinations for ova and parasites and rate of false-
negative results. J Clin Microbiol 1993;31:3044-3045.
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TABELL 22. Forenklat taxonomiskt schema for parasitiska tarmprotozoer.
Rike: Animalia
Underrike: Protozoa

Stam/ Ciliater Koccidier Mikrosporidier
Fylum: SARCOMASTOGOPHORA Ciliophora Apicomplexa Microspora
Amadbor Flagellater Kinetofrag- Sporozoea Microsporea
Klass: Lobosea Zoomastigophorea minophorea
Ordning: Amoebida Tricho- Diplomo- Trichosto- Eucoccidia Microsporida
monadida nadida matida
Under- Tubulina Blasto- Pansporo- Apansporo-
Ordning: cystina blastina blastina
Familj: Entamo- Monocer- Hexami- Balanti- Crypto- Eimeriidae
ebidae comona- nitidae diidae sporidiae
didae
Slékte: Entamo- Blasto- Dienta- Giardia Balanti- Cryptospo- Isospora Pleistophora Nosema
eba cystis moeba dium ridium Sarcocystis Encephalitozoon
Cyclospora Enterocytozoon
Vittaforma
Art: E. histo- | B. hominis* | D.fragilis | G. intesti- B. coli C. parvum 1. belli Pleistophora N. connori
Iytica nalis S hominis Spp. E. cuniculi
E. dispar C. cayeta- Trachi- E. hellem
nensis pleistophora E. bieneusi
pp. E. intestinalis
V. corneae

*taxonomi for B. hominis & under debatt.

Baserad p& Atlas of human protozoa, edited by E.G. Rondanelli and M. Scaglia, Masson, 1993.



Tabell 23. Sammanstalining 6ver maskar som kan orsaka intestinala infektioner

(till genusniva), identifiering av mask-
segment for speciesdifferentiering

Rekommen- | serologi, *

Intestinala symtom/ derad morfo- | diagnostiskt

Par asit Feces fynd ovrigasymtom | Morfologisk diagnostik logisk metod | vérde

Trematoder

Heterophyes hete- | mild diarré med mukus mikroskopisk pavisning av &gg i feces C/M 2 -

rophyes

Schistosoma spp blodig diarré vid kronisk katayama feber, | mikroskopisk pavisning av &gg i feces CIM +++
infektion leverfibros

Fasciolopsisbuski | massiv infektion ger diarré mal absorption mikroskopisk pavisning av &gg i feces C/IM -
och buksmértor

Cestoder

Diphyllobothrium | utsdndring av maskdelar B12 brist—me- | identifiering av maskdelar, mikrosko- C/IM -

latum gablastisk anemi | pisk pavisning av &gg i feces

Hymenolepisnana | vanligtvisinga, diarré vid - mikroskopisk pavisning av &gg i feces C/IM -
massiv infektion

Taenia spp utsdndring av masksegment - mikroskopisk pavisning av 8gg i feces CIM -




infektion; rektalprolaps

Rekommen- | serologi, *
Intestinala symtom/ derad morfo- | diagnostiskt
Parasit Feces fynd ovrigasymtom | Morfologisk diagnostik logisk metod | vérde
Nematoder
Anisakis simplex magsmarta, illaméende, krék- | pseudotumor i mikroskopisk pavisning av larver i +
ning magsacken biopsi eller vomitus
Ascarislumbricoi- | relateradetill antalet maskar; | symtom fran mikroskopisk pavisning av dgg i feces, CIM +
des obstruktion av tarm, gallgang | migrerande lar- | identifiering av mask
och appendix ver, eosinfila
lunginfiltat
Capillaria philip- diarré, steatorré malabsorbtion mikroskopisk pavisning av 8gg i feces CIM -
pinensis
Enterobiusvermi- | analklada, vulvovaginit mikroskopisk pavisning av dgg identi- Tejpprov -
cularis fiering av mask
Hakmask vanligtvisinga, men kan ge anemi, eosinfila | mikroskopisk pavisning av &gg i feces CIM -
(Ancylostoma duo- | buksmaértor initialt lunginfiltrat (8gg av A. duodenalisoch N. america-
denalis, Necator nus gér g att skilja morfologiskt)
americanus)
Srongyloides ster- | diarré mal absorbtion, mikroskopisk pavisning av larver i feces CIM ++
coralis hyperinfektion eller duodenal sekret, isolering av larver enterotest,
vid immunsup- frén farsk feces isolering
presion
Trichuristrichiura | Ingasymtom vid Idggradig Dysenteri- mikroskopisk pavisning av &gg i feces C/IM -
infektion; diarré vid massiv | syndrom

! serologi: - saknar diagnostiskt vérde; +, ++, +++ gradering av diagnostiskt vérde

2 C/M = formalin/etylacetat koncentration av cystor och maskagg i feces




Utredningsgang for pavisande av parasiter i feces

" Cystor/maskéagg" (se aven Bilaga 6)

Koncentrationsmetod (vanligen formalin/etylacetat) for fram for allt cystor av
Entamoeba histolytica/dispar och Giardia intestinalis samt diverse maskégg
(utom Enterobius vermicularis-dgg). Metoden utfors vid de flesta parasitolo-
giskalaboratorier i Sverige.

Observera att trofozoiter endast i undantagsfall pavisas med denna metod.

Enterobius vermicularis-8gg pavisas i tejpprov. Metoden utfors vid de flesta
parasitologiska laboratorier i Sverige.

Cryptosporidium parvum pavisas/verifieras med Ziehl-Neelsen-fargning. Cyc-
lospora cayetanensis och Isospora belli oocystor kan pévisas bade med koncen-
trationsmetod och Ziehl-Neelsen-fargning. Metoderna utférs vid de flesta para-
sitologiska laboratorier i Sverige.

Trofozoiter av Entamoeba histolytica/dispar pavisas enklast i " farskprov”
(examineras inom 1 timme) eller med Trikrom-férgning av SAF-fixerat prov.
Trofozoiter med intracelluléra erytrocyter indikerar Entamoeba histolytica.

Trofozoiter av Dientamoeba fragilis pavisas med Trikrom-fargning (eller annan
permanentfargning). Trikromfargning utfors endast vid ett fatal laboratorier,
exempelvis Mikrobiologen, Huddinge Universitetssukhus och Parasitologisk
diagnostik, SMI.

Microsporidia-sporer pavisas med forstarkt Trikrom-fargning eller Uvitex-
fargning och utfors endast vid ett fatal laboratorier, exempelvis Parasitologisk
diagnostik, SMI1 och Mikrobiologen, Huddinge Universitetssjukhus.

Strongyloides-larver kan pévisas med koncentrationsmetod eller direktmikro-
skopi, men isolering av larver har storre kénslighet. Isolering utfors endast vid
ett fatal laboratorier, exempelvis Mikrobiologen, Huddinge Universitetssjukhus.

Anvisningar for provtagning och provtransport varierar vid olika parasitolo-
giska laboratorier och kan skilja sig fran i denna skrift angiven referensmetodik.
Kontakta aktuellt laboratorium for vidare information.
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Blastocystis hominis

Smittamnet

Trots att det gétt mera an 90 & sedan Blastocystis hominis for forsta gangen
beskrevs & mycket rérande denna organism fortfarande oklart. Genom studier
pa 1970-talet faststélldes att B. hominis & en protozo, och g en svamp som
tidigare foreslagits, men fortfarande & taxonomin under debatt. Ett flertal rap-
porter beskriver genetiska subtyper av Blastocystis hominis men &n sa lange har
ingen subtyp specifikt kunnat kopplas till rapporterad sjukdom.

Livscykel, patogenes och patofysiologi

Blastocystis hominis livscykel &r g helt klarlagd men i aktuell litteratur anges att
en cystform (morfologiskt svardefinierad) forekommer. Intagna cystor antas
excystera under inverkan av magsaft och enzymer pa liknande sétt som Giardia-
cystor (Stenzel 1996). Det &r ¢ klarlagt om denna parasit & patogen eller apato-
gen eller férslagsvis endast patogen under vissa omstandigheter. Biopsier visar
vanligen att Blastocystis inte invaderar kolonslemhinnan, men att 6dem och
inflammation av slemhinnan kan férekomma. Atskilliga rapporter har framhallit
att Blastocystis orsakar symtom endast nar ett stort antal organismer kan pavisas,
medan andra g funnit sddana samband.

Symtom och klinisk bild

Huruvida denna organism orsakar symtom eller g &r foljaktligen en kontrover-
siell fraga. Ett anta rapporter visar pa ett samband mellan gastrointestinala
symtom, sasom magsmartor, illamaende och diarré, och fynd av Blastocystis
hominis medan andra forfattare g funnit nagot sadant samband. B. hominis &
vanlig hos homosexuella man, bade med och utan HIV-infektion, men betydel-
sen av dessafynd &r g klarlagd.

Provtagning och transport
Se under provtagningsanvisningar.

L aboratoriediagnostik

Allmant
B. hominis-infektion diagnostiseras genom mikroskopisk pavisning av organis-
men.
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For rutindiagnostik anvénds mikroskopi av jodférgat preparat efter forma-
lin/etylacetat koncentrering. Denna metod & dock inte optimal for att pavisa
forekomst av B. hominis. Organismerna koncentreras daligt och i vissa fall kan
man se betydligt farre B. hominis efter koncentrering an innan (Miller 1988).

Refer ensmetodik

Mikroskopi

De morfologiska detaljerna och déarmed de olika formerna av Blastocystis homi-
nis studeras bast i permanentférgat preparat (Bilaga 6) och denna metod bor
anvandas om man specifikt onskar studera B. hominis.

Morfologiska kriterier

Morfologin & mycket varierande och flera olika former av B. hominis finns
beskrivna; altifran amdboid form till cystform. Diagnostiken grundar sig dock
vanligtvis p& den runda vakuoliserade formen. Den varierar kraftigt i storlek,
frén 6 till 40 pm, och uppfylls till stor del av en "central body" (en vakuollik-
nande kropp) samt har en eller flera perifera karnor. Den stora variationen bade
vad det galler morfologi och storlek innebér att Blastocystis manga ganger forbi-
ses vid mikroskopisk bedémning.

Alter nativa diagnostiska metoder

Indian ink férgning
Blastocystis hominis omges av en "slemkapsel”. Inférgning med indian ink ger
en uppklarningszon runt Blastocystis-organismen sa att man &t kan skilja dem
frén andra cystor av liknande storlek. Enkel metod som dock € anvandsi nagon
storre utstrackning.

Epidemiologisk typning
Utfors g.

Svar srutiner
Blastocystis hominis pavisade/ej pavisade.

Flera forfattare rekommenderar att utsvar av Blastocystis hominis skall graderas
i riklig, méttlig eller sparsam forekomst. Vardet av en dylik utsvarsrutin &r tvek-
samt da sambandet mellan symtom och antal Blastocystis-organismer € &r helt
klarlagt. Om en sadan svarsrutin anvands bor grunden vara ett permanentfargat
utstryk och e mikroskopi efter koncentrering da organismerna koncentreras i
varierande grad.
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Laboratorierapport

Blastocystis hominis & & anméalningspliktig och ingdr inte i den frivillig labo-
ratorierapportering

REFERENSER:
Garcia L, Bruckner DA. Intestina Protozoa: Amebae. Diagnostic Medical Parasitology.
2nd ed. Washington: American Society for Microbiology 1993;6-30.

Lebbad M, Naé&s J, Tjernstrom K. Parasiter pa daghem. Svenska L &karsillskapets Riks-
stdmma, 24-26 november 1998, Goteborg.

Miller RA, Minshew BH. Blastocystis hominis; an organism in search of a disease. Rev
Inf Dis 1988;10:930-938.

Stenzel DJ, Boreham PFL. Blastocystis hominis revisited. Clin Microbiol Rev
1996;9:563-584.

Zierdt CH. Blastocystis hominis-past and future. Clin Microbiol Rev 1991;4:61-79.
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Balantidium coli

Smittamnet

Balantidium coli & den enda ciliat och samtidigt den stérsta protozo som kan
infektera manniska. Parasiten férekommer globalt, infektionen & vanlig hos
svin i tropiskt och subtropiskt klimat samt hos primater. Infektion hos ménniska
& sallsynt och oftast forknippad med dalig omgivningshygien.

Livscykel, patogenes och patofysiologi

B. coli har en enkel livscykel med en cyst- och en trofozoitform. Intagna cystor
excysterar i tarmen under paverkan av magsaften. Parasiter finns framfor allt i
tjocktarmen. Balantidium trofozoiter har dock kapacitet att invadera tarmvéggen
och ge upphov till djupa abscesser fyllda med sonderfallna celler. | séllsyntafall
kan spridning ske utanfor tarmen till lymfkortlar, lever, lungor och urogeni-
taltrakt.

Symtom och klinisk bild

Infektionen &r oftast asymtomatisk eller subklinisk. | enstaka fall forekommer
svérare symtom som kolit, magsmartor eller 1angvarig diarré och viktminskning.
Invasiv balantidiosis med ulceration av tjocktarmen &r férknippad med blodig
diarré som kan paminna om amdbadysenteri.

Provtagning och transport
Se under provtagningsanvisningar

L aboratoriediagnostik

Allmant

Diagnostiken baserar sig pa pavisning av parasiter i feces. Efter fargning med
jod kan cystor pavisas i koncentrerat prov fran fast eller formad feces. Trofozo-
iter pavisas enklast i "farskprov” taget vid diarré. Identifiering av trofozoiter i
permanentfargade preparat kan vara svart. De stora och tjocka trofozoiterna blir
ofta Gverfargade och & omdjliga att identifiera pa basen av morfologiska kan-
netecken. De kan ocksa forvaxlas med maskagg.

Refer ensmetodik

For pavisning av cystor rekommenderas understkning av koncentrerad feces i
ljusmikroskop (Bilaga 6.1). B. coli & den stérsta protozo som har pavisats hos
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manniska och kan upptéckas med samma férstoring som anvands for mikrosko-
pering av mask&gg. For pavisning av trofozoiter, som endast forekommer i
slemmig eller blodig feces, rekommenderas undersokning av féarskprov. For
utférande av "farskprov” se under "pavisning av trofozoiter” i Entamoeba his-
tolytica-avsnittet.

Morfologiska kriterier

Parasiten identifieras med hjdlp av storlek och form. Ovala trofozoiter (30-200
mm X 40-60mm) & beklédda med ett tjockt lager av korta cilier. Ciliernas stan-
diga rérelse kan vara till stor hjdlp vid identifiering av trofozoiter. Inuti cellen
finns en makro- och en mikrokérna samt tva stora vakuoler. | framre anden finns
en "cellmun” och vid bakre &nden en "cellanus’. Cystorna & ovala, 40-60 mm,
och kan innehélla likadana karnor som trofozoiterna. Pa grund av sin storlek kan
de l&tt forbises eller forvaxlas med maskégg.

Alter nativa diagnostiska metoder

Histol ogiska fargningsmetoder
Paraffin- eller fryssnitt av tarmbiopsi kan permanentféargas med hematoxylin-
eosin och undersokas med avseende pa forekomst av trofozoiter.

In vitro odling av feces

In vitro odling & mgjlig att utforai xenisk kultur med tillsats av bakterier. Me-
dier for xenisk odling av Entamoeba (t.ex. Jones) & anvandbara. Metoden har
begransat anvandningsomrade for diagnostik.

Epidemiologisk typning
Utforsg.

Kvalitetskontroll

Referensmaterial i form av formalin-fixerad feces innehdllande Balantidium-
cystor och trofozoiter finns tillgangligt pa Sektionen for Parasitologisk Diag-
nostik, PMV, SMI.

Svarsrutiner
Cystor/trofozoiter av Balantidium coli pavisade/ej pavisade.

Laboratorierapportering

Balantidium coli & f anmélningspliktig och ingér inte i den frivilliga laborato-
rierapporteringen.
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Cryptosporidium parvum

Smittamnet

Cryptosporidium & en intracelluldr protozo som beskrevs redan for 100 & se-
dan, men som under det foljande halvseklet har ront litet intresse da den betrak-
tades som ointressant bade ur ekonomisk och medicinsk synvinkel. P4 1970-
talet kom rapporter om diarré hos kalvar orsakad av Cryptosporidium och dven
enstaka humanfall beskrevs. Efter 1982 da Cryptosporidium+-infektion associera-
des med diarré hos aidspatienter har denna parasit emellertid uppméarksammats
altmer och nu &ven beskrivits i samband med turistdiarré, vattenburna utbrott
och utbrott pa daghem etc. Ett flertal olika species av Cryptosporidium finns
beskrivna men det & framforallt, Cryptosporidium parvum, som & férknippad
med human infektion. Av Cryptosporidium parvum finns tva genotyper
beskrivna, genotyp 1 (human) och genotyp 2 (bovin). Genotyp 1 &r strikt human
medan genotyp 2 kan infektera de flesta daggdjur inklusive ménniska

Livscykel, patogenes och patofysiol ogi

Manniskor och djur blir infekterade via intag av infektitésa oocystor. N&r oo-
cystor nér tunntarmen spricker de och sporozoiter frigérs. De rorliga sporozoi-
terna invaderar enterocyterna léngs tarmvéggen. Parasiten etablerar snabbt en
intracelluldr nisch som & unik for Cryptosporidium. Varje utvecklingsstadium
av parasiten sker inuti en vakuol i vardcellens mikrovillus, separerad fran vard-
cellens cytoplasma. Cryptosporidium har bade en asexuell forokningsfas som
leder till infektion av intilliggande celler och en sexuell fas som leder till bildan-
det av oocystor som utsdndras med feces. Cirka 20 % av oocystorna &r tunn-
vaggiga och orsakar tillsammans med merozoiter fran den asexuella foroknings-
fasen intern autoinfektion hos patienten. Detta & antagligen forklaringen till det
kroniska sjukdomsfdrlopp som kan utvecklas hos aidspatienter. Ovriga oocystor
& tjockvéggiga och resistenta mot omgivningens paverkan och till skillnad frén
Isospora och Cyclospora-oocystor & de infektiosa redan nér de utsdndras.

Histologiska preparat visar villusatrofi och mono- och polynukleéra infiltrat av
lamina propria. Det & okant hur Cryptosporidium, som & en icke invasiv para-
sit, kan orsaka sa kraftig inflammatorisk reaktion och destruktiv patofysiologi.
Négratoxiner som l&tt skulle forklara detta har inte pavisats.

Symtom och klinisk bild

Hos immunkompetenta individer orsakar Cryptosporidium en sjdvldkande men
otrevlig sukdom med vattentunn diarré vanligtvis utan blod. Inkubationstiden &r
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2 till 20 dagar och i §ukdomsbilden kan &ven krékning, viktminskning, mag-
kramp, muskelvark och feber inga | genomsnitt varar symtomen ett par veckor.
Cryptosporidium & ocksa en vanlig orsak till diarré hos sma barn i utvecklings-
lander, ofta associerad med malnutrition. Hos aidspatienter kan Cryptosporidium
orsaka en alvarlig koleralik sukdom som kréaver intravends rehydrering. Pa-
tienter vars CD4-vérde understiger 180 celler/uL riskerar att utveckla kronisk
kryptosporidios. Aven respiratorisk Cryptosporidium-infektion samt kolecystit
och pankreatit associerad med Cryptosporidium har beskrivits hos aidspatienter.
Inférandet av antiviral behandling av aidspatienter har starkt reducerat antalet
fall av kryptosporidios hos denna patientgrupp i vastvérlden.

Asymtomatiska och lindriga fall av kryptosporidios finns beskrivna i ala pa
tientgrupper. Det skulle delvis kunna férklaras med att de olika genotyper som
tidigare omnamnts varierar i virulens, men andra faktorer forknippade med den
enskilda patienten &r troligen ocksa av betydelse.

L aboratoriediagnostik

Allmant

Diagnostik av intestinal kryptosporidios grundar sig pa mikroskopisk pavisning
av oocystor i feces. Underdiagnostik av Cryptosporidium forekommer sannolikt
i Sverige d& understkningen maste begéras specifikt och € ingér i vanlig under-
sokning av "cystor och maskdgg". Oocystor av Cryptosporidium & namligen
sméa och svéra att upptackta i ofargat eller jodfargat vatpreparat. Vid riklig fore-
komst kan de dock observeras i sddana prov och senare verifieras med referens-
metod. Andra utvecklingsstadier dn oocystor kan pavisas i tarmbiopsi med his-
tologisk fargning men sadan utfors endast undantagsvis och stéller stora krav
béde pa bedémare och pa preparat.

Refer ensmetodik

Syrafast fargning (modifierad Ziehl-Neelsen) av koncentrerat fecesprov rekom-
menderas. Med denna metod pavisas dven oocystor av Cyclospora och |sospora,
koccidier som ger upphov till liknande sjukdomsbild.

Morfologiska kriterier

Med modifierad Ziehl-Neelsen férgning (Bilaga 6.2) férgas oocystorna i
varierande grad, fran ofargade "tommahdl" till rosa eller morkt réda. Kriterierna
for Cryptosporidium & oocystor, 4 - 6 um, innehallande 4 sporozoiter och
infargade enligt ovan. Oocystor i fecesprov som forvarats langre tid i formalin
kan efter hand tappa sin fargbarhet. Sporozoiterna syns g i ala oocystor men
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bor altid efterstkas da de utgor ett viktigt diagnostiskt kriterium. For att skilja
Cryptosporidium fran Cyclospora bor positiva fynd matas med métokular.

Alter nativa diagnostiska metoder

I mmuncytokemiska metoder

Efter reaktion med parasitspecifika antikroppar kan utsondrat Cryptosporidium-
antigen (ELISA) eller intakta oocystor (IFL) pavisasi feces. Immunfluorescens-
fargning med cystspecifika monoklonala antikroppar (Meridian, Cellab) har
visat att kanslighet och specificitet & hdgre an vid modifierad Ziehl-Neelsen
fargning (oocystor av Cyclospora fargas ). Nackdelen &r relativt korta hallbar-
hetstider for dyrbarakit samt att fluorescensmikroskop erfordras.

Nyligen har ocksa "stickor” for immunkromatografisk pavisning av Cryptospo-
ridium och Giardia i feces borjat saluforas. En nackdel & &n sd lange det hoga
styckepriset.

Nukleinsyredetektion

For nérvarande har PCR begrénsad anvandning for primérdiagnostik av kryp-
tosporidios. PCR-teknik for genotypning av Cryptosporidium har stor betydelse,
speciellt vid vattenburna utbrott. Utfors for nérvarande ) i Sverige.

Serologi
Bestémning av Cryptosporidium-antikroppar rekommenderas g for diagnosti-
ken. Serologi anvands framst vid epidemiol ogiska studier.

Epidemiologisk typning
Bestdmning av genotyp har stor betydelse vid utredning av speciellt vattenburna
utbrott. Utfors for nérvarande g i Sverige.

Kvalitetskontroll

Formalinfixerad feces innehdllande oocystor av Cryptosporidium kan erhéllas
frén Sektionen for Parasitologisk Diagnostik, PMV, SMI.
Cryptosporidium-oocystor ingar i UK-NEQAS utskick.

Svar srutiner

Oocystor av Cryptosporidium spp pavisade/ej pavisade.

Forutom C. parvum finns andra Cryptosporidium species med likartat utseende,
som kan infektera manniska. Darfor rekommenderas ovanstdende svarsrutiner
(Guyot 2001).
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Laboratorierapport
Cryptosporidium & & anméaningspliktig men ingér i den frivilliga laboratorie-
rapporteringen.

REFERENSER:
Clark D. New insights into human cryptosporidiosis. Clin Micro Rev 1999;12:554-563.

Current WL. GarciaLS. Cryptosporidios. Clin Micro Rev 1991;4:325-358.

Guyot K, Follet-Dumoulin A, Leliévre E, Sarfati C, Rabodonirina M, Nevez G, Cailliez
J.C, Camus D, Dei-Cas E. Molecular characterization of Cryptosporidium isolates ob-
tained from humans in France. J Clin Microbiol 2001;39:3472-3480.

Morgan UM, Pallant L, Dwyer BW, Forbes DA, Rich G, Thompson CA. Comparision of

PCR and microscopy for detection of Cryptosporidium parvum in human fecal speci-
mens: clinical trial. J Clin Microbiol 1998;36:995-998.
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Cyclospora cayetanensis

Smittamnet

Cyclospora cayetanensis & en relativt nyupptackt organism som forsta gangen
rapporterades fran Nya Guinea 1979. Man trodde da att det rorde sig om ett
nyupptackt species av Isospora. Under de féljande &ren gavs oocystor av Cyc-
lospora en méngd olika identiteter som svampsporer, blagréna alger, cyanobac-
teria like body (CLB), coccidia like body €eller stora Cryptosporidium. Konfir-
mering av genus skedde 1993 da man lyckades inducera sporulering och visa att
organismen var en protozo tillhérande koccidierna. Den gavs d& namnet Cyclos-
pora cayetanensis, och i efterhand kunde man se att tidigare beskrivningar éver-
ensstdmde med denna organism.

Livscykel, patogenes och patofysiologi.

Cyclosporas livscykel i ménniska & € helt kénd. Smitta sker genom intag av
infektiosa oocystor. Forekomsten av oocystor i feces indikerar att bade sexuell
och asexuell utveckling &ger rum. Histologiska fynd visar att Cyclospora ar en
intracelluldr organism i tunntarmens enterocyter. Inflammatoriska férandringar
och villusatrofi har observerats hos patienter med Cyclospora-infektion och
diarré. Exakt hur Cyclospora orsakar klinisk sjukdom &r g klarlagt.

Symtom och klinisk bild

Inkubationstiden fér cyclosporiasis & ungefér en vecka. Huvudsymtom &r vat-
tentunn, g blodig diarré med frekventa avforingar. Andra symtom &r trétthet,
aptitloshet, viktnedgang, flatulens, illamdende, krékningar, muskelvark och
l&ggradig feber. Obehandlad kan sjukdomen vara ett par dagar till manader eller
langre. Aidspatienter tenderar att fa ett allvarligare och mera langdraget forlopp
vid cyclosporiasis jamfort med immunkompetenta individer. Sjukdomsbilden
liknar den vid kryptosporidios men gér i motsats till denna att behandla. Asym-
tomatiska fall férekommer i b&da grupperna.

Provtagning och transport
Se under provtagningsanvisningar.

L aboratoriediagnostik

Allmant
Cyclospora diagnostiseras genom mikroskopisk pavisning av oocystor i feces.
Vanligen upptécks oocystorna i samband med undersokning av cystor/maskagg
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efter formalin-etylacetat koncentrering utan att Cyclospora specifikt efterfragats.
Sédana fynd bor verifieras med modifierad Ziehl-Neelsen fargning.

Referensmetodik

Vid specifik Cyclospora frégestalIning utfors mikroskopi av koncentrationsprov
(Bilaga 6.1) samt modifierad Ziehl-Neelsen fargning (Bilaga 6.2).

Morfologiska kriterier av oocystor i Ziehl-Neelsen fargning

Oocystorna, som méter 8-10 um i diameter, & syrafasta i varierande grad och
varierar frén of&rgade till rosa eller morkt roda. Of drgade oocystor har ett typiskt
“veckat” utseende. Vissa prov innehdller mycket fa oocystor som tagit farg och
det &r darfor viktigt att 1ara sig det karakteristiska utseendet pa of &rgade oocys-
tor. For att sarskilja Cyclospora-oocystor fran Cryptosporidium-oocystor, som
ocksd &r syrafastai varierande grad, & det nodvandigt att ha tillgang till kalibre-
rat métokular. Cryptosporidium-oocystor & 4-6 um i diameter.

Alternativa diagnostiska metoder

Autofluorescens

Cyclospora-oocystor ger bla autofluorescens under UV epifluorescens belysning
med 330 till 380 nm filter. Enkel metod med hog kénslighet som dock fordrar
speciell utrustning (Berlin 1998).

Sporulering

Det enklaste séttet att skerstélla genustillhdrighet &r sporulering. Oocystor som
forvaras i kaliumdikromat sporulerar efter 7 till 14 dagar i rumstemperatur.
Sporulerade Cyclospora-oocystor innehdller tva sporocystor med vardera tva
sporozoiter. Sporulerade oocystor kan studerasi vanlig ljusmikroskopi.

I mmuncytokemiska metoder och nukleinsyredetektion.
Dessa tekniker befinner sig pa forskningsstadiet.

Epidemiologisk typnig
Utforsg.

Kvalitetssakring
Cyclosporaingar i UK-NEQAS fecesutskick

Svarsrutiner
Oocystor av Cyclospora cayetanensis pavisade/ej pavisade.
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Laboratorierapportering

Cyclospora cayetanensis & € anmalningspliktig och ingdr inte langre i den
frivilliga laboratorierapporteringen.

REFERENSER:
Berlin OG, Peter JB, Gagne C, Conteas CN, Ash LR. Autofluorescens and the detection
of Cyclospora oocysts. Emerg Infect Dis 1998;4:127-128.

Eberhard ML, Pieniazek NJ, Arrowood MJ. Laboratory diagnosis of Cyclospora infec-
tions. Arch Pathol Lab Med 1997;121:792-797.

Soave R, Herwaldt B, Relman D. Cyclospora: Emerg Inf Dis 1998;12:1-12.
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Dientamoeba fragilis

Smittamnet

Dientamoeba fragilis & en intestinal protozo som trots sitt amtbalika utseende
réknas till flagellaterna. D. fragilis kénnetecknas framst av att trofozoitstadiet
har en eller tva karnor och att cyststadium saknas. Fastan D. fragilis upptécktes
redan 1909 &r denna parasit mycket lite studerad och forvanansvart lite ar kant
om transmission, epidemiologi och patogenicitet.

Livscykel, patogenes och patofysiologi

Smitta sker troligen genom intag av trofozoitstadiet, da nagot cyststadium hittills
g upptackts. D. fragilis dterfinns i tjocktarmen dar den kan orsaka laggradig
ytlig irritation av tarmmukosan. Inga hallpunkter for invasiv formaga har obser-
veras.

Symtom och klinisk bild

D. fragilis betraktas ofta som en harmlds parasit och de flesta infektioner &r
asymtomatiska, men den har ocksa forknippats med gastrointestinala symtom
framst i form av diarré och magsméartor. | manga fall sjavlaker infektionen inom
ett par veckor men langdragna besvér forekommer ocksa

Provtagning och transport
Se under provtagningsanvisningar.

L aboratoriediagnostik

Allmant

Diagnostik av D. fragilis-infektion sker genom mikroskopisk pévisning av tro-
fozoitstadiet av organismen. Avsaknaden av cyststadium hos D. fragilis har lett
till att denna parasit & starkt underdiagnostiserad i Sverige och andra lander dér
diagnostik av intestinala parasiter framst grundar sig pa undersokning av kon-
centrerat fecesprov med avseende pa cystor och maskéagg. Trofozoiter kan dock i
undantagsfall ses i koncentrerade prov och fordrar da specialfargning enligt
nedan for verifiering (Lindstrom 2000).

Refer ensmetodik

For diagnos av D. fragilis rekommenderas permanentféargning (trikrom eller
hematoxylin) av SAF-fixerat fecesprov. Trofozoiterna degenererar snabbt utan-
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for kroppen och feces maste blandas med SAF-fixativ snarast efter provtagning.
Permanentfargning gar g att utfora pa formalinfixerad feces. Trikromfargning
av trofozoiter finns beskriven i Bilaga 6.3.

Morfologiska kriterier

Cytoplasman hos D. fragilis-trofozoiterna fargas efter trikromfargning blekt gra-
rosa och karnorna fargas klart roda. Varje karna bestér av 4-8 kromatingranula
och saknar perifert karnkromatin. Trofozoiterna varierar i storlek frén 5 till 20
Km och det kan vara stora variationer i samma prov. Organismerna ser ofta
asymmetriska ut. D. fragilis & den enda intestinala amdbaliknande protozo dér
trofozoiterna kan ha tva kérnor. Ibland & dessa kérnor forbundna av en
"brygga’. Antalet trofozoiter som har tva karnor &r ofta storre &n de som har en
kérna. Cytoplasman & vanligen vakuoliserad och innehdller oftast bakterier.

Forvaxlingsparasiter: Trofozoiter av Endolimax nana, lodamoeba butschlii,
Chilomastix mesnilii samt Blastocystis hominis.

Alternativa diagnostiska metoder

Giemsafargning

Ett tunt utstryk av ett farskt fecesprov, som metanolfixeras och Giemsaférgas
har rekommenderats av UK-NEQAS som erséttningsmetod for trikromfargning
eller hematoxylinfargning p.g.a. det enkla utforandet. Anvéndningen & dock
begransad da de flesta anser att fargningen ger svarbeddmda preparat.

Férskprov

Mikroskopering av farskprov (nytaget fecesprov) anvands traditionellt for p&
visning av rorliga amobatrofozoiter. Svarigheten att identifiera D. fragilis-
trofozoiter i oférgat preparat begransar dock vérdet av féarskprovsundersokning
vad det gédller denna parasit.

Epidemiologisk typning
Ej aktuellt.

Kvalitetssakring
SAF-fixerad feces med trofozoiter av Dientamoeba fragilis kan erhdllas fran
Sektionen for Parasitologisk diagnostik PMV, SMI.

Svar srutiner
Trofozoiter av Dientamoeba fragilis pévisade/ej pavisade
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Laboratorierapportering

Dientamoeba fragilis & g anmalningspliktig och ingdr intei den frivilliga labo-
ratorierapporteringen.

REFERENSER:
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fragilis antibodies in children and recognition of a 39 kDa immunodominant protein
antigen of the organism. Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 1996;15:950-954.
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Entamoeba histolytica

Smittamnet

Den parasit, som da den beskrevs i borjan pa detta sekel, fick namnet " Enta-
moeba histolytica" &r i 5évaverket tva olika parasiter. Det har sedan lange varit
kéant att manga manniskor infekterade med "E. histolytica" g utvecklat symtom,
vilket under ménga &r tolkades som indikation pa en parasit med variabel viru-
lens. Redan 1925 foreslog dock Brumpt att det rorde sig om tva olika species, en
kapabel att orsaka invasiv sukdom och en annan som g orsakar sjukdom, vil-
ken han kallade Entamoeba dispar. Denna hypotes f6ll dock i gldmska fram till
1970-talet d& man med undersokningar av zymodem fraén 1000-tals olika amo-
baisolat visade att det verkligen rorde sig om tva olika organismer. 1993 publi-
cerades en formell omskrivning av den patogenainvasiva E. histolytica som helt
atskiljde den frén den apatogena icke invasiva E. dispar (Diamond 1993, WHO
1997). Studier fran olika delar av vérlden har visat att ca 90 % av de amo6bor
som pa grund av morfologisk bedémning kallats E. histolytica egentligen har
varit E. dispar.

Livscykel, patogenes och patofysiol ogi

Infektion av Entamoeba histolytica sker genom intag av parasitens cyststadium
via férorenad foda eller vatten. Cystor som passerat magsacken excysterar i
tunntarmen. Trofozoiterna etablerar sig i kolon dér de férokar sig genom binér
delning. Beroende pa olika faktorer sdval hos parasiten som hos varden kan
trofozoiterna invadera tjocktarmens vavnad. Trofozoiterna orsakar en fortunning
av slemhinnelagret foljt av forkortning av mikrovilli redan innan de féster vid
vévnaden. Lys av vérdceller sker vid direktkontakt med trofozoiterna. Dessa
bryter igenom lamina propria och det uppstar sar, ofta ndgot upphdjda med en
liten Gppning i slemhinnans yta med en storre flaskformad destruktion under
ytan. | lesionerna syns trofozoiternai gransskiktet mellan frisk och déd vavnad,
dade livnar sig palevande celler.

Vid diarré hinner inte trofozoiterna encystera vilket daremot sker vid langsam-
mare tarmpassage. Encysteringen sker under paverkan av okanda stimuli. Cys-
torna utsondras med feces och fullbordar darmed livscykeln. Cystorna kan
6verleva i omgivningen i flera veckor beroende pa temperatur och fuktighet.
Trofozoiterna & Kortlivade utanfér kroppen och Overlever inte heller passage
genom dvre mag-tarmkanalen.
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Genom spridning med blodet kan trofozoiter av E. histolytica infektera nastan
varje organ i kroppen men den vanligaste extraintestinala manifestationen &r
abscessi levern. Spridning till levern sker via portacirkulationen.

Symtom och klinisk bild

Det finns flera kliniska former av invasiv intestinal amdba-infektion: dysenteri
eler blodig diarré, fulminant kolit, amdbaappendicit och amdbom i kolon.
Dysenteri och diarrésyndrom stér for évervagande delen av fallen. Patienter med
dysenteri eller blodig diarré har tre till fem avféringar per dag med blodférgat
mukus eller tunnare blodig diarré. Feber och andra alménna symtom
forekommer vanligtvis inte i motsats till forhdllandet vid dysenteri orsakad av
bakterier (Espinosa-Cantello 2000). Fulminant amdbakolit & ett mycket
alvarligt tillstand med uttalade allmansymtom, som kan vara svér att skilja fran
ulcer6s kolit. Den dlvarligaste komplikationen vid invasiv amdbiasis &
perforation av tarmen med sekundar bakteriell peritonit.

Aven asymtomatisk intestinal infektion med verifierad férekomst av E. histoly-
tica férekommer.

En del infekterade patienter kan utveckla extraintestinal invasiv amdbiasis. Ge-
nom spridning med blodet kan trofozoiterna ge upphov till extraintestinala le-
sioner, framst i levern, men hematogen spridning kan ocksa ske till andra organ,
bl.a. lungor och hjarna.

Provtagning och transport
Se under provtagningsanvisningar.

L aboratoriediagnostik
Allmént

Diagnostik av intestinal amdéba-infektion har fram till nu framst grundat sig pa
mikroskopisk pavisning av parasiten i feces. Cystor pavisas vanligen efter
formalin/etylacetat koncentrering och trofozoiter i sk. farskprov. Da utsondring av
parasiter sker intermittent rekommenderas upprepad provtagning vid negativt fynd.
N&gon morfologisk referensmetodik for specifik identifiering av E. histolytica-
cystor finns for narvarande €, da cystformerna av E. histolytica och E. dispar &r

morfologiskt identiska. Differentiering av species kan ske med PCR-metodik.
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Endast forekomst av trofozoiter innehallande fagocyterade erytrocyter kan betraktas
som E. histolytica, ala andra fynd &r att betrakta som E. histolytica/dispar (WHO
1997).

I dentifiering till speciesniva/epidemiologisk typning

For identifiering av species (E. histolytica eller E. dispar) rekommenderas PCR.
Denna teknik utfors fér ndrvarande endast vid SMI. Metoden fungerar g till-
fredstdllande pa formalin- eller SAF-fixerat prov varfér ny provtagning erford-
ras.

Referensmetodik for morfologisk screening av Entamoeba histoly-
tica/dispar i feces

Péavisning av cystor
Cystor av E. histolytica/dispar pavisas i jodféargat preparat efter forma
lin/etylacetatkoncentrering (Bilaga 6.1). Observera att denna metod € ar 1amplig for
trofozoitpavisning.

Pavisning av trofozoiter

For pavisning av trofozoiter i feces s.k. farskprov, alternativt i slemhinneskrap taget
vid rektoskopi eller proktoskopi, fordras ett nytaget prov. D& provet maste underso-
kas sa snabbt som mdgjligt maste patienten befinna sig i nérheten av laboratoriet.
Fecesprov granskas med avseende pa slemmiga eller blodiga partier eftersom det &
troligast aft dessa delar innehdller trofozoiter. Materidlet dammas upp i lite
forvarmd 0,9 % natriumklorid och understks mikroskopiskt med avseende pa
rérliga trofozoiter. Vid fynd av amobatrofozoiter skall det alltid anges om intracel-
luléra erytrocyter patréffats och endast i dessa fall anges E. histolytica i svaret.
Ovriga trofozoiter som fyller nedan angivna morfologiska kriterier utsvaras
trofozoiter av E. histolytica/dispar.

D& undersbkning av “farskprov” gors pa g avdodat provmaterial maste storsta
forsiktighet iakttas i samband med handhavande av material. Vid kénd smittrisk kan
trikromfargning pafixerat (och darmed avdodat) provmaterial varaett alternativ.

Trikromférgning

Om farskprov g kan understkas inom rimlig tidsrymd (ca 1-2 timmar) eller pa
grund av infektionsrisk kan provmaterial fixeras i SAF-fixativ i direkt anslut-
ning till provtagningen och trikromférgning utforas senare, eventuellt skickas
till annat laboratorium. Trikromfargning (Bilaga 6.3) ger ett permanent preparat
men metoden finns for narvarande endast uppsatt vid ett fétal parasitologiska
laboratorier i Sverige.
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Morfologiska kriterier

Cystor av E. histolytica/dispar:

Fullt utvecklade cystor & sfériska och innehdller fyra karnor. Storleken kan variera
frén 10-16 um. Omogna cystor innehdller en eller tva karnor. Kérnorna har en liten
kompakt centralt beldgen karyosom och fint granulerat perifert kromatin. Unga
cystor innehdller ibland en koncentrerad glykogenmassa som tar upp jodfarg.
Avlanga kromatinkroppar med rundade andar kan forekomma.

Trofozoiter av E. histolytica/dispar:

Storleken kan variera mellan 20-40 um. Levande trofozoiter uppvisar progressiv
rorlighet; ektoplasman i form av hyalina fingerlika pseudopoder skjuts ut och
endoplasman “rinner dver” i pseudopoden varvid organismen forflyttar sig. |
ofargat upplégg syns inte kérnan, medan trikromférgade preparat i klassiska fall
visar en kérna med en liten kompakt centralt beldgen karyosom och med fint
granulerat perifert kromatin. Endast E. histolytica kan ta upp erytrocyter. Pavisning
av erytrocyter i trofozoiternas cytoplasma & en forutsditning for morfologisk
klassificering av trofozoiter som E. histolytica (Gonzalez-Ruiz et a., 1994).

Diagnostiska problem vid morfologisk diagnostik:

Vid bacillar dysenteri kan feces innehalla stora makrofager som paminner om
amobatrofozoiter, eftersom de kan innehdla erytrocyter och ha pseudopoder. De
ror sig dock ¢ "progressivt” som E. histolytica. Unga cystor av E. histoly-
tica/dispar med glykogenmassa kan férvaxlas med lodamoeba-cystor. De kan
emellertid 14t skiljas & om karnstrukturen studeras.

Cystor av E. hartmanni & morfologiskt identiska med E. histolytica/dispar men
skiljs fran dessa genom sin mindre storlek. Unga cystor av Entamoeba coli har
en till fyra kérnor liksom E. histolytica/dispar och det krévs noggrann observa
tion av kérnstruktur och eventuella kromatinstavar for att forvaxling g skall ske.

Alternativa diagnostiska metoder

Antigendetektion

TechLab E. histolytica test & framtaget for att specifikt identifiera E. histolytica
i fecesprov. Metoden bygger pa detektion av specifikt E. histolytica-adhesin
med ELISA. Testet & mycket specifikt men har 13g kanslighet. For optimalt
utbyte skall analysen utftras pa farska fecesprov (inom 24 timmar), vilket be-
gransar anvandbarheten.
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I mmuncytol ogiska metoder

Monoklonala antikroppar riktade mot E. histolytica-trofozoiter har tagits fram
vid nagra laboratorier. Metodiken har begransad anvandbarhet i rutindiagnostik
déa den kraver initial uppodling av trofozoiter. Aven monoklonaler som fungerar
patrofozoiter i formalinfixerad feces finns beskrivna men finns g kommersiellt
tillgangliga. Monoklona antikroppar mot cyststadiet av E. histolytica & under
utveckling men finns € heller de kommersiellt tillgéngliga. Metoden &r efter-
langtad for differentiering av E. histolytica/dispar.

Nukleinsyredetektion med PCR

Specifika sokfragment fér E. histolytica finns beskrivna. Metoden &r tidskré
vande och rekommenderas for nérvarande g for primérdiagnostik utan endast
for speciesidentifiering av redan pavisad E. histolytica/dispar.

Serologi

Serologi rekommenderas for diagnostik av extraintestinal amoebiasis. Flera
serologiska metoder finns att tillga. Forekomst av antikroppar mot E. histolytica
pévisade med immundiffusion i agarosgel (Ouchterlonys metod) & diagnostisk,
men metodens sensitivitet vid invasiv amoebiasis & bara ca 60 %. Med kansli-
gare metoder sdsom ELISA och immunfluorescens & kansligheten hogre, 80-90
%, dock med risk for minskande specificitet.

Serologisk diagnostik av intestinal amoebiasis har begransad anvandning och
bor kombineras med mikroskopi. Antikroppstitrarna kan vara l&ga och darmed
svara att tolka. Vid intestinal invasiv amoebiasis & kansligheten med serologisk
metodik ndgot |agre an vid extraintestinala infektioner. Fynd av amdba i fecesi
kombination med positiv serologi kan tala for intestinal amobainfektion.

Kvarstéende forhojda titrar av serumantikroppar mot E. histolytica kan ses hos
individer fr&n endemiska omréden och gora serologisvaren svartolkade. | tidigt
stadium av invasiv amoebiasis kan serologin vara negativ.

Kvalitetskontroll
Entamoeba histolytica/dispar-cystor ingdr i UK-NEQAS fecesutskick.

Svarsrutiner
Trofozoiter alternativt cystor av E. histolytica/dispar pavisade/ej pavisade.

OBS Enbart trofozoiter som innehdller intracelluldra erytrocyter kan utsvaras:
trofozoiter av Entamoeba histolytica (med intracellul&ra erytrocyter) pévisade.
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Laboratorierapportering

Entamoeba histolytica skall anmélas enligt smittskyddslagen, Grupp A.1.
REFERENSER:

Diamond LS, Clark CG. A redescription of Entamoeba histolytica Schaudinn, 1903

(Emended Walker, 1911) separating it from Entamoeba dispar Brumpt, 1925. J Euk
Microbiol 1993;40:340-344.

Espinoza-Cantello M, Martinez-Palomo. Pathogenesis of intestinal amebiasis: from
molecules to disease. Clin Microbiol Rev 2000;13:318-331.
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Giardiaintestinalis

Smittamnet

Giardia intestinalis (synonymer: G. lamblia och G. duodenalis) & en flagellat
som férekommer universellt och tillhdr de vanligaste tarmparasiterna identifie-
rade hos méanniska. Giardia upptacktes forst av Antony van Leeuwenhoek ar
1681 men man sdg da inte nagot samband mellan sjukdom och Giardia fére-
komst. Tva hundra & senare beskrev Vilem Lambl den pa nytt som human
tarmparasit férknippad med diarré.

Livscykel, patogenes och patofysiologi

Parasiten har en enkel livscykel med en cyst- och en trofozoitform. Cystor in-
tagna med mat eller dryck excysterar under enzymatisk paverkan av magsaften
och 1&gt pH. Trofozoiter koloniserar tunntarmen och livnér sig pa slemhinne-
sekret. Forokning sker utan att tarmvéggen invaderas. Trofozoiter faster tétt vid
slemhinnan och kan orsaka slemhinneirritation och i vissa fall forkortning eller
atrofi av villi, vilket paverkar upptag av fodoamnenai tarmkanalen. Utveckling
av cystor (encystering) framkallas troligen av minskad kolesterol- och gallsats-
halt. Infekterade personer utsondrar infektiosa cystor i feces.

Symtom och klinisk bild

Giardia-trofozoiter féster vid slemhinnan i tunn- och tolvfingertarmen och kan
orsaka gastrointestinala symtom som illaméende och diarré utan blodtillbland-
ning samt trotthet. Utspand buk, uppkordhet och flatulens & ocksa vanliga
symtom. Svérare symtom forekommer hos sma och undernérda barn. Langvarig
diarré kan vara forenat med villusatrofi, malabsorption och uttalad viktnedgang.
Vissa individer & asymtomatiska men utsondrar cystor i feces. Skillnad i geno-
typ har associerats med skillnader i symtom.

Provtagning och transport
Se under provtagningsanvisningar.

L aboratoriediagnostik

Allmant

Diagnostiken baseras pa identifiering av parasiter i feces. Eftersom infekterade
personer utsondrar cystor intermittent i feces, bor understkningen upprepas vid
negativt fynd. Cystor kan pévisas i koncentrerat fecesprov efter fargning med
jod eller efter immunhistokemisk férgning med parasitspecifika antikroppar.
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Diagnostiken kan &ven ske genom pavisning av trofozoiter i feces eller duode-
nal sekret.

Referensmetodik

Specifik referensmetodik med hog sensitivitet ("golden standard”) saknas. For
pavisning av Giardia-cystor rekommenderas undersokning i ljusmikroskop av
jodférgat preparat efter formalin/etylacetatkoncentrering (metodbeskrivning
Bilaga 6.1). For pavisning av trofozoiter rekommenderas SAF-fixerat material
fargat med trikromférg (Bilaga 6.3).

Morfologiska kriterier

Cystor och trofozoiter i fargade preparat kan kannas igen pa basen av storlek
och form. Trofozoiter (10-20 mm x 5-15mm) i permanentférgat preparat har
typisk droppliknande form med tva karnor, fyra par flageller och karakteristisk
sugskdl. Cystorna &r ovala (8-12 mm x 7-10 mm) och kan innehdlla en till fyra
karnor, glykogenansamlingar och tva avlanga strukturer som harstammar fran
sugskalen samt rester av flageller.

Alternativa diagnostiska metoder

Pavisning av rorliga trofozoiter

Farskt fecesprov eller duodenalaspirat kan undersokas direkt i ljusmikroskop for
pavisning av rorliga trofozoiter. Samma material kan ocksa fixeras med SAF
och trikromférgas.

Undersokning av tarmbiopsi

Imprintpreparat fran tarmbiopsi kan permanentfargas med Giemsa och underso-
kas med avseende pa forekomst av trofozoiter. Metoden har mindre kanslighet
an undersokning av feces och rekommenderas om Giardia-cystor inte kan pavi-
sasi feces.

Undersokning av duodenalaspirat och tarmbiopsi bér ses som kompletterande
metoder till pdvisning av parasiten i feces.

I mmunocytokemiska metoder

Efter reaktion med parasitspecifika antikroppar kan utsondrat Giardia-antigen
(ELISA) éler intakta cystor (IFL) pavisas i feces. IFL-test med cystspecifika
monoklonala antikroppar beskrivs som en mycket specifik och sensitiv metod
for pavisning av G. Intestinalis-cystor i feces (t.ex. Meridian kit, Cell-lab kit).
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Nackdelen &r relativt dyrbara kit med kort hallbarhet samt att fluorescensmikro-
skop erfordras.

Nyligen har ocksa "stickor” for immunkromatografisk pavisning av Cryptospo-
ridium och Giardia i feces borjat saluforas. En nackdel & &n sd lange det hoga
styckepriset.

Nukleinsyredetektion

PCR-metodik finns beskriven for pévisning av Giardia. For primardiagnostik
frén feces har metoden annu s 1ange begransad anvandbarhet och utfors inte for
rutindiagnostik.

Serologi

Pavisning av serumantikroppar har liten betydelse eftersom analysen har &g
specificitet och sensitivitet samt inte kan skilja mellan farsk och gammal infek-
tion.

Epidemiologisk typning

I likhet med Cryptosporidium, kan genotypning av Giardia vara av betydelse
vid vattenburna utbrott. PCR-metodik finns beskriven for pavisning av Giardia-
cystor i vatten men metoden utfors g for nérvarande i Sverige.

Kvalitetskontroll
Giardia-cystor och trofozoiter ingar i UK-NEQAS fecesutskick.

Svar srutiner

Cystor/trofozoiter av Giardia intestinalis pavisade/ej pavisade.
Laboratorierapportering

Giardia intestinalis & anmalningspliktig enligt smittskyddslagen, Grupp A.2.
REFERENSER:

Garcia L.S., Bruckner D.A. (1997). Diagnostic Medical Parasitology. American Society
for Microbiology, Washington D.C., Third edition.

Kulda J., Nohynkova E. Giardia in humans and animals.In : Parasitic protozoa. Ed.by
Kreier J.P., Academic Press, Second ed., 1995;10:225-423.

Smittsamma sjukdomar 2001. Epidemiologiska enhetens arsrapport. SMI-tryck 136-2002
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| sospora belli

Smittamnet

Isospora belli &r en intracellulér protozo som liksom Cryptosporidium och Cyc-
lospora réknas till koccidierna. Ett flertal andra Isospora species férekommer
hos olika déggdjur, men ménniska & den enda kénda vérden for | sospora belli.
Den koccidie som i &dre litteratur bendmndes Isospora hominis &r i sédlva ver-
ket inte ett Isospora species utan synonym med Sarcocystis hominis eller S,
suihominis.

Livscykel, patogenes och patofysiologi

Smitta sker genom intag av sporulerade (infektidsa) oocystor. Dessa excysterar i
tunntarmen och de frigjorda sporozoiterna penetrerar epitelcellerna. Den intra-
celluldralivscykeln pdminner om den som ses vid kryptosporidios men i motsats
till Cryptosporidium kan Isospora ga djupare in och invadera lamina propria
Det & oklart pa vilket sitt |sospora-organismerna astadkommer slemhinne-
lesioner. Av de fa patientbiopsier som har studerats har flertalet visat varierande
grad av slemhinneforstérelse. Eosinofila celler har observerats i stort antal i
lamina propria. De oocystor som utsdndras med feces & i regel osporulerade,
d.v.s. g infektiosa.

Symtom och klinisk bild

Experimentell 1sospora-infektion har visat en inkubationstid pa ca atta dagar.
Symtomen vid isosporiasis inkluderar tunn oblodig diarré, steatorré, feber, illa-
maende, krakningar, intorkning och viktminskning. Eosinofili kan férekomma.
Obehandlad kan sjukdomen bli |angdragen. Immunsuppremerade, speciellt aids-
patienter far liknande men i regel allvarligare symtom. Disseminerad isosporia-
sis finns beskriven hos aidspatienter.

Provtagning och transport
Se under provtagningsanvisningar.

L aboratoriediagnostik

Allmant

Isospora belli diagnostiseras genom mikroskopisk pavisning av oocystor i feces.
Vanligen upptécks oocystorna i samband med undersokning av cystor och
maskéagg efter formalin/etylacetat koncentrering utan att | sospora specifikt efter-
frégats.
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Refer ensmetodik

Mikroskopi

Vid specifik Isospora-frégestalining utfors mikroskopi av koncentrationsprov
(Bilaga 6.1) samt modifierad Ziehl-Neelsen fargning (Bilaga 6.2). Granskning
av vatpreparat bor ske med val avblandat ljus, d& oocystorna &r mycket skira och
|étta att forbise.

Morfologiska kriterier

Oocystorna & ovala, ca 20-33 x 10-19 um. Farsk feces innehéller vanligen
omogna oocystor med en hopdragen sporont eller eventuellt ett sporoblaststa-
dium med tva celler. Mogna oocystor innehdllande tva sporocystor med vardera
fyra sporozoiter kan ses i ofixerad feces som fatt sta minst ett dygn efter prov-
tagning. Med Ziehl-Neelsen fargning fargas oocystvagg och innehdll i varie-
rande grad. Fynd av Charcot-Leyden kristaller har rapporterats i samband med
Isospora belli.

Forvaxling kan ske med olika murkelsporer vars form och storlek paminner
nagot om |sospora-oocystor.

Alter nativa diagnostiska metoder

Autofluorescens
Isospora-oocystor autofluorescerar och lyser intensivt bldtt vid 330-380 nano-
meter. Enkel och kénslig metod om utrustningen finnstillgénglig (Berlin 1997).

Epidemiologisk typning
Utfors g.

Kvalitetskontroll
Isospora belli ingér i fecesutskick fran UK-NEQAS.

Svar srutiner
Oocystor av Isospora belli pavisade/ej pavisade.

Laboratorierapportering

Isospora belli & e anméalningspliktig och ingér inte langre i den frivilliga labo-
ratorierapporteringen.
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REFERENSER:
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Microsporidia

Smittamnet

Microsporidia & sma, intracelluldra sporformande protozoer som kan infekterai
stort sett alla grupper av djur, speciellt insekter, fiskar och déggdjur. Microspo-
ridia &r ett icke taxonomiskt samlingsnamn for en synnerligen artrik parasit-
grupp med upp till 1000 kénda species. Atskilliga karakteristika tyder p& att
microsporidia &r relaterade till svamp (fungi). Hittills & sju genera kdnda som
kan infektera méanniska: Brachiola, Encephalitozoon, Enterocytozoon, Nosema,
Vittaforma, Pleistophora och Trachipleistophora. Bland dessa & tva species,
Enterocytozoon bieneusi och Encephalitozoon intestinalis (tidigare Septata
intestinalis) de vanligast forekommande. Bada &r relaterade till tarmsymtom.

Livscykel, patogenes och patofysiologi

Det infektitsa stadiet av microsporidia & sporen, vilken i de flesta fall utsdndras
med feces. Smitta sker troligtvis genom intag eller inhalering av sporer. Sporen
innehdller en karakteristisk rullad poltréd som kan "skjutas ut" och penetrera
cellvaggen varvid det infektitsa sporinnehdllet injiceras i cellen. Microsporidia
multipliceras inuti vardcellens cytoplasma, dér &en sporproduktion ager rum.
Sporer ackumuleras inuti cellen tills den brister varvid frislgppta sporer kan
infektera intilliggande celler eller utstndras via feces, urin eller sekretion fran
luftvégarna. Sporerna har en kraftig vagg som skyddar dem mot omgivningens
pafrestningar.

E. bieneusi och E. intestinalis infekterar enterocyternai tunntarmen. De histolo-
giska fynden varierar fran normala villi till allvarlig epitelial degeneration. E.
intestinalis infekterar &en lamina propria, inkluderande endotelceller, fibrob-
laster och makrofager. Detta kan kanske vara forklaringen till dess formaga att
disseminera.

Symtom och klinisk bild

Mikrosporidios drabbar framst aidspatienter, speciellt vid mycket 1aga CD4 -
véarden.

E. bienusi-infektion hos HIV-patienter & associerad med kronisk diarré, aptit-
|6shet och viktminskning. Avféringen &r 16s till vattnig, € blodig och utan fe-
kala leukocyter. Diarrén tenderar att forvarras med tiden och med &foljande
malabsorption och viktminskning vilket leder till ett Iangdraget, forsvagande
sjukdomstillstand. E. bieneusi-infektion kan ocksa ge upphov till magsmértor,

176



illamaende och feber orsakade av atfoljande kolangit och kolecystit. Enstaka fall
av pneumonit och rhinosinuit orsakade av E. bieneusi har ocksa rapporterats.

E. intestinalis ger upphov till liknande intestinala och bilidra symtom som E.
bieneusi. E. intestinalis kan éven disseminera, speciellt till njurarna. Andra rap-
porterade manifestationer &r sinuit, bronkit, keratokonjuntivit, prostatit och ure-
trit.

Nér det galler 6vriga microsporidia species & dessa g relaterade till intestinal
infektion och antalet rapporterade fall &r betydligt lagre an for de tva ovan
namnda. For Klinisk manifestation vid infektion med olika species, se tabell 24.

Tabell 24.

Microsporidia species

Klinisk manifestation

Enterocytozoon bieneusi
Encephalitozoon intestinalis
(tidigare Septata intestinalis)

Encephalitozoon hellem

Encephalitozoon cuniculi

Vittaforma corneae (syn.
Nosema corneum),
N. ocularum

Brachiola vesicularum,
Trachipleistophora hominis
Pleistophora sp.

Diarré, kolangit, kolecystit,
(luftvégar séllsynt)

Diarré samt spridning till 6gon,
luftvégar och urinvégar

Ogoninfektion, infektion av luftvagar och
urinvégar

Ogoninfektion, infektion av luftvagar, urin-
végar och CNS

Ogoninfektion

Muskelinfektion

Provtagning och transport

Se under provtagningsanvisningar.
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L aboratoriediagnostik

Allméant

Diagnostik av intestinal mikrosporidios bygger pa detektion av parasiten i feces,
tunntarmsbiopsi eller annat adekvat provmaterial. Med utvecklingen av icke
invasiva metoder for pavisning av mikrosporidiesporer i feces har laboratorie-
diagnostiken av intestinal mikrosporidios betydligt forenklats (Corcoran 1995).
Tidigare var elektronmikroskopi (EM) av biopsimaterial den enda diagnostiska
metod som stod till buds. EM & fortfarande standardmetod for identifiering av
mikrosporidier till genus/speciesnivd, men da det & en tidskravande metod som
kraver béde specialutrustning och specialkunskaper & anvandbarheten inom
rutindiagnostik begrénsad.

Referensmetodik for screening i feces

For screening av mikrosporidiesporer i feces rekommenderas modifierad trik-
romfargning (Bilaga 6.4). Metoden kan dven anvandas for pavisning av sporer i
annat provmaterial sdsom urin, égonskrap, sputum etc. D& mikrosporidiesporer
& mycket sma krévs ett mikroskop med hog optisk kvalitet for att diagnostiken
skall kunna utféras korrekt.

I dentifiering till genus och speciesniva /epidemiologisk typning
For identifiering till genus- och speciesniva rekommenderas EM eller PCR.

Morfologiska kriterier vid trikromférgning.

Med modifierad trikromférgning férgas mikrosporidiesporerna vackert ceris-
réda. Sporerna & antingen runda med en oférgad vakuol, eller ovala med ett
diagonalt "bdte". Fynd av sporer med detta karakteristiska utseende &r det diag-
nostiska kriteriet. Storleken pa sporerna skiljer ndgot: E. bieneusi sporer & ca 1
X 1,5 um och E. intestinalis-sporer 1,5 x 2,0 pm men da inbordes storleksvaria-
tion forekommer & denna storleksskillnad € tillracklig for att skilja de bada
arterna &. D& dven bakterier och svampar kan fargas roda ar det mycket viktigt
att de morfologiska kriterierna uppfylls.

Alter nativa diagnostiska metoder

Calcofluor, Uvitex

Ett flertal fluorokromer (bl.a. Uvitex, calcofluor white), vilka binder till kitinet i
sporvaggen, anvands for pavisning av microsporidia. Dessa & enkla metoder
vilka dock kraver UV-mikroskop med speciafilter for avlasning. D& dven andra
organismer kan férgas & det mycket viktigt att de for metoden karakteristiska
kriterierna uppfylls (van Gool 1993).
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I mmuncytol ogiska metoder

Monoklonala antikroppar riktade mot E. intestinalis och E. bieneusi for specifik
pavisning av sporerna finns framtagna, men & &nnu g tillgangliga fér kommer-
siellt bruk.

Nukleinsyredetektion

Specifika sokfragment for olika microsporidia species finns publicerade. An-
vandningsomrédet av PCR har tidigare begransats av att biopsimaterial erford-
rats, men alt eftersom enklare metoder for DNA-extraktion av feces framkom-
mit har anvandningsomradet vidgats (Fedorko 1996).

Histokemiska fargningsmetoder for biopsimaterial

| tunntarmsbiopsier som fargats med rutin-hematoxylinfargning & det svart att
upptécka de olika utvecklingsstadierna av mikrosporidier. Andra fargmetoder
t.ex. giemsaférgning och gramfargning har gett béttre resultat. Aven de ovan
ndmnda férgningsmetoderna (Trikrom, Uvitex, Calcofluor) har visat sig 1amp-
ligafor inféargning av biopsimaterial, dock férgas enbart sporer.

Kvalitetskontrall
Referensmaterial i form av formalinfixerad feces innehdllande mikrosporidie-
sporer finns tillgangligt pa SMI.

Svar srutiner
Sporer av Microsporidia pavisade/ej pavisade.

Laboratorierapportering

Microsporidia & € anmalningspliktig och ingér inte langre i den frivilliga labo-
ratorierapporteringen.
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Virala tarmpatogener

Inledning

Akuta diarrésjukdomar & en av var tids storsta hélsoproblem. Fortfarande orsa-
kar diarrésukdomarna vérlden dver signifikant morbiditet och framforallt i u-
land bland barn under 5 & signifikant mortalitet. Annu fler barn utvecklar kro-
nisk undernéring och suboptimal tillvéxt som foljd av diarrésjukdomarna.
Véarlden dver orsakar virus merparten av de akuta diarrésjukdomarna hos barn
men &r ocksa vanligt forekommande bland vuxna.

Foljande virus orsakar gastroenterit hos barn och vuxna:

Rotavirus grupp A, B och C

Cadlicivirus (Norwalk-liknande och Sapporoliknande)
Adenovirus (typ 40 och 41)

Astrovirus

Andra typer av virus kan identifieras i feces dér diarré ar ett delsymtom i en
sjukdomsbild med symtom frén flera andra organ:

Poliovirus
Enterovirus
0 Coxsackie A ochB
o Echovirus
0 Enterovirus 68-71
Adenovirus (typ 1-39, 42-49)
Hepatit A

| det féljande beskrivs smittdmnet, patogenes, patofysiologi, kliniska symtom
samt aktuell |aboratoriediagnostik for respektive virus som orsakar gastroenterit
hos barn och vuxna. Med referensmetodik menas i det foljande den metodik mot
vilken nya analysmetoder utvérderas. Det innebdar € att detta & den
forhdrskande metodiken pa viruslaboratorierna. Det innebar € heller med
nodvandighet att referensmetodiken & den mest kénsliga Déremot bor
specificiteten vara mycket hog.
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Rotavirus

Smittamnet

Rotavirustillhér virusfamiljen Reoviridae och &r ett icke holjebérande virus med
en diameter om 70-75 nm. Rotavirus genom innehdller 11 segment av dubbel-
strangat RNA som kodar for sex strukturella proteiner (VP1-4, VP6-7), fem
icke-strukturella proteiner (NSP1-5) och ett virat RNA-beroende RNA-
polymeras.

Humant rotavirus indelas i tre immunologiskt och genetiskt skilda undergrupper
(A-C). Alltsedan rotavirus forst pavisades 1973 har elektronmikroskopi (EM)
anvants for att diagnostisera dessa virus. Det bor dock pdpekas att EM inte kan
anvandas for att differentiera mellan de olika rotavirus grupperna (A-C) dade ar
morfologiskt identiska. De kan endast skiljas & med immunologiska eller
genetiska metoder.

Grupp A rotavirus & den vanligast férekommande undergruppen. Rotavirus
grupp A har i ett flertal studier visat sig vara den enskilt viktigaste orsaken till
akuta gastroenteriter hos barn 6ver hela varlden. | Sverige & grupp A rotavirus
ocksa den mest betydelsefulla patogenen hos barn med akut diarré och orsakar
45-50 % av alla gastroenteriter bland sjukhusvardade barn med akut gastroenterit.
Ett flertal genotyper av rotavirus grupp A har identifierats hos méanniska (G1-4, 6
och 8-9). | Sverige har genotyper faststallts med PCR i tv& mindre studier och i
béda identifierades G1 som den vanligaste genotypen (Johansen et. al.). Genotyp
8 eller 9 har ¢ identifieratsi Sverige men & vanligai t.ex. Sydafrika

Grupp B rotavirus har hittills endast pavisats i Kina och Indien i samband med
stora epidemiska utbrott &ven om serologiska data tyder pa att virus finns dven
utanfor dessa lénder. | motsats till grupp A rotavirus drabbas huvudsakligen
aldre barn och vuxna.

Grupp C rotavirus pavisades for forsta gngen i Sverige s sent som 1997. Flera
fall av grupp C rotavirus har nu identifierasi Sverige bl.a. som orsak till ett stort
gastroenterit utbrott pa en militar forlaggning. | motsats till grupp A rotavirus
ser det ut som om grupp C rotavirus framforallt drabbar &ddre barn och vuxna
(Nilsson et. al.).
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Patogenes

Den patofysiologiska mekanism som utldser den ibland omfattande diarrén vid
rotavirusinfektioner & inte kand. Virus infekterar de mogna enterocyterna i
tunntarmen, vilket resulterar i att enterocyterna stéts bort och ersétts av omogna
celler frén kryptorna, vilket i sin tur leder till en forkortning av tarmvilli och en
hyperplasi av kryptorna. En hypotes & att diarrén framst & en férsvars-
mekanism och inte priméart en tarmskada orsakad av virus. En annan hypotes &r
att den villusatrofi som rotavirus orsakar leder till malabsorbtion och osmotisk
diarré. Morfologiska studier pa& djur och ménniska har dock visat att endast ett
begrénsat antal enterocyter i tunntarmen &r infekterade och det borde rimligen
inte kunna orsaka de mycket stora vétskeforluster som ibland kan ses. Tre andra
tankbara verkningsmekanismer har nyligen fored agits:

Rotavirus kodar for unikt enterotoxin. Vid virusreplikation bildas férutom de
strukturella proteiner som slutligen formar viruspartikeln ocksa ytterligare fem
s.k. icke-strukturella proteiner med varierande funktioner (NSP 1-5). Ett av
dessa, enterotoxinet NSP4, forméar inte bara inducera diarré utan ger dessutom
upphov till antikroppar som skyddar mot diarré vid administration av virus oralt
i djurmodell.

Rotavirus okar Cl-sekretionen. Vid rotavirusinfektion in vitro dkas den cyto-
plasmatiska Ca’"-koncentrationen, och en association mellan kalciumokningen
och en 6kad Cl-sekretion fran kryptorna har tidigare rapporterats.

Rotavirus stimulerar det enteriska nervsystemet. Nya svenska data (L undgren et.
al.) visar att det enteriska nervsystemet &minstone deltar i véatskeutsondringen
vid rotavirusinducerad diarré. Vilken av ovan beskrivha mekanismer som spelar
storst roll in vivo &terstér dock annu att se.

Symtom och klinisk bild

Rotavirus grupp A-C overfors fekalt-oralt och i undantagsfall genom aerosol-
spridning. Inkubationstiden & 1-3 dagar och symtomen brukar upphéra inom 5-8
dygn. Rotavirus grupp A orsakar vanligen gastroenterit hos barn i ldrarna mellan
6 manader och 2 &rs alder. | vissa miljoer & asymtomatiska neonatala i nfektioner
med rotavirus vanliga, vilket ofta resulterar i naturlig immunitet. Saval yngre
barn som &dre individer som vardas pa nagon form av institution kan drabbas av
en nosokomia rotavirus grupp A-infektion. Rotavirus grupp A-infektioner &r
ocksa associerade med en signifikant mortalitet framst i u-lander dar ca 600 000
dodsfall intraffar per & men enstaka dodsfall forekommer dven i Sverige. Orsa-
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ken till dodsfallen & huvudsakligen cirkulatorisk chock efter akut alvarlig de-
hydrering. Ett flertal studier har visat att praktiskt taget ala barn vérlden dver
fore 3 ars dlder har genomgatt en rotavirusinfektion. Barn i i-lander ateringjuknar
sdllan vid reexponering for virus trots att fyra serotyper & vanligt férekommande,
medan barn i u-lander behéver genomga minst tva infektioner for att bygga upp
skydd mot en symtomatisk reinfektion. Det har ocksa visats att &terkommande
exponering & nodvandigt for att vidmakthalla immuniteten. Trots att ett flertal
noggrant genomfoérda kliniska studier genomférts saknas fortfarande ett entydigt
matt p& immunologiska parametrar, som indikerar kliniskt skydd. Troligen spelar
immunitet formedlad av antikroppar (sigA och 1gG) storst roll vid skydd mot
reinfektion medan cellmedierad immunitet &r viktig vid lakning av en pagdende
infektion.

Rotavirus grupp B har aldrig identifieratsi Sverige men kan ge en koleraliknande
symtombild. Rotavirus grupp C ger en mildare form av gastroenterit an grupp A.

L aboratoriediagnostik

Allmént

Rotavirus grupp A diagnostiseras rutinmassigt med EM och immunologiska
metoder som ELISA och agglutinationstester. For epidemiologiska utredningar
anvands RNA gel elektrofores och PCR.

Diagnostik av rotavirus grupp B kan utféras vid SMI med RNA gel elektrofores.
For narvarande finns inga kommersiella test for pavisande av rotavirus grupp B.

Diagnostik av rotavirus grupp C utférs for nérvarande vid SMI med PCR och
RNA gel elektrofores. For narvarande finns inga kommersiella test for pavi-
sande av dessa virus.

Referensmetod

Elektronmikroskopi (EM) och/eller gruppspecifik ELISA (Bilaga 4.1) &r re-
ferensmetoder for pavisande av rotavirus. Rotavirus partiklar diagnostiseras med
EM direkt i fecesprovet med negativ kontrastteknik. Metoden ger information
om provet innehdller rotavirus men inte till vilken rotavirusgrupp virus tillhor.
EM-metodens kanslighet & ~ 10° viruspartiklar/mL fecessuspension. Den
gruppspecifika ELISA n identifierar enbart grupp A rotavirus och € grupp B
och C.
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Utsvaras: Med EM pévisas/pavisas g rotavirus eller med ELISA pavisas/pavisas
g rotavirus grupp A.

Alternativ diagnostik

Pavisning av grupp A-virus eller virusantigen
Rotavirustillhérande grupp A diagnostiseras rutinmassigt med:

ELISA (virusantigen)

Indirekt ELISA med polyklonala antikroppar anvands for att pavisa rotavirus
tillhorande grupp A och kan sdledes g pavisa grupp B och C. Jamforande re-
sultat visar att dennatest har jamforbar eller lite hdgre kdnslighet &n EM.
Utsvaras: Med ELISA-teknik pavisas/pavisas g rotavirus grupp A.

Agglutinationstester (virusantigen och partiklar)
Kommersiella agglutinationstester pavisar endast grupp A rotavirus. Testens
specificitet och kanslighet & sdmre &n hos konventionell ELISA.

PCR

Multiplex PCR med primers riktade mot sekvenser for virusprotein 4 och 7
anvands vid speciella utredningar samt vid genotypning (G1-4, G6, G8 och
G9). Sekvensering av PCR-produkter kan utfras vid behov.

RNA gel elektrofores
RNA gel elektrofores anvénds vid vissa epidemiologiska utredningar och vid
identifiering av serogrupp (A-C).

Pavisning av rotavirustillhérande grupp B och C
Grupp B. Speciell diagnostik. RNA gel elektrofores samt PCR.
Grupp C. Speciell diagnostik. RNA gel elektrofores samt PCR.

Serologi
Speciella fragestédliningar. Ej rutindiagnostik. Akut och konvalescentsera tas
med 2-4 veckors mellanrum. Antikroppstesten utféres med IgA och 1gG ELISA.
Utsvaras. med ELISA-test pavisas/pavisas g sakerstdlld titerokning avseende
rotavirus.

Kvalitetskontroll
Externa kontroller med paneler fran EQUALIS.
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Svarsrutin
Se ovan.

Laboratorierapportering
Rotavirusinfektionen & gf anmélningspliktig enligt smittskyddslagen.

REFERENSER:
Gouvea V et a. Polymerase chain reaktion amplification and typing of rotavirus nucleic
acid from stool specimens. J Clin Microbiol 1990;28:276-282.

Johansen K et a. Incidence and estimates of the disease burden of rotavirus in Sweden.
Acta Pediatr Suppl 1999;88:20-23.

Lundgren O et a. Role of the enteric nervous system in the fluid and electrolyte secretion
of rotavirus diarrhea. Science 2000;287:491-495.

Nilsson M et a. Antibody prevalence and specificity to grupp C rotavirus in Swedish
sera. JMed. Vir 2000;60:210-215.

Uhnoo | et al. Clinical features of acute gastroenteritis associated with rotavirus, enteric
adenoviruses and bacteria. Arch Dis Childhood 1986;61:732-738.

Uhnoo | et a. Etiology and epidemiology of acute gastroenteritis in Swedish children. J
Infect 1986;13:73-89.
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Calicivirus

Smittamnet

Till virusfamiljen Caliciviridae réknas idag tva grupper av virus som kan ge
diarré hos méanniska, ndmligen Norwalk-liknande och Sapporo-liknande virus.
Cdlicivirus & ett icke-hdljebérande virus med en diameter om 27-32 nm.
Genomet bestdr av enkelstrangat RNA. Caliciviruspartiklar & liksom andra
gastrovirus mycket stabila for pH-forandringar, detergent och varme.

Cdlicivirus & en serologiskt och genetiskt heterogen grupp av virus som orsakar
kortvariga intensiva utbrott med krakningar och diarré hos patienter i alla aldrar
p& ingtitutioner, kryssningsfartyg, campingplatser, forlaggningar, skolor,
restauranger, sjukhusavdelningar och andra vardinstitutioner.

Patogenes

Cadlicivirus infekterar epitelceller framst i Gvre tunntarmen, replikerar i cyto-
plasman och utsdndras med lys av infekterade celler.

Symtom och klinisk bild

Cdlicivirus orsakar ofta valdsamma kaskadliknande krakningar, diarré, buk-
smértor och influensaliknande symtom. Virus éverfors som fekal-oral smitta.
Inkubationstiden & 12-48 timmar och symtomen avtar inom 12-60 timmar.
Cdlicivirus drabbar patienter i alla dldrar &ven sma barn under sex manader. Da
caicivirus utgor en mycket heterogen grupp av virus uppstar ingen 6vergripande
immunitet. Trots att antikroppar kan foreligga mot virus kan en individ ofta
reinfekteras med sammatyp av virus.

Sjukdomen &r som regel sjdlvbegransande men kan orsaka mild/méttlig dehyd-
rering. Enstaka fall av kronisk utsdndring av calicivirus hos immunsupprimerade
individer har setts.

L aboratoriediagnostik

Allmént

Cadlicivirus diagnostiseras rutinméassigt med EM eller PCR. Elektronmikroskopi
anvands vid SMI for att pavisa mediemmar i calicivirusfamiljen och Norwalk-
liknande och Sapporo-liknande virus kan sdrskiljas morfologiskt. For epidemio-
logiska utredningar anvands PCR och sekvensering.
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Referensmetodik

EM & referensmetod. DA cdlicivirus & genetiskt mycket heterogent kan PCR €
annu anses ha status som referensmetod. EM-metodens kénslighet & ~ 10°
viruspartiklar /mL fecessuspension. Utsvaras:. Med EM pévisas/pdvisas g
Norwalk-liknande eller Sapporo-liknande calicivirus.

Alternativ diagnostik

PCR

PCR anvénds ocksd rutinméssigt vid flera svenska diagnostiska laboratorier
(Bilaga 4.2). Primers som identifierar Norwalk-liknande calicivirus tillhdrande
genogrupp 1 och 2 anvands. PCR for Sapporo-liknande calicivirus finns etable-
rad men anvands for nérvarande € i diagnostiska sammanhang. Primers &
riktade mot konserverade delar av polymerasgenen. Kansligheten for PCR &
hogre én EM, men den genetiska variationen inom calicivirusfamiljen resulterar
i att allacalicivirusisolat inte for narvarande kan pavisas med PCR.

Utsvaras: Calicivirus PCR positiv/negativ.

Antigen-ELISA

Metod finns g etablerad i Sverige. Forsok utomlands har visat pa stora immu-
nologiska skillnader mellan medlemmarna i calicivirusgruppen vilket forsvérat
etablering av en ELISA-test for pévisande av flertalet calicivirus. Ett flertal
antigen pavisningsmetoder med ELISA &r under utprévning och skulle utgora ett
véardefullt komplement till PCR/EM.

Serologi
Rekombinant framstéllda calicivirusproteiner finns producerade i USA for
anvandning i serologiskatest. | Sverige utférsingen serologi for nérvarande.

Kvalitetskontroll
Kvalitetskontroll sker med nationella och internationella laboratoriejamforel ser.
Externa kvalitetspanaler finns g att tillg&

Svarsrutin
Se ovan.

Laboratorierapportering
Calicivirus-infektioner & ef anméalningspliktiga enligt smittskyddslagen.
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REFERENSER:
Hedlund K-O et a. Epidemiology of Cadlicivirus Infections in Sweden, 1994-1998. J
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Astrovirus

Smittamnet

Astrovirus tillhor virusfamiljen Astroviridae. Astrovirus &r ett icke holjebérande
virus med stjarnliknande utseende vid elektronmikroskopi. Diametern & 28-30
nm. Genomet bestdr av ett enkelstrangat RNA. Astroviruspartiklar &r liksom
andra gastrovirus mycket stabila for pH-forandringar, detergent och véarme.
Astrovirus férekommer endemiskt samt epidemiskt p& daghem och skolor. Atta
serotyper av astrovirus har pavisats hos manniska. Av dessa har serotyp 1 identi-
fierats oftast.

Patogenes

Humana volontéarstudier har visat att astrovirus ar associerat med akut diarré
men inga histopatol ogiska data finns fran tarm.

Symtom och klinisk bild

Inkubationstiden &r 3-4 dagar. Symtomen &r vattentunna diarrér, krakningar och
feber i 2-3 dygn.

Vid 5 &rs 8lder har ~70 % av barnen antikroppar mot astrovirus. Astrovirus-
infektioner upptrader framst under vinterhalvéret.

L aboratoriediagnostik

Allméant
Traditionellt har EM anvénds for att pavisa astrovirus i feces, men da kanslig-
heten g & optimal for EM har PCR och en kommersiell astrovirus-ELISA ut-
vecklats.

Referensmetodik

Elektronmikroskopi ar referensmetod och anvands rutinméssigt for pavisande av
astrovirus.
Utsvaras; med EM pavisas/pavisas g astrovirus.

Alternativ diagnostik

Antigen-ELISA

En nyutvecklad astrovirus-ELISA (Dako, Danmark) finns for pavisning av
astrovirus. Prelimindra resultat visar att denna test & jamforbar eller har nagot
hogre kanslighet an EM.
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Utsvaras: med ELISA pavisas/pavisas g astrovirus.

PCR
PCR-tekniker finns etablerade for pavisning av astrovirus.
Utsvaras, Astrovirus PCR positiv/negativ.

Serologi
Pavisning av astrovirusantikroppar med ELISA finns beskriven. Specialunder-
sokningar som g utfoérsi Sverige.

Epidemiologisk typning
Neutralisationstester och typspecifik ELISA finns beskrivna fér typning av
astrovirusi 8 serotyper. Utfors g i Sverige.

Kvalitetskontroll

Vid en jdmférande studie omfattande ett 20-tal prover utford vid Smittskydds-
institutet har EM och ELISA givit jamforbara resultat. Externa kvalitetspaneler
finns g att tillga.

Svarsrutiner

Astrovirus pavisade/ej pavisade med --- (metod).

Laboratorierapportering
Astrovirus-infektioner ar ¢f anméalningspliktiga enligt smittskyddslagen.

REFERENSER:
Bennet R et al. Nosocomia gastroenteritis in two infant wards over 26 months. Acta
Pediatr 1995;84:667-671.
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Enteriska adenovirus

Smittamnet

Adenovirus tillhor virusfamiljen Adenoviridae. Adenovirus &r ett icke holje-
bérande virus med en diameter om 65-80 nm. Virusets genom &r lineért dubbel-
strangat DNA. Av 49 identifierade adenovirus serotyper & typerna 40 och 41
specifikt associerade med akuta gastroenteriter. Ovriga adenovirus som serotyp
1, 2, 3,5 och 31 kan ocksa ibland isoleras fran feces men ger oftast mildare
gatstrointestinala symtom.

Patogenes

Enteriska adenovirus infekterar enterocyter i gastrointestinalkanalen. Replika-
tionscykeln omfattar ca 30 timmar. | motsats till icke tarmpatogena adenovirus
utsdndras typerna 40 och 41 i stora mangder i feces. Utsdndring av adenovirus
maétt med sedvanliga diagnostiska tekniker som EM, ELISA och virusodling kan
kvarsta under flera manader upp till ett halvt ar.

Symtom och klinisk bild

Inkubationsperioden for adenovirusinfektioner & i genomsnitt 10 dagar (2-15
dagar). Adenovirus typ 41-infektioner varar i genomsnitt ca 12 dagar medan
serotyp 40-infektioner varar i 8-9 dagar. Durationen av symtom &r sdledes be-
tydligt langre &@n vid en akut rotavirusinfektion och dessutom &r adenovirus-
infektioner forknippade med mer buksmérta. Symtomen upphor spontant.

Forutom gastrointestinala symtom kan framférallt andra typer av adenovirus
orsaka luftvégssymtom, tonsillit, keratokonjunktivit, pneumoni, hemorragisk
cystit men aven alvarligare sjukdomar som disseminerade infektioner hos
immundefekta och nyfédda.

L aboratoriediagnostik

Allmént

Diagnostik av alla adenovirus kan ske med EM eller med immunol ogiska tester
som ELISA och latexagglutination. De enteriska adenovirustyperna & svara
eller omgjliga att propagerai cellkultur. Déremot pavisas 6vriga adenovirustyper
ofta
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Referensmetodik

Elektronmikroskopi & referensmetodik. EM ger information om férekomst av
adenovirus, men g specifikt typ 40 eller 41. Typning av adenovirus sker med
restriktionsenzymanalys eller PCR.

Utsvaras. med EM pévisas/pavisas € adenovirus.

Alternativ diagnostik

Antigen-ELISA

ELISA-tester for pavisning av ala adenovirustyper (gruppantigenpavisning)
finns kommersiellt tillgangliga och & etablerade pa alla diagnostiska |aborato-
rier. Typspecifik identifiering av typ 40, 41 utférs med hjélp av monoklonala
antikroppar.

Utsvaras: med ELISA pavisas/pavisas g adenovirus.

Virusisolering

Vid ett flertal diagnostiska laboratorier kan ocksa adenovirus pavisas vid virus-
odling av feces.

Utsvaras. Adenovirus pavisat. Typning foljer.

PCR

PCR-teknik finns utarbetad for pavisning av adenovirus i allménhet och ente-
riska adenovirus (typ 40,41) i synnerhet (Bilaga 4.3). Utfors vid kliniskt
virologiska laboratoriet i Umea.

Serologi
Akut och konvalescentprov tas med 2-4 veckors mellanrum. Antikroppstesten
utfors med ELISA eller som komplementbindningstest. Special diagnostik.

Epidemiologisk typning

Restriktionsenzymanalys av viralt DNA identifierar olika genomtyper. Dessa
kan som regel korreleras till adekvat serotyp. Inom varje serotyp kan atskilliga
genomtyper pavisas (G. Wadell, Umed) Serotypsspecifik identifiering av typ 40
och 41 sker med restriktionsenzymanalys, PCR eller ELISA.

Vid tvalaboratorier sker typning av adenovirus; Karolinska sjukhuset och Umed
universitetssukhus.

Utsvaras: Adenovirus typ x har pavisats.

Kvalitetskontroll
Externa kvalitetspaneler finns g att tillg&
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Svarsrutiner
Se ovan.

Laboratorierapportering

Adenovirus-infektioner & ¢f anmalningspliktiga enligt smittskyddslagen.
REFERENSER

Svenungsson B et al. Enteropathogens in adult patients with diarrhea and healthy control

subjects: A 1-year prospective study in a Swedish clinic for infections diseases. J. Clin
Infect Dis 2000;30:770-778.

Uhnoo | et a. Importance of enteric adenoviruses 40 and 41 in acute gastroenteritis in
infants and young children. J Clin Microbiol 1984;20:365-372.
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Bilaga 1

BAKTERIOLOGISKA REFERENSSUBSTRAT
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Bilaga 1.1
Substratbeskrivningar

Salmonella-Shigella substr at

Bilaga1.1.1
XLD-agar (Xylose-Lysin-Desoxycholat agar)

Indikation: Primarisolering av Salmonella och Shigella fran humana fecesprov,
samt utodling av Salmonella efter anrikning i buljong.

Princip: Véadefinierat substrat for isolering av Salmonella- och Shigella-
bakterier. Substratets grundférg & rod. Natriumdesoxycholat (1-2,5
gram/L) ger mediet mattlig selektiva egenskaper (sarskilt hammas
grampositiva bakterier, men dessutom forhindras svérmning av Proteus
species), utan att hamma Salmonella- eller Shigella-bakterier i ndgon
hogre grad. Indikatorsystemet utnyttjar de pH-férandringar som uppstar
vid olika grader av syraproduktion fran sockerfermentation (laktos,
xylos, sackaros) och samtidig akaliproduktion genom lysindekarbo-
xylation. Shigella, Proteus och Pseudomonas producerar varken syra
eller akali i systemet och vaxer darfor i fargldsa semiopaka kolonier
(kolonierna framstar som roda mot mediets grundfarg). Salmonella-
bakterier & oftast LD-positiva men kan bara fermentera xylos, vilket
ger en dvervigande basisk reaktion. Ovriga koliforma bakterier vaxer
med gula eller vita opaka kolonier p.g.a. sénkt pH vid fermentation av
laktos och sackaros. Produktion av H,S kan inte forekommai sur miljo,
varfor sadan produktion enbart detekteras for vissa bakterietyper
(foretrédesvis Salmonella, Proteus, Edwardsiella och Citrobacter) och
ger dérvid upphov till centralt svarta kolonier. Observera att vid
inkuberingstider > 24 tim kan mediets egenskaper féréndras, och
darmed péverka differentierande kol onikarakteristika.

Vaxtkarakteristika: Salmonella-bakterier véxer inom ett dygn som regel med
growth index (Gl) jamfért mot blod eller CLED-agar éverstigande 50
%. Kolonierna & semiopaka, sléta, blanka och farglosa (framstér roda
mot mediets grundférg). Kolonierna &r ofta stora med diameter >2 mm
och har ett distinkt svart centrum. Observera att atypiska L D-negativa
eller laktosjasande Salmonella, i likhet med andra koliforma bakterier,
kan véxa med gulférgade, opaka kolonier. Observera att S. Typhi sdllan
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blir H,S-positiv pad XLD. Shigella-bakterier vaxer inom ett dygn med
semiopaka, sléta och blanka farglosa kolonier (framstar réda mot me-
diets grundfarg). Raa kolonier med ojamna kanter kan férekomma. Shi-
gella véxer i almanhet med lagre GI dn Salmonella, vissa stammar
vaxer inte alls. Yersinia-arter vaxer inom ett (tvd) dygn med relativt
smakolonier (0,5-2 mm diameter). Kolonierna & opaka och gul/vita.

XLD-plattor hammar vaxt av E. coli och enterokocker ofta med en
faktor > 10° Sarskilt Proteus, Citrobacter-, Pseudomonas-,
Aeromonas-arter hdmmas dock endast i ringa man jamfort med icke
inhibitoriska media. Den méttliga hamningen av normalfloran riskerar
att maskera vaxt av malbakterierna, varfor substratet inte lampar sig
som enda substrat for primérisolering. Daremot &r substratet va |ampat
for utodling efter buljonganrikning.

Recept: (XLD-agar, Acumediano 7166)

Innehdll Gram/L
Xylos 35
L-lysin 50
Laktos 75
Sackaros 75
NaCl 50
Jastextrakt 3,0
Fenolrott 0,08
Agar No 2 12,0
Natriumdesoxycholat 2,5
Natriumtiosulfat 6,8
Ferriammoniumsulfat 0,8
pH 7,4+0,2

Bilaga 1.1.2
DC-agar enligt Hynes” modifikation (desoxycholat, citrat, |aktos-agar)
Indikation: For primérisolering av Salmonella och Shigella fran humana feces-
prov.

Princip: Jamfért med Leifsons DC-agar ger Hynes” modifierade DC-agar effek-
tivare inhibition av normalflora utan att negativt paverka vaxt av Sal-
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monella och Shigella. Substratets grundférg & blekt "aprikosrdd”.
Substratet har goda selektiva egenskaper. En relativt hdg koncentration
av natriumdesoxycholat (5 gram/L) och natriumcitrat (8,5 gram/L) ger
en effektiv inhibition av flertalet bakterier ur normalfloran. Indikator-
system innefattar laktos och neutralrétt. Natriumtiosulfat och jarnam-
moniumcitrat utgér indikatorer for H,S-produktion. Laktosfermente-
rande koliforma bakterier producerar syra, vilket resulterar i rosa/réda
opaka kolonier, ofta med en opak zon i mediet p.g.a. utféllda gallsalter.
Sent laktospositiva eller laktosnegativa bakterier blir blekt rosa/roda
eller féarglésa, ibland kan en gul-orange zon i mediet férekomma be-
roende pa en basisk reaktion. H,S-producerande bakterier kan ha grétt
eller svart kolonicentrum.

Véaxtkarakteristika: Salmonella-bakterier vaxer inom tva dygn med Gl Gver-
stigande 50 % jamfort med icke selektivt substrat i de allra flesta fall.
Kolonierna & darvid semiopaka, blanka, fargltsa, och mer @n héften
av falen med grétt eller svart centrum. De flesta stammarna véxer ut
redan inom ett dygn. Kolonidiametern & ofta mindre &h motsvarande
paXLD. Shigella-bakterier vaxer inom tva dygn (ca 1/3 av stammar har
inte vaxt ut efter ett dygn) med relativt 1dga Gl-varden, ofta mindre an
50 %, upp till 20 % av stammar som vaxer paicke inhibitoriskt substrat
eller p& XLD uppvisar mycket dalig eller ingen véaxt. Kolonierna &r
semiopaka, dlata eller raa, farglosa (ibland rosairéda opaka). Centralt
upphdjda (" stekt 8gg”) kolonier forekommer. Yersinia-bakterier (Y. en-
terocolitica och vissa stammar av Y. pseudotuberculosis, men &ven
andra icke humanpatogena Yersinia-bakterier) véaxer inom tva dygn
med sma kolonier med ungefar samma GI som Shigella. Kolonierna &
férglosa, ibland blekt rosa/rbda. E. coli och enterokocker hdmmas ofta
med en faktor >10°. Proteus-, Citrobacter-, Aeromonas-, Plesiomonas-
och Pseudomonas-arter kan véxa, om &n i mindre omfattning &n pa
XLD-agar. Proteus uppvisar ofta grétt eller svart kolonicentrum. Den
kraftigare hdmningen av normalfloran jamfort med XLD gor substratet
till ett bra komplement vid priméardiagnostiken, trots den légre
sensitiviteten for malbakterierna, sarskilt Shigella.
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Recept: (DC-agar enligt Hynes, Oxoid CM227)

Innehdll Gram/L
“Lab-Lemco” pulver 50
Pepton 50
Laktos 10,0
Natriumcitrat 85
Natriumtiosulfat 54
Jarnammoniumcitrat 1,0
Natriumdesoxychol at 50
Neutralrott 0,02
Agar 12,0
pH 7,3+0,2

Bilaga1.1.3
Andra agar baserade substrat for isolering av Salmonella/Shigella

Ovanstéende agarmedier utgor referenssubstrat vid diagnostik av
Salmonella- och Shigella-bakterier. Bland 6vriga pa marknaden fore-
kommande fasta substrat som ibland anvandes kan nédmnas:

Hektoen-agar & lika selektiv och for Gvrigt med egenskaper pamin-
nande om XLD. Med detta avses bl.a. att Salmonella-, Shigella- och
Yersinia-bakterier véxer med ungefar samma Gl pa dessa substrat som
pa XLD. Substratet & dock mindre valdokumenterat &n XLD och DC-
agar. Substratet har en gron grundférg. Hog peptonhalt. Anvander gall-
salter for hamning av normalflorans bakterier. Understodjer vaxt av sa-
val Salmonella- som Shigella-bakterier. Salmonella véxer med grona
kolonier med eller utan svart centrum. Shigella vaxer med gréna, ge-
nomskinliga ofta platta kolonier. Yersinia och koliforma bakterier vaxer
med laxrddartill oranga kolonier, ofta omgivna av en opak zon i mediet
(utfallda gallsalter). Acceptabelt som alternativ till i forsta hand XLD-

agar.
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Recept: (Hektoen-agar, Oxoid CM419)

Innehall Gram/L
Proteospepton 12,0
Jastextrakt 3,0
Laktos 12,0
Sackaros 12,0
Sdlicin 2,0
Gallsalter 9,0
Natriumklorid 50
Natriumtiosulfat 50
Ammoniumjarncitrat 15
Fuchsin 0,1
Bromtymolbl &t 0,065
Agar 14,0
pH 7,5+ 0,2

Salmonella/Shigella-agar (SS-agar). Komposition och egenskaper hos
detta substrat ungeféar som DC-agar men utnyttjar egenskaper hos gall-
sdlter, citrat och brilliantgront for att hamma normalflora. Salmonella-
och flertalet Shigella- (men inte ala) stammar vaxer i fargldsa kolonier.
De forra far ofta grétt/svart centrum. Laktospositiva bakterier blir rosa-
fargade. Osdker vaxt av Shigella och aven Yersinia. Substratet torde
inte erbjuda nagra fordelar framfor DC-Hynes, och erbjuder dartill
osdkrare vaxt av Shigella.

Brilliantgron-agar. Avsedd for isolering av Salmonella-bakterier (dock
g S Typhi), men p.g.a relativt hog koncentration av brilliantgrént
(0,005-0,03 gram/L) € for Shigella-bakterier fran t.ex. fecesprov.

Bilaga1l.1.4
Anrikningsbuljonger
(Observeraatt inga brabuljonger finns for anrikning av Shigella)

Rappaport-buljong
Rappaport-buljong (modifierad enligt Vassiliadis och van Schothorst)

utgor referensbuljong. Avsedd for anrikning av Salmonella-bakterier
(utom S. Typhi och ett fétal andra stammar) frén bl.a. human feces. Se-

205



lektiva egenskaper bygger framfor allt pa Salmonella-bakteriernas
béttre férmaga att Gverleva htg magnesiumjonkoncentration an koli-
forma bakterier och deras relativa motstandskraft mot malakitgront (0,4
%) i kombination med hog temperatur (41,5 °C + 0,5 °C). Rappaport-
buljong férmér ofta anrika en ins&dd <107 (10%) Salmonella-bakterier
och samtidigt undertrycka >10° koliforma bakterier.

Recept: (Merck 1.07700.0500) Rapportbuljong

Innehall Gram/L
Soyapepton 45
Natriumklorid 8,0
KH,PO, 0,6
K>HPO, 0,4
MgCl,.6 H,O 29,0
Malakitgront 0,036
pH 52 +0,2

Alternativ-buljonger

Sdenit-buljong  (laktosbaserad) & acceptabel som aternativ till
referensbuljongen. Avsedd for anrikning av Salmonella-bakterier inkl.
S. Typhi, men vissa Shigella (framfor allt Shigella sonnei) kan ocksa
anrikas. Baseras pa selektiva egenskaper hos natriumbiselenit, vilket i
olost tillstand majligen har teratogena egenskaper. Losningen &r korro-
siv och kan orsaka sar p& hud. Det maste darfor tillsittas som 16sning
vilken forvarasi giftskap. Proteus och Pseudomonas inhiberas inte. In-
kuberasi 35 °C - 37 °C (eventuellt 41,5 °C + 0,5 °C vilket kan under-
trycka kontaminerande gramnegativ flora effektivare) i upp till 18-22
tim. Vid léngre tider kan de selektiva egenskapernaforloras.

Recept: (L aktosbaserad selenit buljong, Oxoid CM 395)

Innehall Gram/L
Pepton 50
Laktos 4,0
Natriumfosfat 10,0
pH 7,1+ 0,2

Natriumbiselenit (L121) tillséttesi 16sning 4 gram.
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Forutom Rappaport- eller selenitbuljong, anvandes ibland ocksa den
mindre véldefinierade Muller-Kauffmann tetrathionate-buljongen for
anrikning av Salmonella-bakterier (utom S. Typhi). Denna utnyttjar se-
lektiva egenskaper hos oxgalla och brilliantgrént och inkuberas i 41,5
°C +05°C.
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Yersinia substrat
Bilaga1.1.5

CIN-agar (Yersinia Selective Agar Base enligt Schiemann):

Indikation: For primérisolering av Yersinia enterocolitica (och Y. pseudotuber-
culosis) fran humana fecesprov.

Princip: Mediet & optimerat for vaxt av Y. enterocolitica efter 18-24 timmars
inkubation i 28 °C - 32 °C. Manga stammar av Y. pseudotuberculosis
vaxer inom tvadygn. Tillsatsen av Cefsulodin, Irgasan och Novobiocin
(CIN) och natriumdesoxycholat &r tillrécklig for att hdmma flertalet
bakterier ur normalfloran. Substratets grundférg & blekt rosa. Typiskt
koloniutseende for Yersinia-bakterier baserar sig pa fermentation av
mannitol. Det skall dock observeras att CIN-agar inte kan skilja pato-
gena biotyper fran apatogena. Dessutom antar vissa andra gramnegativa
bakterier som formér att véxa pa CIN-agar ofta samma koloniutseende
som Yersinia. Dit hor Citrobacter, Serratia, Enterobacter, Pseudomo-
nas (oftast farglosa kolonier) samt Aeromonas. CIN-agar har déarmed
hog selektiv men 1&g differentierande kapacitet. For komplett primar
Yersinia-diagnostik krévs darfor kompletterande biokemi inklusive es-
kulinhydrolystest.

Vaxtarakteristika: Typiskt koloniutseende fér Y. enterocolitica och Y. pseu-
dotuberculosis & sma centralt morkroda, i periferin farglosa kolonier
(bull"s eye). Jamfort med icke inhibitoriskt kontrollsubstrat véaxer de
flesta stammarna med Gl >50 %.
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Recept: (CIN-agar enligt Shiemann, LabM Lab 120)

Innehall Gram/L
Specia pepton 225
Mannitol 20,0
Natriumklorid 1,0

M agnesiumsulfat 0,01
Natriumpyruvat 2,0
Natriumdesoxychol at 0,5
Neutral rott 0,03
Kristallviolett 0,001
Agar No. 2 12,0
pH: 7,4+ 0.2

Tva ampuller antibiotika CIN supplement X120 tillsittes. Dessa
innehdller:

Cefsulodin 7,5mg

Irgasan 2,0mg

Novobiocin 1,25mg

Bilaga 1.1.6
Yersinia selective agar (enligt Wauters)

Forutom ovanstaende referenssubstrat for primérisolering av Yersinia-
bakterier, saluférs ocksa Yersinia selective agar enligt Wauters. Mediet
baseras pa inhibition av normalfloran genom desoxycholate, oxgalla
och citrat, medan grampositiv flora inhiberas av brilliantgront. Trots
detta & substratet mindre selektivt &n CIN-agar. | likhet med detta &r
substratet i liten omfattning differentierande.
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Recept (Yersinia selective agar enl. Wauters, Merck cat.

No 1.11443.0500)

Innehall Gram/L
K ottextrakt 5,0

K 6ttpepton 50
Jastextrakt 50
Laktos 10,0
Neutralrétt 0,025
Oxgdla 8,5
Natriumcitrat 10,0
Natriumtiosulfat 8,5
Jarncitrat 1,0
Natriumdesoxycholate 10,0
Kalciumklorid 1,0
Brilliantgront 0,0003
Agar 12,0
pH 7,4 £0.2

Det |&ngt mindre selektiva MacConkey-agarmediet understédjer ocksa
vaxt av Yersinia-bakterier och kan vara ett aternativ for primérisolering
av Y. pseudotuberculosis.

Peptonbaserade anrikningsbuljonger for Yersinia salufors med olika
tillsatser av selektiva komponenter. Exempel pa sadana ar Wauters me-
dium och Ossmers medium. Inkuberingen i dessa sker i ett till tva dygn
i 22 °C - 30 °C. Anvandandet av sadana buljonger ingédr inte i refe-
rensmetodiken, och vérdet av forfarandet & oklart.

Bilaga1.1.7
SSI-Enteric medium

Indikation: Substratet & avsett for isolering av Salmonella, Shigella, Yersinia
och E. coli fran humana fecesprov. Substratets plats i den diagnostiska
arsenalen & oklar eftersom erfarenhet i landet saknas. En mindre utvér-
dering vid Véasteraslaboratoriet (g omfattande Yersinia) antyder att
substratet i klinisk praxis erbjuder relativt god differentiering av olika
kolonityper.
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Princip: Substratet &r ett komplext medium som utvecklats av Statens Serum-

institut, Danmark. Det utnyttjar en kombination av dodecylbenzolsulfat
och desoxycholat for inhibition av grampositiva bakterier och
svarmning av Proteus. Obetydlig inhibition av gramnegativa stavar.
Goda differentierande egenskaper. Salunda framtrader laktospositiva
kolonier rosaférgade, H,S-producerande centralt gré-svarta. Brunt
fargomslag uppstar i mediet runt deaminaspositiva kolonier (Proteus).
Mediets grundférg &r blekt rosa.

Véxtkarakteristika: Salmonella vaxer inom ett dygn med Gl relativt CLED pa

Recept:

ca 100 % med stora sldta kolonier med svart centrum och uppklarning i
mediet. Liksom Hektoen-agar ger det mycket god véxt ocksd av S
Senftenberg. Shigella véxer inom ett dygn med stora raa, farglosa till
rosa/roda kolonier med ett Gl liknande det for DC-agar. God véaxt av
Yersinia enterocolitica som framtrader med sma kolonier eventuellt
med rétt centrum. Proteus mirabilis, Citrobacter braakii och E. coli
(CCUG 17 621 och 30 600) inhiberas obetydligt (Gl 60-100 %).
Enterococcus hirae vaxer inte. Det & mycket viktigt med ett
omsorgsfullt gjort tertialstryk nar fecesprovet applicerats, sa att fria
kolonier erhdlls.

SSI-Enteric medium (Statens Seruminstitut, Danmark). Tillverkaren
anger inte mangden av de enskilda komponenterna.

Pancreatic digest of casein. Jastextrakt. Tri-Na-citrat, CaCl,, MgCl,, L-

tryptofan, L-fenylalanin, jérncitrat, dodecylbenzolsulfat, glukos, laktos,
puryvat, desoxycholat, Na-thiosulfat, neutralrétt, glycerofosfat, agar.
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Campylobacter substrat

Bilaga 1.1.8

Blodfri selektiv campylobacteragar (CCDA)
Indikation: Prim&risolering av Campylobacter jejuni/coli fran humana feces-

Princip:

prov.

| detta medium har blod ersatts av bakteriologiskt kol, jarnsulfat och
natriumpyruvat, vilket ger mediet en svart grundférg. En va balanserad
peptonblandning ger god vaxt av flertalet typer av Campylobacter &ven
vid 37 °C. Tillsats av selektivt supplement undertrycker normalfloran
och vissa Campylobacter-arter, men tillater vaxt av C. jejuni/coli och
C. lari. Supplementet bestar av cefoperazone och amfotericin, vilket till-
sammans med desoxycholat effektivt inhiberar de flesta bakterier och
svampar ur normalfloran. Tillsats av kristallviolett kan ytterligare for-
stérka inhibition av grampositiva bakterier. For isolering av mer anti-
biotikakansliga arter som exempelvis C. upsaliensis och C. fetus maste
selektivt supplement uteldmnas. Campylobacter véaxer med typiskt ko-
loniutseende och med ringa genomslag av kontaminerande fecesflora
efter 18-24 (48) timmarsinkubering i 37 °C - 42 °C i mikroaerofil miljo.

Vaxtkarakteristika: Campylobacter vaxer vid rekommenderade 42 °C inom tva

dygn med GI relativt hastblodagar p& 20-90 %. Kolonierna &r stora,
platta och oregelbundet formade med en diameter pa 0,5 — 1 cm. Kolo-
nierna & genomskinliga till semiopaka och kan delvis anta en grébla
farg. "Metaliskt” indag & vanligt. Vaxtsdttet & ofta utflytande eller
"svérmande”.

E coli, Proteus mirabilis, Citrobacter braakii, enterokocker och Pseudo-
monas inhiberas effektivt. Genomslag av ett par till flera kolonier av
gramnegativ kontaminerande flora férekommer dock i ca 15 % av od-
lingar.
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Recept: Blodfri selektiv campylobacteragar (CCDA enligt
Hutchinson och Bolton, LAB M 112).

Innehall Gram/L
Peptonblandning 25,0
Bakteriologiskt kol 40
NaCl 30
Natriumdesoxychol at 1,0
Jérnsulfat 0,25
Natriumpyruvat 0,25
Agar No 2 12,0
PH7,4+0,2

Tillred blodfri selektiv campylobacteragar efter tillsats av kristallviolett
1 mL 0,1 % till 1000 mL och antibiotikasupplement X112 (cefopera-
zone 32 mg/L och amfotericin 10 mg/L). Supplementet X112 utel&mnas
vid tillredning av blodfri campylobacteragar utan antibiotika.
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Bilaga 1.1.9
Campylobacteragar enligt Skirrow

Forutom ovanstédende referenssubstrat for primarisolering av Campylo-
bacter & en nagot mindre selektiv blodbaserad campylobacteragar en-
ligt Skirrow ett accepterat alternativ. Denna understodjer vaxt av Cam-
pylobacter jejuni/coli marginellt béttre an referenssubstratet, men med
stérre genomslag av kontaminerande normalflora. Vid tillredningen re-
kommenderas blod-agarbas no 2 framfor Brucella-agarbas (medger
béttre campylobactervéaxt och inhibition av normalfloran). Mediets
grundférg & djuprod. Typiska kolonier av Campylobacter véxer inom
tva dygn med 0,5-1 cm stora oregelbundna, platta kramfargade eller
grda kolonier som sarskilt pa nytillverkat substrat tenderar att svarma.
Gl relativt hastblodagar & 50-100 %.

Recept: Blodbaserad campylobacteragar enligt Skirrow.

Innehdll Gram/L

Blod-agarbas no 2 (OXOID CM 271)* 40,0

Campylob selective suppl (OXOID SR 069E)** 2 ampuller/1000 mL
medium

Defibrinerat héstblod 50,0-70,0 mL

Proteos pepton 15,049

Leverextrakt 2549

Jéstextrakt 509

NaCl 509

Agar 120g9

H 74102

* %

En ampull (fér 500 mL medium) innehdller:

Vankomycin 5,0 mg
Trimetoprim 2,5mg
Polymyxin B 12501V
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Clostridium difficile substr at
Bilaga 1.1.10

CCFA- Cykloserin- Cefoxitin- Fruktos- Agar
Indikation: For primér isolering av Clostridium difficile frén humana fecesprov.

Princip: Selektivt substrat som understodjer vaxt av de flesta stammar av C.
difficile. Mediet har utan blodtillsats en ljust orange/aprikos grundférg.
Selektiva komponenter & D-cykloserin 250-500 ng/mL och cefoxitin
8-16 ng/mL. De hogre koncentrationerna kan verka inhiberande pa
vissa C. difficile-stammar. Selektiviteten kan dock minska betydligt
vid anvandandet av de lagre koncentrationerna. Vid denna niva
rekommenderas i litteraturen alkoholbehandling av provet fore
applikation. (De enskilda laboratorierna bestdammer utifran detta
lamplig koncentration). Med den hogre koncentrationen inhiberas
manga av normalflorans Enterobacteriaceae, E. faecalis, stafylokocker,
anagroba bakterier (inkluderande ménga andra arter av klostridier).
Fruktos som inkorporerats i mediet understodjer vaxt av C. difficile.
Idag rekommenderas tillsats av 7 % defibrinerat hastblod vilket enligt
vissa forfattare signifikant okar sensitivitet jamfért med ingen tillsats
eler tillsats av Egg-yolk. Observera att olika fabrikat och sannolikt
olika loter kan uppvisa stora skillnader. Noggrann lotjamférelse
rekommenderas vid upphandling.

Véaxtkarakteristika:

Medium med blod (referensberedning): Clostridium difficile véxer
inom tva dygn med platta, gréa kolonier ofta med utseende " stekt &gg”
utan hemolys. Kolonierna kan ocksa vara utflytande och konfluerande.
Storlek varierar uppét fran ca 4 mm diameter. Typisk "stallukt”. Vid
genomslag av koliforma kontaminanter (ofta kraftigare @&n med plattor
utan blod) ses dessa som mindre (ett par mm diameter) grévita blanka
kolonier.

Medium utan blod: Clostridium difficile vaxer inom tva dygn med
platta, gula, runda eller oregelbundet formade kolonier, med gult
omslag i mediet. RGI jamfort med CCFA med blod 10-50 % (jam-
forelse gjord pa Vasterdslaboratoriet). Storlek varierar mellan 2-5 mm
diameter. Typisk "stallukt”. Sarskilt vid inkuberingstider dverstigande
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tre dygn ofta genomslag av kontaminerande normalflora &ven vid hoga
koncentrationer av inhibitorer. Kolonierna & dock ofta sma och rosa
och |&tta att skiljafran C. difficile.

Recept: CCFA (Referensfabrikat anges g)

Innehall Gram/L
Proteos pepton 40,0
Fruktos 6,0
DiNatriumfosfat 50
Kaliumfosfat 1,0
Magnuesiumsulfat 0,1
NaCl 2,0
Neutralrétt (ef om blodtillsats) 0,03
Agar 15,0
pH 7,4+ 0,2

Bered CCFA enligt tillverkarens anvisningar med tillsats av 7 %
defibrinerat hastblod (och/eller Egg Yolk emulsion 2,5 ml/L), cyklose-
rin (0,25-0,5 g/L) och cefoxitin (0,008-0,016 g/L).
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EHEC
Bilaga1.1.11

Sor bitol MacConkey-agar (SMAC)
Indikation: For primér isolering av E. coli O157:H7 fran humana fecesprov.

Princip: SMAC &r i princip identisk med MacConkey-agar no 3 (se detta sub-
strat) men dér laktos ersatts med samma mangd sorbitol. Dérvid blir
sorbitol positiva bakterier rosa/réda medan negativa forblir ofargade. D&
de flesta stammar av E. coli &r sdval laktos som sorbitolpositiva &r ett
antal stammar enbart |aktospositiva. Sadana sorbitolnegativa stammar
aerfinns bland rorliga isolat av serotyp 0157 (E. coli O157:H7).
Ordorliga stammar (E. coli O157:H-) &r laktospositiva

Selektiv SMAC, CT-SMAC: For isolering av EHEC O 157 anvands ibland
SMAC med tillsats av cefixime 0,05 mg/L och kaliumtellurit 2,5 mg/L.

Vaxtkarakteristika: Kolonimorfologi och vaxtsétt & i princip som for Mac-
Conkey-agar no 3. E. coli O157:H7 vaxer med férgldsa men for ovrigt
typiska E. coli-kolonier. Det bor observeras att |aktosnegativa bakterie-
arter kan vara sorbitolpositiva (rosa/réda) pd SMAC. Dit hor manga
stammar av Salmonella, Shigella (40 %) och Yersinia. Typiskt sorbitol-
negativa gramnegativa bakteriearter & Hafnia, Morganella och Pro-
teus.

Recept: SMAC (Oxoid CM813)

Innehdl Gram/L
Pepton 20,0
Sorbitol 10,0
Gallsalter no 3 15
NaCl 50
Neutral rétt 0,03
Kristalviolett 0,001
Agar 15,0
pH 7,1+-0,2
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Buffrat peptonvatten (BPV)
Indikation: For anrikning av EHEC

Bilaga1.1.12

Princip: Enterobakterier vaxer snabbare 8n manga andra bakterier

Recept
Innehall

Pepton Difco

NaC1

Dinatriumvatefosfat x12 H,O
Kaliumdivatefosfat

Ultrarent vatten

pH7,2+0,2vid25°C
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Vibrio
Bilaga1.1.13
Tiosulfat- citrat- galla- sackaros- agar (TCBS)

Indikation: For selektiv isolering av Vibrio fran humana fecesprov och sekun-
dérisolering efter anrikning i alkaliskt peptonvatten.

Princip: TCBS utvecklades av Kobayaski et a. 1963 for isolering av Vibrio
cholerae. Substratet undertrycker vaxt av praktiskt taget alla bakterie-
arter i norma tarmflora under 24 timmar, medan de allra flesta stam-
mar av humanpatogena Vibrio (g V. hollisae) vaxer ut. Viss vaxt av
Proteus och enterokocker kan dock forekomma under forsta dygnet,
liksom av Aeromonas. Mediets selektiva egenskaper astadkoms av
alkaliskt pH (8,6), natrium-citrat, natrium-tiosulfat, oxgalla och hdg
sdthalt (NaCl 10,0 g/L). Sackarospositiva bakterier blir gul/bruna med
gult fargomslag i mediet. Sackarosnegativa bakterier framtrader bla till
grona. Trots identiska recept har vid substrattestning (West et a 1982)
stora variationer pavisats mellan olika fabrikat och dven avseende re-
producerbarhet vid anvandandet av olika laboratoriestammar. Aktuell
utvardering saknas, varfor referensfabrikat av TCBS g kan anges.

Véxtkarakteristika: Vibrio cholerae och V. fluvialis véxer inom 24 timmar vid
35 °C med platta jamna gul/bruna kolonier med en diameter av 2-3
mm. V. parahaemolyticus vaxer med blé-grona 2-5 mm stora platta
kolonier. Eventuellt genomslag av fecesflora upptréader med mindre (1
mm diameter) gulaeller bld/gréna kolonier.
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Recept: TCBS-agar (Referensfabrikat anges g).

Innehall Gram/L
Jéstextrakt 5,0
Pepton 10,0
Natriumtiosulfat 10,0
Natriumcitrat 10,0
Oxgalla 8,0
Sackaros (Sukros) 20,0
NaCl 10,0
Jarncitrat 1,0
Bromtymol bl att 0,04
Thymolbl tt 0,04
Agar 15,0
pH 8,6 +0,2
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Bilaga1.1.14
Alkaliskt peptonvatten
Indikation: Anrikning av kolerabakterier.

Princip: Vibrio cholerae véaxer snabbare én ala andra bakterier, speciellt vid ba

siskt pH.

Recept

Innehdl Gram/L

Pepton Acumedia 109

NaCl 59

RO-vatten 1000 mi

NaOH ca ml
ca ml

pH 9,1+ 0.1

Beredning: V&g upp pepton och salt och blanda i vattnet i en flaska eller kolv.
Justera pH med NaOH. Dispensera i glasror med skruvlock ca 10 mL
per ror. Autoklaverai 20 mini 120 °C.

I nternkontroll:
Satskontroll vid varje tillverkningsomgang.
V. cholerae ATCC 14035 god véaxt
E. coli CCUG 17620 ingen véxt eller hammad

Inkubering aerobt i 35 °C 1 dygn
Forvaring och hallbar het: 6 veckor i kyl

Om héllbarheten gatt ut kan réren anvandas efter kontroll av pH samt
om kontrollstam sétts samtidigt som prov odlas.
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Ovriga fasta substrat

Bilaga 1.1.15

MacConkey-agar

Indikation: Rensspridning av misstdnkta Salmonella-, Shigella- och Yersinia-

Princip:

bakterier i samband med initial identifiering enligt minimikriterier och
som komplement vid primér isolering frén humanfeces av Y. pseudotu-
berculosis.

Olika typer av MacConkey-agar finns kommersiellt tillgangliga. Refe-
renssubstrat i detta sasmmanhang & komponerat for inhibition av gram-
positiva kocker inklusive enterokocker, men endast for ringa eller ingen
inhibition av koliforma bakterier (Proteus svarmar €). Detta uppnas
med anvéndande av en kombination av olika gallsater och kristall-
violett. Mediet innehdller Iaktos och neutralrétt. Detta medfér att 1ak-
tospositiva bakterier blir rosa-réda, medan laktosnegativa bakterier for-
blir férgltsa.

Vaxtkarakteristika: Salmonella-bakterier vaxer inom ett dygn med Gl over-

stigande 80 % jamfort med icke selektivt substrat i de alra flesta fall
(undantag t.ex. S. Senftenberg CCUG 37886). Kolonierna & darvid
konvexa, semiopaka, blanka, ibland rda och farglésa. Kolonidiametern
motsvarar den for DC-Hynes. Shigella-bakterier véxer inom ett dygn
med Gl Gverstigande 50 % med konvexa, semiopaka, raa och farglosa
kolonier. Yersinia (sdva Y. enterocolitica som Y. pseudotuberculosis)
vaxer inom ett dygn med sma eller mycket sméa kolonier och ett GI jam-
fort med CLED-agar pa ca 25-50 %. Kolonierna & konvexa, semio-
paka, sldta och fargltsa.

E. coli och andra laktospositiva koliforma bakterier vaxer med Gl over-
stigande 50 % med rosa/réda kolonier. Proteus-bakterier svarmar €.
Enterokocker vaxer g. Substratets egenskaper gor det [ampligt att an-
vanda vid renspridning av missténkta Salmonella-, Shigella- och
Yersinia-bakterier i samband med identifiering enligt minimikriterier.
Mer selektiva substrat & i sammanhanget oldmpliga, eftersom dessa
kan undertrycka eventuella fororenande koliforma bakterier.
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Recept: (MacConkey-agar no. 3, Oxoid CM 115)

Innehdll Gram/L
Pepton 20,0
Laktos 10,0
Gallsdlter no. 3 15
NaCl 50
Neutralrétt 0,03
Kristallviolett 0,001
Agar 15,0
pH: 7,1+0,2

Bilaga 1.1.16

Eqgg-Yolk-agar

Indikation: Pavisande av lecitinasproduktion vid diagnostik av i férsta hand

Princip:

Bacillus cereus, Clostridium perfringens och andra klostridiearter asso-
cieradetill klinisk gasbrand och matforgiftning.

McClug, Toube och Hayward beskrev 1941 att Clostridium perfringens
som véxer pa fast medium innehdllande &gguleemulsion orsakar ett
kraftigt mjolkigt precipitat i mediet inom 24 timmar. Precipitatet upp-
stér genom att bakteriellt lecitinas (fosfolipas C, afa-toxin som vid
mjukdelsinfektioner spelar stor roll till uppkomst av klinisk gasbrand)
spjalkar lecitin (fosfatidylkolin, vitellin) i sina bestandsdelar fosforyl-
kolin och diglycerider. De senare reagerar med i &ggulan kvarvarande
vitellin och vitellinin under precipitatbildning. Lecitinaser med samma
effekt produceras ocksa av andra klostridiearter som C. nowyi, C. bifer-
mentans, C. limosum och C. sordelli. Andra bakterietyper som B. ce-
reus, B. anthracis, S. aureus och vissa stammar av B. cepacia produce-
rar ocksd pavisbart lecitinas. Olika agarbaser (ofta speciakompone-
rade) har genom &ren anvants tillsammans med egg-yolk-emulsion for
att pavisa lectinasbildning hos framférallt B. cereus och klostridier as-
socierade till gasbrand. | dag & det vanligt att vid diagnostik av ren-
spridda isolat for denna reaktion anvanda kommersiell blod-agarbas
(till exempel Columbia-agar) kompletterad med 1% koksalt och egg-
yolk-emulsion (recept nedan). Substratets grundfarg &r darvid blekt
gulvit, semiopakt. For att sékerstédlla att uppkommet precipitat héarrér
fran bakteriellt lecitinas anvandes tidigare neutraliserande artspecifikt
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antitoxin som applicerades pa halva agarytan med effekten att bakte-
rierna vaxte dar utan bildning av precipitat (Naglers reaktion). Numera
appliceras ofta istéllet positiv och negativ bakteriekontroll pa test-
plattan.

Vissa bakteriearter (exempelvis C. sporogenes, vissa fusobakterier)
orsakar inom tva till fem dygn en begréansad fallning i mediet omedel-
bart under kolonierna och ett parlglansande oljigt lager ovanpa kolo-
nierna. Detta beror p& produktion av andra typer av lipaser. Precipitat
kan upptréda som en uppklarning av mediet runt kolonierna (proteas-
aktivitet).

Véaxtkarakteristika: Inom ett dygn véxer C. perfringens och B. cereus (aerob
inkubering varvid B. subtilis utgér 18mplig negativ kontroll) anlagda i
raka stryk med frodigt gré-vitt, rétt, matt utseende. | mediet syns ett
kraftigt fran ca 1,5 cm brett homogent opakt relativt valavgransat pre-
cipitat talande for lecitinasproduktion. Observera att B. cereus till
skillnad fran B. subtilis &ven kan inkuberas anaerobt.

Recept: (Eqg-yolk-agar)

Innehall Gram/L
Columbia blod agar bas* 43
NaCl 10

Egg-Y olk-emulsion (Oxoid SR47) 100 mL
*

(Acumediano 7125)

Innehall Gram/L
Pankreasdigererat kasein 50

K tttextrakt 8,0
Jastanrikad pepton 10,0
Majsstarkelse 1,0
NaCl 50
Agar 14,0

pH 7,6+ 0,1 (sut-pH)

Bered Egg-yolk agar efter tillsats av egg-yolk emulsion till avsvalnad
(50 °C) blod-agarbas med extra NaCl.
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Transportsubstrat
Bilaga1.1.17

Olikatyper av transportsubstrat avsedda for alla typer av kliniskt bakte-
riologiska prover finns idag tillgéngliga. Dessa baseras huvudsakligen
pa Stuarts medium frén 1940-talet, vilket senare modifierats for battre
Overlevnad bland annat av gonokocker, men ocksa for att béttre bi-
behalla balansen mellan olika bakteriearter nar provet innehdller bland-
flora. | dag anvands oftast Amies kolade transportmedium. Kol-
tillsatsen (Charcoal) neutraliserar toxiska fettsyror, varvid man slipper
anvanda kolade bomullspinnar vid provtagningen. Stuarts medium in-
nehdller glycerofosfat, vilket kan metaboliseras av vissa koliforma
bakterier med risk for tillvaxt under transporten. Darfor har i Amies
medium detta bytts ut mot oorganiskt fosfat. Amies transportmedium
& inte optimerat for transport av fecesprover innehdlande Shigella och
Campylobacter, men dessa 6verlever minst 24 timmar i mediet vid kyl-
forvaring. Ett speciellt transportmedium for fecesprover & Cary-Blair-
medium. Detta & buffrat till pH 8,4, vilket férlanger dverlevnad av
Shigella och Vibrio cholerae till &skilligadygn. Cary-Blair-medium &r
inte avsett for transport av andra typer av bakteriol ogiska prover.

Trots att Cary-Blair-medium har béttre egenskaper vid langre tids for-
varing (>48 timmar) anger vi det mer generella och mycket anvéanda
Amies medium som referenssubstrat. Det & dock viktigt att vara
uppméarksam pa nodvandigheten av korta transporttider for Shigella
(sérskilt Shigella flexneri), Campylobacter och Vibrio.

Recept: Amies transportmedium med charcoal
(Copan, Venturi Transystem).

Innehdll Gram/L
Charcoal 10,0
NaCl 3,0
Natriumvétefosfat 1,15
Kaliumdivéatefosfat 0,2
KCl 0,2
Natriumtioglykollat 1,0
CaC|2 0,1
MgCl, 0,1
Agar 4,0
PH72+0,2
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Transportror finns kommersiellt tillgangliga. | certifierad batchprov-
ning ingar bland annat Shigella och Campylobacter med angiven Gver-
levnad minst 24 timmar.
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Bilaga 1.2
Substratkontroll

Ett stort antal olika odlingsmedia for primar isolering av tarmpatogener
finns kommersiellt tillgangliga. Dessa & regelméssigt noggrant kvali-
tetskontrollerade av producenten, vilka pa begéran bifogar analyscerti-
fikat Gver aktuell lot. Detta innehdller uppgifter bl.a. om komposition,
fysikaliska egenskaper, odlingsegenskaper med olika referensstammar,
forvaring etc. enligt tillgangliga standarder, exempelvis NCCLS Doc
M22-A. Trots detta foreligger skillnader mellan olika fabrikat av
samma medium. Dessa skillnader kan avseende sava selektiva som dif-
ferentierande egenskaper uppna statistisk signifikans, och darvid spela
roll for diagnostiken. Vidare férekommer &ven vissa variationer mellan
tillverkningsloter (batcher) av samma fabrikat, de senare sannolikt
storre ju mindre valdefinierat substratet &r. Detta innebér att tillgangliga
kommersiella halvfabrikat kan variera avseende diagnostisk formaga,
beroende pa skillnader i saval selektiva som differentierande egenska-
per. Vid det enskilda laboratoriet & sedan variationer vid den fort-
|6pande tillverkningen inom en och samma lot oundvikliga.

Testforfarande infor upphandling av fasta substrat, referensmetod

Infér upphandling av selektiva fecessubstrat (beskrivningen avser i
forsta hand DC-Hynes, XLD, Hektoen och CIN-agarmedier) skall jam-
forelse goras mellan pagdende lot och prov fran nya loter fran en eller
flera leverantorer. Loterna jamfors med avseende pa selektiv och diffe-
rentierande férméga. En av loternavéljs darefter.

Den selektiva formagan bedéms genom att studera vaxt av mélbakte-
rier och inhibition av normalflorans bakterier i jamforelse med véxt pa
icke inhiberande kontrollsubstrat (uttrycks for vardera bakterieart som
relative growth index, se definition nedan). Lampligt koloniantal for
mélbakterier & ca 10 vilket motsvarar ett bakterietal som &r vanligt i
den diagnostiska situationen (motsvarar ca 10*-10° bakterier/g feces).
Koloniantalet & ocksa lampligt for att minimera de statistiska foljderna
av tekniska variationer. Den differentierande formagan studeras ge-
nom att beddma parametrarna kolonidiameter, allmént koloniutseende
(opak, semiopak eller genomskinlig, dlét eller ra, konvex eller platt,
blank eller matt) och koloniférg (fargl6s, d.v.s. lika substratet, rosa/réd,

227



gul/vit, svart, grétt eller rétt kolonicentrum och ev. omslag i mediet
samt andra ev. notabla karakteristika).

Betréffande val av stammar for testningen & minimikravet att ur
referensstamspanelerna (se under respektive patogen for malbakterier
och nedan for kontaminantstammar for val och forvantat resultat) testa
minst tvd Salmonella-, Shigella- och Yersinia-stammar samt E. coli
CCUG 17 620 och E. coli CCUG 30 600 (géler XLD, Hektoen och
DC-Hynes) eller tva Yersinia-stammar, E. coli enlig ovan och Citro-
bacter braakii CCUG 41760 (géller CIN-agar). Principen &r att utmana
substraten med renkulturer av "normala’ stamtyper men ocksa s&dana
malbakterier som véaxer daligt och sidana kontaminanter som ofta for-
mar vaxa pa sel ektiva substrat.

Utférande:

1. Slammakolonier av utvaxta bakterier fran en agaryta (t.ex. blod) i
5 mL peptonbuljong med 1 % héstserum. Inkubera Gvernatt i
35°C-37 °C.

2. Tvéttalagfaskulturernax2 i PBS.

3. Spad bakteriekulturer i PBStill Mc Farland Standard 1 och sedan
ned till motsvarande ca 10> CFU/50 L. Kontaminantkulturer
spads ned till motsvarande ca 2x10° CFU/50 pL fér att uppnd
hogre bakterietal pa kontrollagarplattorna. Observera dock att
vissa kontaminanter kraver samma spadning som mal bakteriena.

4.  Inokulera plattorna (testagar och kontrollagarplattor, som kontroll-
lagar anvands CLED eller MacConkey) med vardera 50 pL i
duplikat (eller triplikat) och sprid jamt 6ver agarytan med rackla
eller sterila glaskulor.

5. Inkuberadvernatt i 35 °C - 37 °C (CIN-agar i 28 °C - 30 °C).

6. Ré&kna antalet kolonier. Vid ingen eller mycket svag véxt inkube-
ras plattorna ytterligare ett dygn (géller i forsta hand DC-Hynes).
Koloniantalet bor vara ca 10° for mélbakterierna. For kontami-
nantstammar skall bakterietalet i fall av kraftig inhibition ligga pa
ca 1,5-2x10° pa kontrollagarplattan.

7. Berdknarelative Growth index* (RGI) (se definition nedan).

8.  Beddm och notera kolonidiameter, koloniutseende och koloniférg
samt eventuella andra karakteristika

*Relative Growth index= CFU av enskild bakterietyp pa test-
plattan/CFU av samma bakterietyp pa icke inhiberande kontrollplatta.
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Kvoten uttrycks i procent. Detta bor ligga 6ver 50 % for mal bakterier
med god vaxt, men kan for malbakterier med dalig vaxt ligga pa ett par
procent. Vissa kontaminantstammar vaxer inte alls pa testagar, dettain-
nebdr ett RGI<0,1 %, men andra stammar inhiberas i mindre
omfattning (se tabell 26).

Det ar fordelaktigt (hor ¢ till referensmetodiken) att ocksd inokulera
blandkulturer av referensstammarna bestéende av en (eller ett par)
typer av. malbakterier i kombination med tva eller helst tre olika kon-
taminanter. Man kan dérvid jamféra substratens egenskaper i en situa-
tion som i ndgon mén simulerar ett kliniskt prov. Avsikten &r i forsta
hand att bedéma substratens differentierande egenskaper, d.v.s. koloni-
karakteristika skall vara framtréddande och enskilda arter identifierbara.
Det skall observeras att growth index for en viss bakterieart som be-
stémts for renkultur kan andras nér samma bakterieart inokuleras till-
sammans med andra bakteriearter. Forfarandet har g standardiserats,
men reproducerbara resultat kan nas med flera kombinationer (Thore,
Lindman SMI-tryck 127-1999).

Testforfarande vid den fortlopande tillverkningen av fasta substrat, refe-
rensmetod

For fortlépande tillverkningskontroll av selektiva substrat (i forsta hand
DC-Hynes, XLD, Hektoen och CIN-agarmedier) utgér Mossel’s eco-
metriska metod referensmetod. Denna metod & enkel att utféra och
ger uppfattning om selektiv kapacitet hos substratet. Principen &r att
inokulera bakterier i logfas enligt ett visst monster pa agarytan (Figur
16) och med hjdlp av véxt-endpoint berdkna absolut growth index
(AGI, for definition se Tabell 25) och relativt growth index (RGI, for
definition se nedan) efter jamforelse mot vaxt pa kontrollagar. Det &
tillréckligt att testa en referensstam vardera av Salmonella, Shigella och
Yersinia samt E. coli CCUG 17620.

Utfdrande:

1. Respektive bakteriekulturer inokulerasi 5 mL peptonbuljong.

2. Inkuberai 4 timmari 35 °C - 37 °C.

3. Indela agarplattan som skall testasi fyra segment mérkta A-D enligt
fig 16.

4. Doppaen 1 pL plastindsi buljongen dér bakterierna nu befinner sig
i logfas. OBS! Endast géva dglan skall doppas, annars blir inoku-
|atet for stort.
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5. Inokulera agarplattan med plastindsen i konstant vinkel (ca 45°) en-
ligt fig 16. (fran A1 till D5).

6. Inokulera ytterligare en testplatta enligt moment 3-5 samt en
kontrollplatta (CLED-agar eller MacConkey-agar), for varje enskild
bakterietyp.

7. Inkubera plattorna évernatt i 35 °C - 37 °C (CIN-agar i 28 °C - 30
°C).

8. Notera det segment dar vaxt sist férekommer (endpoint) pa respek-
tive test- och kontrollplattor. Vid avsaknad av vaxt i mer an tva seg-
ment (d.v.s. tva dverhoppade segment) anses endpointen vara den
sistamed véxt fore avbrottet.

9. Absolut growth index (AGI) kalkyleras enligt nedanstéende tabell
25 och relativ growth index (RGI) enligt formel (Figur 17).

Krav for godkand testning ar véxt pa CLED-agar med ett AGI>75.

Figur 16. Monster att anvanda vid inokulering av agarplattor med
Mossel”s ecometriska metod.

Notera det segment pa respektive test- och kontrollplattor dar vaxt
sist forekommer (endpoint). Vid avsaknad av vaxt i tva segment eller
fler (d.v.s. tva eller fler verhoppade segment), sker avldsning i det
narmast foregaende segmentet med vaxt.
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Tabell 25. Kalkylering av absolut growth index (AGI) genom ut-
tryckande av ett indexvérde (5-100) fran noterad vaxt-endpoint (A1-

D5):

Al =5 Bl = 10 Cl =15 D1 =20
A2 = 25 B2 = 30 C2=35 D2 = 40
A3 = 45 B3 = 50 C3 =55 D3 = 60
A4 = 65 B4 = 70 C4 =175 D4 = 80
A5 = 85 B5 = 90 C5 =95 D5 = 100

AGI of test x 100
AGI of control
Figur 17. Formel for berékning av relativ growth index (RGI):

| Tabell 26 visas de kontaminantstammar som bor anvéndas vid kon-
troll av fecessubstrat. M& bakteriestammar for substratkontroller redo-
visasi Bilaga2.1

Tabell 26. Kontaminantstammar att anvanda som referensstammar vid |ottest-
ning och fortlépande tillverkningskontroll av fecessubstrat enligt referens-
metodiken .

Forvantad vaxt? p&

Bakterie CCUG ATCC Karakteristika XLD DC-HynesCIN
E. coli 17620 25922 negativ kontroll <0,1  <0,1 <0,1
E. cali 30600 35218 g fullstinhib >25 <1 <0,1
Citrobacter braakii 41 766 >50 >25 >75
Proteus mirabilis 26 767 24906 fér € svarma >50 >10 <0,1
P. aeruginosa 551 10 145 >25 >10 <0,1

Enterococcus hirae 1332 8043  negativ kontroll  <0,1  <0,1 <0,1

D Avser relative growth index (uttryckt i procent) med pipetteringsteknik, d.v.s. antal
CFU testagar x100/antal CFU kontrollagar (CLED eller MacConkey)
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Kommentar till referensmetodiken for testning av fasta substrat:

Referensmetodiken anger niva for substratkontroll med syftet att bi-
behalla en hog och jamn kvalitet pa de substrat som anvands vid feces-
diagnostiken. Lotjamforelse vid arlig upphandling skall utféras och
dokumenteras. Om flera laboratorier gér samman for gemensamt upp-
kop av ett substrat, & det tillrackligt att ett av laboratorierna utfor
denna lotjamforelse. Fortlopande tillverkningskontroll pa det enskilda
laboratoriet skall utféras och dokumenteras. Ett acceptabelt alternativ
till Mossells ecometriska metod & att rensprida renkulturer upp-
slammade i PBS av ett antal malbakterier och kontaminanter. En metod
som ocksd & anvandbar for MacConkey-agar. Harvid skall differentie-
rande koloniparametrar jamforas mot pagaende serier varfor det ar vik-
tigt att fria kolonier erhdlles. Observera att ingen €eller ringa uppfattning
darvid erhdlles om substratets sel ektiva egenskaper.

Testforfarandet vid den fortlépande tillverkningen av anrikningsbuljonger
(Rappaport och Selenit)
Vid den fortlopande tillverkningen (kan ocksa galla lottestning infor
uppkdp) av anrikningsbuljonger fér Salmonella-bakterier rekommende-
ras nedanstdende metoder avsedda att testa och dokumentera substra-
tens selektiva egenskaper och forméga att anrika Salmonella. Observera
att metoderna g standardiserats i tillracklig omfattning och dérfér inte
utgor referensmetodik. Principen & att utmana substratets egenskaper
med metodologi som liknar den kliniska situationen. Dérvid kan de in-
hibitoriska egenskaperna prévas genom att tillsitta ca 10° E. coli-
bakterier (lamplig stam CCUG 30600) med krav pa nara nog
fullstandig inhibition, samtidigt som den anrikande férméagan provas
genom att tillsétta ca 10 S. Typhimurium (lamplig stam CCUG 31969)
eller ca 10° S Senftenberg (CCUG 37886) med krav pd anrikning.
Alternativt kan negativ feces pa bomullspinne (ca 0,02 g) tillsittas
tillsammans med respektive Salmonella-stammar.

Utférande:
1. Mixaomsorgsfullti 5mL PBS kolonier av E. coli fran en agaryta
(t.ex. blod) eller fran en tvéttad Gvernattkultur i buljong till
McFarland 1,0 (motsvarar ca>5x10’ bakterier/mL).
2. Tillsétt till dnskat antal ror av testbuljongen vardera 30 pL (pipett
eller 3x10 uL 6gla) av E. coli-suspensionen (motsvarar drygt 10°
bakterier).
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3. Forfar pa samma sétt med Salmonella-stammarna men spad dessa
till McFarland 0,5 och darefter ytterligare till 1&mplig koncentra-
tion (ca 1,5x10% bakterier/mL av S Typhimurium och 1,5x10*
bakt/mL av S Senftenberg).

4. Tillsétt 10 pL (pipett eller 10 pL 6gla) av vardera Salmonella-
suspension till de rér dér E. coli inokulerats.

5. Observera att det & lampligt att frén varje suspension gora viable
count i detta skede.

6. Inkuberardren dvernatt i angiven temperatur.

7.  Spridmed 1 pL 6glapd XLD (Hektoen), MacConkey och CLED.

Forvéntat resultat:

Salmonella anrikas och ger darvid riklig utvaxt pa XLD (Hektoen);
sakrast resultat med Rappaport vid 41,5 °C + 0,5 °C inkuberingstempe-
ratur. Enstaka véxt av E. coli kan dérvid férekomma. MacConkey- och
CLED-plattor anvands som stédjande kontrollplattor, och férvantas ge
mer uttalad véxt av E. coli.
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Bilaga 2.1

Tabell 27. Karakteristik for 19 stammar som baserat p& métningar av growth index, varderingar av vaxtkarakteristika och resultaten
av biokemiska tester foresl s som referensstammar vid kontroll av substrat och biokemiskt testbatteri for fecesdiagnostik

Forvantad vaxt pd*

Forvantad resultat av vissa biokemiska tester**

XLD DC- Mannit/  LDH/ MU-  Sam Sam

Nr Bakterier CCUG ATCC|CLED Hektoen Hynes CIN Gas H)S OD UREA ONPG Indol CAP Fag PolyO
1 S Montevideo 21239 150 100 75 +/g +H+ o+ - - - + + +
2 S Typhimurium 31969 14028| 150 100 75 +/g +/+ + - - - + + +
3 Ssyplll 6322 13314( 100 100 75 +/g H+ o+ - + - + - +
4 S Typhimurium 41768 150 75 50 +/0g +H+ o+ - - - + + +
5 S Senftenberg 37886 1000 100 5 +/g +- + - - - + + +
6 Sh.flexneri 21251 100 75 75 +/0g -/- - - - + - - -
7 Sh.flexneri 32079 12022( 100 75 50 +/0g -I- - - - - - -
8 Sh.sonnel 9567 9774 | 400 100 50 +/0g -I- + - + - - - -
9 Sh. sonnei 32351 25931| 400 100 100 +/0g -/- + - + - - - -
10 Y.enterocolitica9  8239A 100 100 100 100 +/0g -I- + + + + Nd - -
11 Y.enterocolitica8 33055 27729| 200 100 50 25 +/0g -/- + + - + Nd - -
12 Y. enterocolitica 3 8233 100 50 50 50 +/0g -/- - + - - Nd - -
13 V. pseudotuberc 17 342 1000 100 10 250** | +/0g -I- - + + - Nd - (+)
14 E.coli 17620 25922 1500 0 0 0 +/g +/- + - + + Nd - (+)
15 E.coli 30600 35218 200 >50 <2 0 +/g +- + - + + Nd - -
16 C. braakii 41766 100 >50 >25 >75 +/g -/- + - + - Nd - -
17 Proteus mirabilis 26767 29906| 100 >50 >10 0 -/0g -/- + + - - Nd - -
18 P. aeruginosa 551 10145| 100 >25 >10 0 -/0g -/- - - - - Nd - -
19 Enthirae 1332 8043 | 1500 0 0 0 -/0g -/- - - + - Nd Ovéxt Nd

*

Véxten pA XLD, DC-Hynes och CIN anges som ungeférligt forvantat minimiantal CFU vid ett inokulat av det antal CFU (tvéttade och spadda

renkulturer utpipetterade och spriddai 50 | portioner) som anges for CLED-agar.

**  Allatre Y. enterocolitica-stammarna & esulinnegativa.

*** Efter 2 dygnsinkubering. Motsvarande vaxt forvantas ocksa pA MacConkey-agar.
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Refer ensstammar

For serotypning

04 -S Typhimurium CCUG 31 969
07 -S Virchow CCUG 12653
08 -S Newport CCUG 21283
09 -S Enteritidis CCUG 34136
010-S Anatum CCUG 37885
019 -S. Senftenberg CCUG 37 886

Campylobacter

Referensstammar for substratkontroll vid varje gjutning:

C.jguni CCUG 11284A god véxt

E. coli CCUG 17620 hammad helt eller delvis

Vid lotkontroll dessutom:
C. coli CCUG 11283 god vaxt

For kontroll av odlingsférfarandet anvands
C.jguni CCUG 11284A

For identifiering dessutom
C. lari CCUG 23947
C. upsaliensis CCUG 19559

Tarmpatogena E. coli
Malgener for PCR-screening

Kategori Malgen Fenotyp Kontrollstam for PCR
ETEC eltB LT ATCC 35401
estA Sta ATCC 35401
EIEC ial Invasivitet ATCC 43893
EPEC eae Intimin ATCC 43887
bfpA Bfp (LA) ATCC 43887
Atypisk EPEC  eae Intimin ATCC 43887
EHEC Sx1 Stx 1 ATCC 43890
stx2 Stx 2 ATCC 43889
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Negativ kontroll for samtliga PCR, E. coli ATCC 11775

Vibrio cholerae

Vibrio cholerae O-1 CCUG 9119
Vibrio cholerae O-139 CCUG 34708
Vibrionaceae

Aeromonas hydrophila CCUG 217
Plesiomonas shigelloides CCUG 27761
Vibrio parahaemolyticus CCUG 27761

Helicobacter pylori
H. pylori NCTC 11637 (CCUG 17874)

Clostridium difficile

C. difficile ATCC 9689 anvands for kontroll av CCFA-plattor, som jamforelse
vid luppmikroskopi, som kontroll pa den anaeroba miljén och som kontrollstam
vid eventuell resistensbestédmning

Kontaminantstammar att anvanda som referensstammar vid lottestning och
fortlopande tillverkningskontroll av fecessubstrat enligt referensmetodiken .

Forvantad vaxt Y pd

Bakterie CCUG ATCC Karakteristika XLD DC-Hynes CIN
E. coli 17620 25922 negativ kontroll <0,1 <0,1 <0,1
E. cali 30600 35218 g fullstinhib >25 <1 <0,1
Citrobacter braakii 41 766 >50 >25 >75
Proteus mirabilis 26767 24906 faresvaima >50 >10 <01
Ps. aeruginosa 551 10 145 >25 >10 <0.1

Enterococcushirae 1332 8043  negativ kontroll <0,1 <0,1 <0,1

1) Avser relative growth index (uttryckt i procent) med pipetteringsteknik,
d.v.s. antal CFU testagar x100/antal CFU kontrollagar (CLED eller Mac-
Conkey)

M atfor giftningsstammar

Bacillus cereus CCUG 10781
Clostridium perfringens CCUG 1795
Staphylococcus aureus CCUG 17 621
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Referenssera

Salmonella

Polyvalent O-antiserum
Polyvalent H-antiserum
Faktorantiserum

Shigella

Sh. dysenteriae 1-13

Sh. flexneri

Sh. flexneri monoklonaler
Sh. boydii 1-18

Sh. sonnel SoR

Yersinia
Yersinia O3 och O9
Vibrio cholerae

Vibrio cholerae Polyvalent O-1
Vibrio cholerae O-139

EHEC
Escherichia coli O-157

(Reagensia AB)
(Reagensia AB)
(Reagensia AB)

(Reagensia AB)
(Reagensia AB)
(Reagensia AB)
(Reagensia AB)
(Reagensia AB)

(Reagensia AB)

(Denka Seiken)
(Denka Seiken)

(Denka Seiken)

240

Bilaga 2.2



Bilaga 2.3

Salmonella-utskick S1-10/2002

Syfte

Panel

Tidigare SMI-utskick avseende Salmonella-diagnostik har i huvudsak
varit inriktade pa de kvalitativa komponenterna av metodologin. Det nu
aktuella utskicket, som finansierats av SMI, var i huvudsak inriktat pa
den kvantitativa komponenten bland annat for att utréna méjligheten att
definiera gransvarden (kalibreringsnivéer) som varje lab bor ha som
malséttning att klara.

Panelen bestod av 10 prov i blandkulturer med varierande koncentratio-
ner av malbakterierna och fasta koncentrationer av kontaminanter. Mal-
bakterierna utgjordes av tva stammar av Salmonella-bakterier. Den ena
av dessa, S. Montevideo CCUG 21239, &r att betrakta som "normalva-
riant” i sA motto att den &r relativt lattpavisad pa selektiva agarmedier
och har en norma biokemi. Den andra, S. Senftenberg CCUG 37886,
véxer betydligt sdmre an den forsta stammen och doljer sig l&étt i den
kontaminerande bakgrundsfloran eftersom den & H,S-negativ, men
poly-O, fag- och MUCAP-positiv. Dessa grundkarakteristika for mal-
bakterierna med tilldgget att vaxt inte kunde forvantas fran alla prov be-
skrevsi foljebrevet.

Samtliga prov innehdll dessutom samma mangd, totalt 10° CFU/mL, av
E. coli CCUG 30600, Citrobacter braakii CCUG 41766, Proteus mira-
bilis CCUG 26767 och Enterococcus hirae CCUG 1332. P4 grund av
panelens hoga svarighetsgrad rekommenderades att utstryket skulle ske
enligt foreslagen referensmetodik med primér-, sekundér- och tertiér-
stryk for att 6ka chansen att erhadllafria kolonier.

Resultat och diskussion

Anvanda substrat (Tabell 28)

Vid primérodling anvénde 26 av deltagande 29 lab XLD-agar, varvid
dtta lab bara anvande XLD, 15 XLD i kombination med DC-agar, i
kombination med SSl-agar (1 lab) eller BI&Drigalski-agar (2 lab). Tre
lab anvénde enbart DC-agar. Uppgift saknades ofta betréffande vilken
typ av DC-agar (Leifson eller Hynes) som anvandes. Samtliga lab an-
vande anrikningsbuljong varav de flesta (23 lab) Rappaport. Substraten
var i stort sett de samma som vid foregaende utskick 1998.
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Vart att notera &r att 6 lab tillverkade egen Rappaportbuljong vilket for
just denna buljong enligt litteraturuppgifter t.o.m. kan vara att féredra
framfor ndgot av halvfabrikaten. Fjorton lab anrikade i 37 °C enligt re-
kommendationer i tidigare referensmetodik. Denna rekommendation &r
nu andrad till 41,5 + 0,5 °C i 24 timmar under foérutséttning att recept
enligt ref metodik anvénds, d.v.s. tillsats av MgCl, - 6H,0, 29,0 g/L
(motsvarade MgCl, 13,4 g/L). Den hdgre inkubationstemperaturen
minskar avsevart mangden normalflora som vaxer ut vid utsadd efter
anrikning.

| soleringsfrekvens (Tabell 29)

Totalt tjugosju av 29 lab isolerade korrekt Salmonella-bakterier fran
provserie 1-5 (S. Senftenberg). Att s manga lab lyckades identifiera
Salmonella fran denna serie skiljer sig radikalt frén resultatet 1998 da
endast 4/25 lab klarade detta. Skillnaden torde forklaras av att man
denna gang var forberedd pa majligheten av svardiagnostiserad Salmo-
nella, eftersom koncentrationerna av méalbakterierna i 1998 ars utskick
var de samma som i prov 3 och 4 i det nu aktuella. Liksom vid fore-
gaende tillfale 1998 lyckades samtliga lab identifiera Salmonella-bak-
terier som i aktuellt utskick fannsi provserie 6-10 (S. Montevideo).

Primarodling pa fast medium

Det framgér av tabell 29 att de tva serierna innehdll stigande
koncentrationer av respektive mélbakterie. Betraffande S. Senftenberg
lyckades 21 av de 29 laboratorierna isolera denna redan fran négon av
primérplattorna i ndgot eller flera av proven. De flesta (15 lab) hit-
tade den darvid forsta gangen i prov 4, d.v.s. vid koncentrationen
4,4x10" bakterier/mL och tre lab hittade den redan i prov 3, mot-
svarande 6,0x10° bakterier/mL. Detta innebér kumulativt att 18 av de
21 laboratorierna som pavisade bakterien pa ndgon av primarplattorna
hade gjort detta vid konc 4,4x10" bakterier/mL.

S. Montevideo var uppenbarligen léttare att isolera frén primér-
plattorna. Allalab klarade detta. Sex isolerade bakterien redan i ndgon
av de lagsta koncentrationerna (<1-10" bakterier/mL) vilket mé&ste be-
tecknas som mycket bra. Vid koncentrationerna 2,7x10% (prov 8) och
2,6x10° (prov 9) bakterier/mL hittade 12 och 9 lab bakterien forsta
gangen, kumulativt resultat framgér av tabellen. Dessa nivaer befinner
sig i omrédet for den teoretiska nedre gransen for vad som ar mojligt att
pévisa med nuvarande metodik (d.v.s. ca 10° Salmonella/gram feces).
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Vi konstaterar alltsd att mot den identiska bakgrundsfloran kunde
"norma” H,S-bildande Salmonella identifieras pa primérplattorna i
koncentrationer som &g drygt tva tiopotenser lagre an for svarodlad
H,S-negativ Salmonella.

Panelens utformning tilldter inga slutsatser betréffande effektiviteten
hos olika agarkombinationer. Dér hanvisar vi till resultat av tidigare
Salmonella/Shigella-utskick som talar for kombination av XLD och
DC.

Anrikning

Betydelsen av men ocksa begransningarna med anrikningsfor farande
illustrerades tydligt av den aktuella panelen. Antalet lab som isolerade
S. Senftenberg 6kade fran 21 till 27 efter anrikning. Sex lab isolerade
bakterierna i en koncentration som var |&gre & den som redan blivit
positiv pa ndgon av primarplattorna. Detta & en statistisk signifikant
(p<0,007) sdnkning av detektionsnivan for dessa lab jamfort med pri-
méarodlingen. Tio lab kunde dock inte isolera denna bakterie efter an-
rikning. Detta talar for att S. Senftenberg anrikas daligt eller inte als
(vilket ocksa visats pd Vasteraslaboratoriet infor utskicket). Den Okade
totala isoleringsfrekvensen efter anrikningsforfarande beror troligen pa
inhibition av kontaminenterna sa att mélbakterien lattare kunnat iden-
tifieras. Det kumulativa resultat av anrikningsforfarandet framgar av ta-
bell 29. Tjugotva lab kunde isolera S. Montevideo efter anrikning vid
koncentrationer <1-10" bakterier/mL. Sénkningen jamfért med detek-
tionsnivan for primarplattorna & hoggradigt signifikant (p<0,001). Vi
ser alltsa att kandigheten dkar med mer dn en tiopotens efter anrikning
ner till enstaka bakterier/mL.

Materialets storlek tilldter inte pdvisandet av eventuella skillnader mel-
lan olika buljonger eller inkuberingstemperaturer. Vi férordar dock
Rappaport-Vassiliadis (RV S)-buljong som inkuberasi 41,5 °C + 0,5 °C
i 24 timmar. Om man hojer temperaturen till 43 °C eller anvander
hégre magnesiumkoncentration &n den angivna rekommenderas 48
timmar inkubering.

Lampliga gransvarden (kalibreringsnivaer) som varje laboratorium bor

klara med panelens tva referensstammar kan anges till ca 10* bakte-
rier/mL for S Senftenberg och ca 10 bakterier/mL for S, Montevideo.
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Primérdiagnostik Salmonella (Tabell 30)

| tabell 30 listas den angivna metodiken for verifiering av Salmonella-
isolat vid véra laboratorier. Tjugotva lab angav darmed foreslagen refe-
rensmetodik och 19 angav dessutom andra € kommersiella tester. Det
ror sig darvid oftast om OD- och rérlighetstest vilket ju & relevant dels
for diagnostiken av S. Typhi (OD-negativ) men ocksa for Shigella (S
sonnei OD-positiv) vilka ala &r orérliga. De flesta (25 lab) verifierade
rutinmassigt fynd av Salmonella med agglutination i polyvaent O-anti-
serum. Enligt den nu aktuella referensmetodiken récker biokemisk
diagnostik i normalfallet medan poly O bor anvéndas som verifiering
vid atypiska biokemiska utfall. Manga (19 lab) anvande ocksa aggluti-
nation med poly H och serotypade dessutom sina fynd. Anvéndandet av
Salmonella fag (i referensmetodiken angivet som alternativ till aggluti-
nation i poly O) var utbrett liksom bruket av API i oklara situationer.
Slutligen anvande fem lab MUCAP-test, en test med hdg kénslighet
och specificitet vi pavisandet av Salmonella som vi garna vill rekom-
mendera, sarskilt for att utesluta Salmonella vid atypisk biokemi.

Resistensbestdmning av Salmonella-isolat

Resistensbestamning utfordes av alla 29 lab men bara p& begéran av 18
av dessa. Det framgick tyvarr inte huruvida lab rutinmassigt ocksa sva-
rade ut resultat av resistensbestéamning till klinikerna. RAF rekommen-
derar inte rutinmassig resistensbestamning av Salmonella-isolat. Vid
eventuell resistensbestdmning av Salmonella och Shigella anges som
minimiurval parenteralt cefalosporin, kinolon, pivmecillinam och tri-
metoprim-sulfa. Denna rekommendation foljdes i princip av laborato-
rierna, ofta med tillégg av ampicillin och ibland kloramfenikol. Re-
sistenshestamning av Salmonella & sérskilt aktuell vid septisk sprid-
ning eller infor behandling vid langvarigt smittbédrarskap hos vuxna (>
6 manader).
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Tabell 28. Fasta substrat for primérisolering vid 29 svenska laborato-

rier & 2002.

Fasta substrat Antal lab
XLD enbart 8

XLD +DC 15

XLD + SS| 1

XLD + BI&Drigalski 2

DC (Leifson eller Hynes) enbart 3

For anrikning anvands. Rappaport (23), Selenit (4), annan buljong/metod (2).

Tabell 29. Isoleringsfrekvenser av tva olika Salmonella-stammar fére

och efter anrikning.

Antal
Prov Bakterier® CCUG bakt/mL

Antal laboratorier (n=29) som
pavisat Salmonella (kumulativt)

| primér- Efter an-
odling rikning Totalt

S Senftenberg 37886  4,0x10*
CO:1,3,19 9,5x10?
6,0x10°
4,4x10*
4,0x10°

G wWNBE

S Montevideo 21239 <1

CO: 6,7 10
2,7x10?
2,6x10°
0 1,4x10*

= O 00N

- 5 5

- 6(p<0,007) 6

3 8 11
18 16 24
21 19 27
2 6 6

6 22(p<0,001) 23
18 26 28
27 28 29
29 28 29

* Samtliga prov innehdll dessutom E. coli, Citrobacter braakii, Proteus
mirabilis och Enterococcus hirae, totalt 10%/mL.
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Tabell 30. Primérdiagnostik av Salmonella vid 29 svenska laboratorier
ar 2002.

Metod Antal lab
Biokemi enligt referensmetodik 22
Biokemi annan 19
Agglutination poly O 25
Agglutination poly H 19
Serotypning 21
Salmonellafag 25
MUCAP 5
Kommersiell analysbricka (API) 22

Resistensbestdmning utfordes av alla, 18 bara pa begéran.
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PCR-diagnostik av EHEC, EIEC, EPEC och ETEC
(SM1)

Analysprincip/teststrategi

Prov utodlas pa medium som selekterar fér gramnegativa aeroba
bakterier.

De utvaxta bakteriernai primarstryk eller enskilda kolonier slammas,
kokas, och analyseras med PCR.

Tabell 31.
Malgen Bakterietyp Amplimer
stx1 EHEC/Shiga-/verotoxigena 130 (bp)
stx2 EHEC/Shiga-/verotoxigena 298 (bp)
eae EHEC/EPEC 376 (bp)
ial EIEC/Shigella 320 (bp)
bfpA EPEC 367 (bp)
eltB ETEC 322 (bp)
estA ETEC 147 (bp)

Reagens

Kontroller (tabell 17) slammasi PBSttill en téthet motsvarande
MacFarland 4 (undantag ATCC 43890 som slammastill 8). Templat-
DNA fran de tva EHEC stammarna blandas i forhallandet 1+1.
Negativ kontroll E.coli ATCC 11775.

AmpliTaq, Tag polymeras 5 U/uL, GeneAmp 10xPCR-buffert Il &

25 mmol/L MgCl,, Perkin Elmer.
dNTP; dATP, dCTP, dGTP och dTTP, ultrapure.
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Tabell 32.

Malgen Primer Primer sekvens

edtB LT1 5TCT CTA TGT GCA TAC GGA GC3'
etB LTr 5CCATACTGATTGCCGCAA TS
estA  STI121  5'GCT AAA CCA GTA G,GG TCT TCA AAA3Z

estA  STI2r 5'CCC GGT ACA GAGC AGG ATT ACA ACAZ
stix1  VT1I 5GAA GAGTCC GTG GGA TTA CG3

stx1  VTLr 5AGC GAT GCA GCT ATT AAT AA3

stx2  VT2I S5ACCGTTTTT CAGATT TTGa CAC ATAZ
stx2  VT2r 5TAC ACA GGA GCA GTT TCA GAC AGT3
eae eaeu 5CAC ACG AAT AAA CTG ACT AAA ATGS
eae ezel 5'AAA AAC GCT GAC CCG CAC CTA AAT3
ial SHIG1 S5CTGGTA GGT ATG GTG AGG3

ial SHIG2 5CCA GGCCAA CAATTATTT CC3

bfpA bfpA2u S5TTCTTGGTGCTT GCGTGT CTT TT3

bfp A bfpA21 STTTTGT TTGTTGTAT CTT TGT AA3

Ga= en blandning av lika delar dGTP och dATP i samma position.
| EHEC-PCR ingér tva primermixar, Stx1+2- och eae-mix.
| EPEC-PCR ingdr ocksa tva primermixar, bfpA2- och eae-mix .

Analysprocedur

Slamma bakterievaxten fran primérstryket pa en sorbitol-MacConkey-
agarplattai ror med PBS till en téthet motsvarande MacFarland 4 (ca.
10°-5x10° bakterier/ml).

Om bara ett fatal kolonier vuxit ut eller isolat analyseras, slamma en koloni
per 40uL PBS.

Kokardret i 20 minuter.

Reaktionsror med 40pL bakterieslammning behandlas i 10 minuter

vid 98-100°C.

Pelletera cellresterna.
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PCR:

Mix / PCR-r&r antal pL
GeneAmp 10x PCR buffert |1 2,0
dNTP 1,25mmol/L 1,6
MgCl, 25mmol/L 1,2

Primer av varje 2,5umol/L 0,4

Taq 5U/pL 0,1
sterilt H,O upp till 18,0 uL

Tillsétt 2uL templat-DNA (prover resp. kontroller) till resp.PCR-ror.
PCR-program:
4 min 96°C

20 sek 94°C
20 sek 55°C 30 cykler
10sek 72°C

7 min 72°C

Post-PCR

10 pL av reaktionsvolymen frén varje ror analyseras med agarosgel-
elektrofores, motsvarande 2 % agaros (Seakem GTG) 120V, 30 minu-
ter. Om stx1eller estA (130bp resp.147bp) & svaga kan agaroshalten
Okas for att ge skarpare band. Analysen pavisar nérvaro eller frénvaro
av de amplimerer som angesi tabell 31.

Referenser
Malgen _ Atkomstnummer EMBL DNA-databas
stx1 X07865
stx2 X07865
eae X60439
bfpA 712295
eltB Ref: Yamamote, T. And Y okota. 1983. Sequence of

heatl abile enterotoxin of E.coli pathogenic to humans. J.
Biol. Chem. 259, 5037-5044.

estA Ref: Stieglitz H, Cervantes L, Robledo R, Covarrubias L,
Bolivar F and Kupersztoch YM 1988. Cloning, sequencing
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and expression in Ficoll-generated minicells of an E.coli
heat-stable enterotoxin gene. Plasmid 20, 42-53.

Ref: Frankel G, Riley L, Giron Jet al. 1990. Detection of
Shigella in faeces using DNA amplification. J. Inf. Dis. 161,
1252-1256
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Bilaga 4.1

Bestdmning av rotavirusantigen i fecesmed ELISA

ELISA-plattor:
Tvéttbuffert:
Antikropp for coatning:

Coatningsbuffert:

Costar EIA/RIA nummer 3590
0.9% NaCl + 0.05% Tween 20
Marsvin-antihuman rotavirus-serum (SM1)

0.05M sodiumcarbonate, pH 9.5-9.7

Provmaterial: 10% feces-suspension i PBS

Spéadningsbuffert: Trypsineringsbuffert med 0.5% BSA

Antikropp for detektion:  Kanin-anti-human rotavirus (SMI)

Konjugat: Peroxidasmaérkt get-antikanin 1gG (Bio-Rad)

Substratbuffert: 0,1M Na-citrat-Hac-buffert pH 6.0 innehdllande
0,002% H,0,

Substrat: Tetrametyhylbenzidin, TMB (ICN). TMB.stock;
[6sning 1% 3.3",5.5" tetramethylbenzidin uppl 0st i
DMSO.

Metod:

1 Coata med 100 ni_/brunn av marsvin-antihuman rotavirus-serum spétt

1/500 i coatningsbuffert. Inkubera dver natt vid +4°C eller 3 timmar vid

+37°C.

N

Tvétta 4 génger med tvéttbuffert.

3. Spad feces 1/10i PBS —0.05% BSA. Tillsétt i duplikat 100 ni/brunn.
Inkubera 120 min vid 37°C.

e

Tvétta 4 génger med tvéttbuffert.

5. Tillsétt 100 i /brunn av kanin-anti-human rotavirus spatt /1000 i
spadningsbuffert. Inkuberai 90 min vid 37°C.
6. Tvétta 4 ganger med tvéttbuffert.
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10.

11.

Tillsétt 100 i /brunn av peroxidasmarkt get-anti-kanin 1gG spétt 1/50
000 i spadningsbuffert. Inkuberai 60 min vid +37°C.

Tvétta 6 ganger med tvéttbuffert.

Blanda substratl 5sningen strax innan anvandning: 100 n. TMB
stocklésning i 10 mL substratbuffert. Tillsétt 200 m_/brunn &ven dor
blankavl&sning skall goras. Inkubera plattan i 5-10 min vid
rumstemperatur.

Reaktionen stoppas genom tillsats av 100 ni. 2M H,SO,/brunn aven dar
blankavlésning skall goras.

Avlésvid 450 nm i en ELISA-spektrofotometer.
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Bilaga 4.2
RT-PCR for detektion av Norwalk-liknande humant
calicivirus

Anti sense mix:

Primer Jv 13 50 pmol/mL 10X

DEPC vatten 30X
40

1. Fordela 4 nL av anti sense mixen till PCR-rér.

2. Tillsétt 5 ml av RNA-extraktionen till respektive PCR-ror.

3. Denatureravid 94 °Ci 2 min.

4 Kyl réren snabbt pais minst 2 min och centrifugera.

RT-mix:

10 X PCR buffert pH 8,3 (100 mM TrissHCL, 500 mM KCL) 1,5X

MgCl, 25 mM 1,8 X

dNTP 10 mM 15X

Superscript 05X

DEPC vatten 07X
6,0

1. Tillsatt 6 nl av RT-mixen till respektive anti sense ror

2. Inkubera 60 minvid 42 °C, 5minvid 94 °C, 4°C

3. Kyl roren pais.

PCR MIX

10 X PCR buffert pH 9,2 (100 mM Tris-HCI, 750 mM KCI) 45X

MgCl, 25 mM 2,4 X

dNTP 10 mM 0,5X

Jv 12 50 pmol/nL 0,3X

Tag 5U//m 0,5X

DEPC vatten 36,8 X
45,0

1. Fordelad5 b av PCR mixen till nya PCR-ror.
2 Centrufugera cDNA proven och for dérefter 6ver 5. cDNA till
respektive PCR-mix ror.
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3. PCRprogram:
3min.94 °C, 40 (1 min. 94 °C, 1 min, 30 sek, 37 °C, 1 min, 72 °C) 7 min
74°C,4°C

Primer JV 13: TCA TCA TCA CCA TAG AAA GAG
Primer JV 12: ATA CCA CTATGA TGCAGA TTA

Ref. Jan Vinjé. Molecular detection and epidemiology of small round-structured viruses
(SRSV) in outbreakes of gastroenteritisin The Nederlands.
JInf Dis 174:610-615 (1996)
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Bilaga 4.3

Metodbeskrivning fér analys av adenovirusi feces
med PCR-teknik

Faecesprovet blandas med vétska i transportroret/provtagningsroret (virus tran-
sportmedium, PBS eller fysiologiskt koksalt) till en 10-20 % suspension och
homogeniseras med vortex, garna med tillsats av glaskulor. Provet dverfors
sedan till ett eppendorfrér och centrifugeras i 5 min. Hastigheten avgors av
provets sammansattning och man bor erhdlla en 6verfas som gar att pipettera
200 pl av denna Overvéatska anvands sedan direkt for extraktion av adenovirus-
DNA med hjdp av QlAamp Blood Mini Kit (QIAGEN) enligt medfdljande
Blood & Body Fluid Spin Protocol.

Arbetet bor ske i sterilbdnk (skyddsklass 2) och speciella locképpnare kan
anvandas till eppendorfréren under extraktionen for att minimera risk for
kontamination. Prov som innhdler de enteriska varianterna av adenovirus samt
prov fran immunosuppremerade patienter kan innehdlla mycket stora kvantiteter
av virus och kontaminationsrisken kan i dessafall betecknas som stor.

PCR-reaktionen sker i en totalvolym pa 50 pl innehallande 10 pl QlAgen-extra-
herat prov i 10 mM Tris-HCl, 1,5 mM MgCl2, 50 mM KClI, pH 8,0 (20 °C), 200
UM av varje dNTP, 0,5 uM av vardera yttre primer eller 0,5 UM av varderainre
primer samt 1 U Tag DNA polymerase.

PCR-program férsta amplifieringssteget:

1. 95°C 3 min 1 cyke
2. [94°C30s 55°C30s 72°C1min]  30cykler
3. 72°C3min 1 cyke

5 ul av amplifieringsprodukt frén det forsta PCR-steget dverfors till en ny iden-
tisk PCR-mix pa 45 pl for nested PCR, dock nu med inre primers. Denna mix
blandas pa speciellt avgransad yta endast avsedd for hantering av redan ampli-
fierat material. OBS! PCR-roret fran det forsta amplifieringssteget skall centri-
fugeras for att avldgsna kondens innan det dppnas for dverforing av amplifikat.
Detta & mycket viktigt for att undvika eventuell kontaminering.

PCR-program andra amplifieringssteget; nested PCR:

1.94°C1min 1 cyke
2.[94°C30s 55°C30s 72°C1min] 30cykler
3.72°C3 min 1 cyke

259



Efter avslutad amplifiering analyseras 15 pl amplifieringsprodukt fran béde
forsta och andra (nested) amplifieringsstegen tillsammans med 0,5 pg av en
definierad molekylviktsstandard pa en 2,0-2,5 % agarosegel av kvalitet med hdg
uppldsning for gel-elektrofores. Varje prov och standarden blandas med 2,0 pl
loadingbuffert innan separation pa gel.Vid en spanning pa 100V + 30V berdknas
en migrationstid pa 3 + 1,5 tim for tillfredstallande utvardering av slutprodukt.
Efter slutférd elektrofores inférgas agarosgelen med etidiumbromid (2 pg/ml) i
15 min = 10 min. (PCR-produkter = 301bp respektive 171bp fér enkel och
nested PCR).

Primersekvenser:

Hexldeg 5-GCC (CG)CA (GA)TG G(GT)C (TA)TA CAT GCA
CAT C-3

Hex2deg 5-CAG CAC (GC)CCICG (AG)AT GTC AAA-Z

Ovanstaende primers kombineras med foljande primerpar i nested PCR.

nestHex3deg 5-GCC CG(CT) GC(AC) ACI GAI AC(GC) TAC TTC-3
nestHexddeg 5-CC(CT) AC(AG) GCC AGI GT(AG) (AT)Al CG(AC)
(AG)C(CT)
TTG TA-3

Ref. Allard, A., B. Albinsson, and G. Wadell (2001). Rapid typing of human
adenoviruses by a general PCR combined with restriction endonuclease analysis. J Clin
Microbiol. 39:498-505
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Clostridium difficile-cytotoxin; analysprocedur
Dag 1:

(PBS).

Cirka 0,5 mL feces blandas val med ca 2,5 mL fosfatbuffrad NaCl

Centrifugera (minst 20 min vid 1000-1100 g, eller 5-10 min vid

13000-14000 g).

For dver supernatanten (ospétt prov) till ett tomt rér. Om provet ser

grumligt ut filtreras det genom sterilfilter, 0,45 um.

Spéad provet 1/5 och 1/50i PBS (t.ex. 1/5 100 pL ospétt prov till

400 pL).

Kontrollera att cellerna & bra (g upprundade och ett enkelt, jamnt

skikt av celler).

Sug av mediet fran det antal brunnar (2 per prov) som skall anvan-
dasi cdlplattan, inklusive brunnar for negativ och positiv kontroll.

Tillsdtt 100 pL uppehdllsmedium i de témda brunnarna.

Tillsétt 100 uL av respektive provspadning (Provspadningarna i

brunnarna & nu /10 och 1/100).

Inkubera plattan vid 37 °C i 3-10 % CO, tver natt.

Positiv kontroll utgérs av C. difficile-toxin, spétt enligt tillverkarens in-
struktioner. Det spadda toxinet behandlas som fecessupernatant (ospétt

prov).
Negativ kontroll. PBS anvands som negativ kontroll.

Dag 2:

Om provet bedoms som positivt i forsta eller bada spéadningarna, eller
& svart eller omgjligt att bedoma, t.ex. om cellerna & upplosta eller

hopklumpade gors neutralisationstest.
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Neutralisationstest

Vid neutralisationstest med specifikt C. difficile-antitoxin gors en titre-
ring av fecessupernatanten for semikvantitering av toxinhalten.

Antitoxin
C. difficile-antitoxin spéds och forvaras enligt tillverkarens instruktio-

ner.

1)

Spad fecessupernatanten (det ospédda provet) 1/1,25, 1/12)5,
1/125, 1/1250 och 1/12500 i PBS (t.ex. 1/1,25, 200 pL till 50 pL
PBS) .

2) Gor antitoxin provspadningar och PBS-provspédningar i en mikro-

titerplatta:

Antitoxin provspadningar:

Till vardera 3 brunnar i mikrotiterplattan sétts 50 uL C. difficile-
antitoxin.

Tillsétt 50 L provspadning fran spadning 1/1,25, 1/12,5 och 1/125
till de 3 brunnarna. Spadningarna & nu 1/2,5, 1/25 och 1/250.
PBS-provspédningar:

Till vardera 5 brunnar i mikrotiterplattan sétts 50 uL PBS med
mikropi pett.

Tillsétt 50 pL av samtliga provspédningar till de 5 brunnarna.

L&t antitoxin provspadningarna och PBS-provspadningarna sta i
rumstemperatur 20-30 minuter.

3) Kontrolleraatt cellerna &r bra.

4) Sug av mediet fran 8 brunnar per prov i cellplattan, samt 8 brunnar
for positiv kontroll och 1 brunn fér den negativ kontroll.

5) Satt 150 pL uppehdllsmedium till varje brunn.

6) Satt 50 pL av respektive PBS/provspadning (5 st) och anti-
toxin/provspadning (3 st) till brunnarna. De dlutliga PBS/prov-
spadningarna & nu 1/10, 1/100 osv., till 1/100.000 och de dlutliga
antitoxin/provspadningarna 1/10, 1/100 och 1/1000.

7) Positiv kontroll titreras och neutraliseras som fecessupernatant.
Negativ kontroll som vid provséttning.

8) Inkuberaplattani 3-10 % CO, 6ver natt.

Avlésning

Toxintester avlases i konverterat mikroskop. Toxinpaverkade celler &
upprundade med karakteristiska taggar. Om minst 50 % av cellerna i
brunnen & paverkade, bedéms denna spadning som positiv. Specifici-
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teten konfirmeras med neutralisationstest med specifikt C. difficile-
antitoxin fore slutlig besvaring.

Toxintest beddms som korrekt utford om cellerna i brunnen med den
negativa kontrollen & opaverkade och minst 50 % av cellernai den po-
sitiva kontrollens brunnar ar paverkade.

Neutralisationstest beddms som korrekt utférd om den cytopatogena ef-
fekten i den positiva kontrollen neutraliserats i antitoxinspadningarna
och om cellernai brunnen med den negativa kontrollen &r opaverkade.

Prelimindr avldsning av toxintest

Prelimindr avldsning av toxintest gors efter inkubering Over natt.
Toxintest som preliminért beddms som negativ inkuberas ytterligare 1
dygn. Om toxintest bedéms som positiv i forsta eller bada spadningar-
na, eller & svér att bedéma gors neutralisationstest.

Sutlig avidsning av toxintest

Slutgiltig avlésning av negativ toxintest gors efter 2 dygns inkubering.
Om toxintest som preliminart beddmts som negativ beddms som posi-
tiv i en eller bada spadningarna eller &r svar att bedéma gors en titrering
och neutralisationstest av provet.

Sutlig avidsning av neutralisationstest

Positiv neutralisationstest avl&ses dutgiltigt efter inkubering dver natt.
Neutralisationstest som & negativ efter inkubering dver natt, avléses
slutgiltigt efter 2 dygns inkubering, som antingen negativ eller positiv.
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Bilaga 6.1

Mikroskopisk pavisning av cystor och maskagg efter
formalin/etylacetat koncentration av feces

Analysprincip: Formalinfixerad feces filtreras, skakas med etylacetat och centri-
fugeras for att separera maskagg, larver, cystor och oocystor fran fett
och skrép. Efter centrifugering bildas fyra skikt: i botten av roret et se-
diment, sedan en formalinfas, en fettplugg med skrdp och Overst en
etylacetatfas. Sedimentet granskas i ljusmikroskop. Materialet i sedi-
mentet kan aven anvandas till olika speciafargningar for att identifiera
specifika parasiter. Metoden &r g lamplig for pavisning av trofozoiter i
feces.

Apparatur
dragskéap
centrifug
(skakapparat)
Ijusmikroskop med kalibrerat métokular
objektiv 10x, 25x, 40x

Material
trpinnar med och utan bomull
gasvav
engangsmuggar av plast
graderade koniska centrifugror av plast med tillhérande lock (OBS!
plasten maste tala etylacetat)
provrorsstall
pipett 5 eller 10 mL
pipettfyllare
objektglas med mattfalt
tackglas
avfallsburk

Reagenser
- Formaldehydldsning 3,7 % (=10 % formalin)
- Etylacetat
C,HgO, p.a
Markning: brandfarligt, hélsovadligt.
Forvaring: dragskap eller ventilerat kemikalieskap.
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- d Antonis jodl6sning

L8s 1,0 g kaliumjodid och 1,5 g jodkristaller i 100 mL destillerat vat-
ten. Anvénd magnetomrorare. En del kristaller forblir ol6sta
Forvarasi mork flaska.

Hallbar ett ar.

- Natriumklorid 0,9 %

Analysprocedur

1

Blanda en sked (ca 1 gram) feces med ca 7 mL 3,7 % formaldehyd
i ett markt ror. (Observera att detta moment redan & utfort pa de
prov som sants in i formaldehyd eller SAF-fixativ). Blanda provet
noggrant med ett par trépinnar.

Lét stéd 30 min for fixering och inaktivering.

En lagom mangd fecesblandning (beroende pa provets tjocklek)
filtreras genom ett lager fuktad gasvéav lagt dver en plastbégare.
OBS! Om provet & mycket tunt eller mest bestar av slem
fortsatt direkt till punkt 7 (se kommentar 1).

Kontrollera om det finns maskar eller maskdelar i gasvéaven.

Hal over filtratet i ett markt centrifugrér. Justera volymen med
formalin till ca 7 mL. Se kommentar 2 om provet fixerats i SAF-
fixativ.

Tillsitt 3 mL etylacetat och sitt pd skruviocket. Skaka med
skakapparat 15 sek eller 30 sek for hand.

Centrifugerai minst 1 000 x g under 1 - 2 min. Behall skruvlocket
p& Centrifugera 5 min om Cryptosporidium undersokning &r
begérd (se kommentar 3).

Roret innehdller nu fyra skikt. | botten ett sediment, sedan en
formalinfas, en fettplugg och Gverst en etylacetatfas.

Lossa forsiktigt fettpluggen med en trépinne och hédll av alt utom
sedimentet (som bor vara ganska litet, se kommentar 4). Hall
avfaleti lampligt karl.

10. Torkaav insidan av réret med en bomullspinne.
11. Sétt vid behov till ett par droppar 0,9 % NaCl till bottensatsen.
12. L&t roret std och dunstaav i dragskdp innan avlasning.

Kommentarer

1

Mycket tunna och/eller slemmiga prov tappar det mesta av sitt
material vid ovanstdende koncentrationsforfarande. S&dana prov
centrifugeras direkt efter formalinfixering utan vare sig filtrering
eller skakning med etylacetat.
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2. Om provet santsin i SAF-fixativ centrifugeras forst filtratet enligt
punkt 7 ovan. Supernatanten hélls av och 7 mL formalin till sétts.

3. Foreslagna centrifugeringstider och g-tal varierar mycket mellan
olika publikationer. For koncentration av Cryptosporidium-
oocystor rekommenderas langre centrifugeringstid (5 - 10 min) an
for cystor och maskégg (1 - 2 min).

4. Om bottensatsen & for tjock har man antagligen tagit for mycket
fecesblandning under punkt 3 ovan.

Avlésning

Blanda sedimentet. Méark ett objektglas med provnummer och légg upp
tva preparat fran varje prov. Om fragestéliningen avser trematodégg
granskas hela sedimentet. Det ena preparatet blandas med en droppe
d”Antonis jodlGsning innan tackglas 1aggs pa

Granska systematiskt hela det oférgade preparatet med 10x objektiv
eller med hogre forstoring om sa behovs. Det jodfargade preparatet
granskas med 25x objektiv eller hogre.

Maskéagg syns i regel bra med 10x objektiv och utan jodférgning,
medan cystor |&ttare upptécks och identifieras vid hdgre férstoring och
med jodfargning. Anvand méatokular nar s erfordras.

Cryptosporidium-oocystor kan ibland upptéackas vid direktmikroskopi
av sediment fran koncentrationsmetoden. For konfirmering erfordras
dock férgning med specifik metod. Se metodbeskrivning Ziehl-Neelsen
fargning (Bilaga 6.2).

For morfologiskakriterier hanvisastill respektive parasitavsnitt.

Kvalitetssakring
Intern:
Koncentrationsforfarandet  kontrolleras arligen genom att antalet
cystor/maskagg i prov med kant innehdll réknas fore och efter
koncentrering. For lampligt bildmaterial se referens 4 och 5.
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Extern:
UK-NEQAS fecesutskick.

Anmarkningar
- Tillsatts av Triton X till feces uppges ge Okat utbyte av maskégg.
- Metallsil med maskstorlek 425 pum kan anvéandas som aternativ till
fuktad gasvav for att filtrera prov.

Referenser

1. Allen A V H, Ridley D D. Further observations on the formol-ether
concentration technique for faecal parasites. J Clin Path 1970;23:545-546.

2. Ash L, Orihel C. Atlas of Human Parasitology. ASCP Press, Chicago,
fourth edition, 1997.

3. NEQAS informationsblad: Formol-ether concentration method for ova and
cysts

4. Young K H, Bullock S L, Melvin D M, Sprull C L. Ethyl acetate as a
substitute for diethyl ether in the Formalin-ether sedimentation technique.
JClin Microbiol 1979;10:852-853.

5. WHO 1994. Bench Aids for the Diagnosis of Intestinal Parasites. Plate 1-9
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Bilaga 6.2

Mikroskopisk pavisning av Cryptosporidium, Cyclo-
spora och | sosporaoocystor efter fargning med
modifierad Ziehl-Neelsen

Analysprincip
Mikroskopisk pavisning av syrafasta organismer. Provmaterialet
droppas/stryks ut pa objektglas som lufttorkas, fixeras i metanol och
bakgrundsféargas med malakitgront. Oocystorna férgas roda mot en
grén bakgrund.

Apparatur
dragskap
automatpipett 10 - 50 pL
ljusmikroskop med objektiv 40x,
immersionsobjektiv (50x) 100x
samt kalibrerat métokular

Material
objektglas med mattfalt
pipettspetsar 10 - 50 pL
glaskyvett/fargstall
pasteurpipetter plast
avfallsburk
tackglas

Reagens
- Metanol 99,8 %
CH30H p.a. Merck 1.06009
- Karbolfuchsinlésning

Alternativ |

Fardigberedd Karbolfuchsinldsning Tb color
Merck 1.08512.0500
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Alternativ 11
Karbolfuchsinlésning (Referens 1)

Basiskt fuchsin 109
Etanol 99,5 % 100 ml
Fenol 509
Destillerat vatten 1000 mL

L6s 10 g basiskt fuchsin i 100 mL etanol. Anvand en flaska
som rymmer minst 1 500 mL. V&g upp 50 g fenol i en bagare
och |6s det i en del av vattnet. Blanda alltsammans i flaskan.
Sétt till resten av vattnet och blanda anyo. Méark flaskan enligt
ovanstaende rubrik.

- Saltsyrai etanol

Avfargningsltsning for Ziehl-Neelsen
Blanda 10 mL konc HCI med 1990 mL 95 % etanol.

- Malakitgront 1 %

L6s 1 g malakitgront i 100 mL destillerat vatten.

- DPX mounting medium
- Positiv kontroll Ziehl-Neelsen fargning

Formalinfixerat fecesprov med Cryptosporidium-oocystor

- Immersionsolja for 1jusmikroskop

Analysprocedur
Forbehandling av provmaterial

For att hoja kansligheten rekommenderas att fargningen utfors pa bade
koncentrerat och okoncentrerat feces. Fecesprover som innehdler
rikligt med slem kan ndmligen férlora parasiter vid koncentrering. For
koncentrering av feces se metodbeskrivning Bilaga 6.1.

Fargningsprocedur

1

2.

Mérk objektglasets mattfalt med labnummer. Positiv kontroll skall
ingdi varje fargningsomgang.

Stryk med pipettspetsen ut ca 20 L av provmaterialet pd objekt-
glaset. GOr preparatet ca 15 mm i diameter.

L&t preparatet [ufttorkai minst 60 min.

Fixeraglaset 5 min i metanol i glaskyvett med lock.

Lagg glaset pa fargstéllet och tack med karbolfuchsin. Anvand
plastpasteurpipett. Farga 20 min.

Skolj med rikligt rinnande kranvatten.
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7. Avférgaett glasi taget med avfargningslésning (saltsyra i etanol)
tills den roda féargen &r borta.

8. Skdlj med rikligt rinnande kranvatten.

9. Téck glaset med 1 % malakitgront i 3 min.

10. Skélj med rikligt rinnande kranvatten.

11. L&t preparatet torka.

12. Monteramed DPX och tackglas.

13. L&t preparatet torka.

Avlé&sning

Granska hela preparatet. Anvand 40x eller 50x objektiv for dversikts-
granskning och 100x immersionsobjektiv for verifiering. Mét storleken
pa eventuella oocystor med métokular. For morfologiska kriterier av
olika oocystor se under respektive parasitavsnitt.

Kvalitetssakring
Internkontroll
Positiv kontroll: Fecesprov med kant innehall av formaldehydfixerade
Cryptosporidium-oocystor. Forvaras i kylskdp och behandlas som
ovriga prover.
For bildmaterial sereferens 4.

Externkontroll:
UK-NEQAS fecesutskick

Sakerhetsaspekter
lakttag forsiktighet vid arbete med ¢ avdddat provmateria. 3,7 %
formaldehyd under 30 min avdodar Cryptosporidium-oocystor.

Referenser

1. Cheesbrough M. Medical Laboratory Manual for Tropical Countries.
Volume . Tropical Health Technology Butterworths 1987;216-218.

2. Gillespie SH, Hawkey PM. Medica Parasitology. IRL Press 1995;96-97.

3. NEQAS Teaching sheet nr 932. Cryptosporidium, Isospora belli and Cyc-
lospora.

4,  WHO 1994. Bench Aids for the Diagnosis of Intestinal Parasites. Plate 9
Intestinal coccidians and microspora.
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Bilaga 6.3

Mikroskopisk pavisning av trofozoiter efter trikrom-

fargni

ng

Analysprincip/provmaterial

Cytokemisk fargningsmetod speciellt lampad for pavisning av
trofozoiter. Aven cystor kan pdvisas med denna metod. Feces eller
annat provmaterial fixerasi SAF (sodium acetate-acetic acid formalin)
fixativ i omedelbar anslutning till provtagningen. Parasiterna inférgas i
olika roda och blagrona nyanser mot en gron bakgrund. Avlasning sker
i [jusmikroskop.

Apparatur

Material

Reagens

centrifug
dragskéap
Ijusmikroskop med kalibrerat métokular
samt immersionsobjektiv 50x och 100x

trépinnar

gasvav

engangsplastmuggar

centrifugror med skruvlock, 10 mL plast
plastpasteurpipett

objektglas med mattfalt

glaskyvetter med lock

tackglas

avfallsburk

- SAF-fixativ
Sodium acetate-acetic acid formalin (Meridian Diagnostics, art nr
900212: fardiga provtagningsrér). Kan dven kopas separat, art nr 11-
9007.

Ovanstaende fixativ bestér av foljande ingredienser:

Attikssyra (isdttika) 100 % 2%
Formaldehyd 1,6 %
Natriumacetat 0,9%
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Metanol 0,4%
Y tspénningsnedséttande dmne 0,1%
Avjoniserat vatten

- Natriumklorid 0,9 %

- Albuminlésning
Mayer’s abumin, Meridian (medféljer SAF-fixativror Meridian , art
nr 900212)

- Etanol 70 %

- Trikromfarg
Trichrome stain (Meridian Diagnostics art nr 400101)

Ovanstaende fargreagens bestar av féljande ingredienser:

Chromotrope 2R 69
Light green SR 159
Fast green FC 15¢g
Fosforwolfram syra 79
| séttika 105¢g
Destillerat vatten 1000 mL

- Attiksyra i etanol 90 %
Avféargningsldsning for trikromfargning

Attikssyra (isdttika) 100 % 4,5 mL
Etanol 90 % 995,5 mL

- Etanol 95 %

- Etanol 99,5 %

- Histoclear
Apelsinalja, d-limonen, CyoH16, 70-100 %
National Diagnostics HS-200

- DPX mounting medium

- Immersionsolja for |jusmikroskopi

Analysprocedur
Observera att varje fargningsomgang skall innehalla en positiv kontroll.
Se under kvalitetssakring.

1. Nytagen feces (utan tillsats) fixeras omedelbart i SAF-fixativ. Fyll
med feces till markeringen pé provtagningsroret. Blanda feces och
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7.

vétska ordentligt med trépinnar. L&t std minst 30 min. Prov som
insants i SAF-fixativ blandas anyo; ror om med trépinnar.

Filtrera en del av blandningen genom ett lager fuktad gasvéav lagt
Over en engangsplastmugg.

Hall éver ca 3 mL av den filtrerade blandningen i ett centrifugror.
Fyll roret med 0,9 % NaCl.

Centrifugeral mini 800x g.

Hall av ovanvétskan sd att ca 1 mL finns kvar i roret. Spad med 0,9
% NaCl om provet verkar for tjockt.

Droppa en droppe albuminldsning och en droppe av provet pa ett
objektglas mérkt med labnr. Blanda om med en trépinne och gor
ett tunt utstryk som varierar i tjocklek.

L&t preparatet torka tills det ser "klibbigt" ut (ca 10 - 20 min).

Fixering och fargningsprocedur

L& overskottsvatska rinna av mot en allduk mellan varje kyvett.

1
2.

© N O A

Fixeraglaset 30 mini 70 % etanol.

L&t stai trikromfarg 6 - 8 min.

Torkaforsiktigt av dverskottsfarg mot en allduk.

Doppa glaset i avfargningslosning (étiksyra i etanol).
Observera glaset noggrant. Stoppa ner det i ndsta bad precis nér
fargen borjar rinna fran utstryket. Tva snabba dopp brukar vara
tillrackligt.

Skalj 2 ganger i 95 % etanol.

L&t stai 95 % etanol 5 min.

Lat stai 99,5 % etanol 3 min.

L&t stai Histoclear 3 min.

Montera det vdta glaset med DPX och tackglas. La torka i
dragskap.

Avlasning av preparat

Granska 100 synfélt med immersionsobjektiv 50x. For identifiering av
trofozoiter och cystor anvands immersionsobjektiv. 100x. Anvand
matokular nér s behdvs. For morfolologiska kriterier av de olika
parasiterna se under respektive avsnitt.
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Kvalitetssakring
Positiv  kontroll: Fecesprov innehdllande tvéttade SAF-fixerade
Dientamoeba fragilis-trofozoiter (eller annan [amplig parasit). Forvaras
i kylskap.

Lampligt bildmaterial finns under ref 2 och 3.

Anmaérkningar
Metoden lampar sig sérskilt val for diagnostik av Dientamoeba fragilis
da denna parasit saknar cystform.

Referenser
1. Meridian produktinformation for Para-Pak SAF-ror och Para-Pak Trichrome
stain.
2. WHO 1994. Bench Aids for the Diagnosis of Intestinal Perasites. Plate 5-9
Protozoa.
3. Ash L, Orihel C. Atlas of Human Parasitology. ASCP Press, Chicago, fourth
edition, 1997.
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Bilaga 6.4

Mikroskopisk pavisning av microsporidiasporer efter
forstarkt trikromfargning

Analysprincip
Mikroskopisk pavisning av microsporidiasporer. Lufttorkade preparat
fixeras med metanol, infargas med modifierad trikromférg, avférgas
och dehydreras. Avlasning sker i ljusmikroskop. Sporerna férgas rosa
mot en bla bakgrund.

Apparatur
centrifug
dragskap
automatpipett 10 - 50 puL
Ijusmikroskop med kalibrerat métokular
immersionsobjektiv 100x

Material
objektglas med mattfalt
pipettspetsar 10 - 50 pL
glaskyvetter med lock
téackglas No 0.

Reagenser
- Formaldehydldsning 3,7 % (=10 % formalin)
En del koncentrerad formaldehyd (37 - 40 %) spads med 9 delar des-
tillerat vatten.
- Metanol 99 %
- Forstarkt trikromférg
(Trichrome Blue, Meridian 400501)

Ovanstéende fargreagens bestér av féljande ingredienser:

Chromotrope 2R 60,09
Aniline Blue 509
Fosforwolframsyra 259
| sittika 30 mL
Destillerat vatten 1000 mL
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- Attiksyrai etanol 90 %
Attiksyra (iséttika) 100 % 4,5 mL
Etanol 90 % 995,5 mL
- Etanol 95%,
- Etanol 99, 5%
- Histoclear
Apelsinalja, d-limonen, CyoH;¢ 70-100 %
National Diagnostics HS-200
- DPX mounting medium
BDH 36029 4H
- Immersionsolja

Analysprocedur
Forbehandling av provmaterial

Feces: okoncentrerad feces fixerasi formaldehyd eller SAF.

Lamplig spadning: 1 del feces till 3 delar fixativ. Mycket tunn
fecesblandning centrifugeras och sedimentet anvands for utstryk. For
att hoja kandligheten férgas aven ett koncentrerat fecesprov — spéd
sedimentet till [amplig tjocklek.

Fargningsprocedur

1
2.

SIS LI )

~

10.
11.
12.

Mérk onskat antal objektglas. GIGm g att ta med positiv kontroll.
Stryk med pipettspetsen ut ca 10 pL av provmaterialet. Gor mycket
tunna utstryk.

L& preparatet lufttorka.

Fixeraglaset 5 min i metanol.

Placeraglaset i trikromfarg. L&t std 90 min i rumstemperatur.
Torka av fargoverskottet pa glasets baksida mot en allduk. Tryck
forsiktigt glasets framsida mot allduken.

Avférga i avfargningslosning (éttikssyra i 90 % etanol) ungefér 5
sek. L&t overskott av vétska rinna av mot alduk mellan varje
kyvett.

Skolj hastigt i 95 % etanol.

Lat stdi 95 % etanol 5 min.

L&t stai 99,5 % etanol 10 min.

L&t stai Histoclear 10 min.

Montera det vata glaset med DPX och téckglas. Lét torka. Forvara
glasen skyddade mot |jus.
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Granskning av preparat
Granska 200 synfélt med 100x immersionsobjektiv. For morfologiska
kriterier hanvisas till avsnittet om microsporidiai denna bok.

Kvalitetssakring
Positiv kontroll som innehdller formaldehydfixerade microsporidia-
sporer. Forvaras i kylskdp och behandlas som 6vriga prov. Lampligt
bildmaterial finns under referens 3 och 4.

Referenser

1. Ryan NJ, Sutherland G, Coughlan K, Globan M, Doultree, Marshall J, Baird,
Pedersen J, Dwyer B. A new trichrome-blue stain for detection of
microsporidial species in uring, stool, and nasopharyngeal specimens.
1993;31:3264-3269.

2. Meridian Diagnostics, Inc. Para-PacTrichrome Blue. Produktinformation.

3. Ash L, Orihel C. Atlas of Human Parasitology. ASCP Press, Chicago, fourth
edition, 1997.

4. Rondamelli EG, Scaglia M. Atlas of human protozoa. Masson 1993.

282



