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Bakgrund och motiv

Andelen svenska varphdns som ar drabbade av spolmasken Ascaridia galli har 6kat
dramatiskt under det senaste decenniet (Jansson et al., 2010). Det &r uppenbart att detta har att
gora med att smittspridningen gynnas i hos frigaende varphons dar faglarna lever i en miljo
med intim mark- och/eller gédselkontakt, som i Sverige framst representeras av KRAV-
certifierade besattningar. Vi har beskrivit att varphéns med latthet a&ven kan bli infekterade i
frigdende system dar flockarna endast vistas inomhus (Jansson et al., 2010; Hoglund &
Jansson, 2011).

Enligt litteraturuppgifter fran 193060 talet, ar spolmaskaggen mycket motstandskraftiga och
de pastas vara infektionsdugliga upp till tio ar. Kunskapen om aggens 6verlevnad och i vilka
miljoer smittspridningen sker under svenska drifts- och klimatférhallanden var dock
begransad innan detta projekt initierades. Var kannedom om smittspridningen bygger ocksa
pa antagandet att spolmaskar som isoleras fran varphdns i Sverige ér identiska med de fran
andra lander. Projektet genomfdrdes for att 6ka kunskapen om parasitens spridningsbiologi
under svenska forhallanden.

Syfte - nytta med projektet

Projektets Gvergripande syfte var att understka férekomsten och spridningsvagar av
spolmaskégg i ekologiska varphonsflockar genom smittsparning. Dessa studier utfordes i
faltbesattningar. Parallellt genomférdes experimentella studier for att belysa hur &ggens
utveckling och 6verlevnad paverkades av olika miljofaktorer. | ett utomhusforsok foljdes aven
utvecklingsforloppet efter deposition av konstgjorda trackhdgar med ett kant antal
spolmaskégg. Dessutom genomférdes genetisk karakterisering dels av olika spolmaskisolat
fran svenska gardar, dels ett kontrollmaterial fran Danmark. Vi har ocksa efter modifiering av
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den ursprungliga projektplanen, utfort en pilotstudie for att ta reda pa hur spolmasken
paverkas av flubendazol, vilket ar det enda avmaskningsmedlet mot spolmask som finns att
tillga idag. Denna delstudie har medfinansierats av Jordbruksverket.

| projektet ingick sammanlagt fem olika delstudier som redovisas separat nedan. | rapporten
har vi bara tagit med figurer som annu inte finns redovisade i andra rapporter och
publikationer fran projektet.

Genomfdrande
Delstudie 1: laboratorieférsok: En serie laboratorieférsok genomférdes och &ar redovisade

saval i en Masteruppsats av veterinar Behdad Tarbiat vid SLU som ett vetenskapligt
manuskript som har skickats for granskning till tidskriften Parasitology i december 2013 (se
resultatformedling).

Paverkan pa spolmaskéggens utveckling (embryoneringsprocessen) undersoktes bade vid
olika konstanta temperaturer (5, 10, 13, 15, 20, 25, 30, 33 och 35°C), och vid fluktuerande
temperaturer (mellan -5 och 25 °C, vilket representerar temperaturforhallanden pa
forsommaren i tempererat klimat, respektive vid fluktuerande temperatur kring fryspunkten).

Forsoken genomfordes med spolmaskagg som insamlades fran tvd kommersiella
varphonsflockar. Parasitdggen placerades i vatten i provror eller i cellodlingsflaskor som
forvarades vid olika temperaturférhallanden i inkubatorer. Dessutom undersokte vi hur dggen
paverkades av pH (inklusive extremvarden), brist pa syre och relativ luftfuktighet, samt
paverkan av Interkokask® (klorokresol) som &r ett desinfektionsmedel som anvands mot
parasitagg vid sanering av svenska varphonsstallar.

Delstudie 2: utomhusférsok: For att belysa hur spolmaskéaggen paverkades av olika
vaderforhallanden 6ver tid efter deponering utomhus, genomférdes en experimentell studie
dar artificiella trackhdgar med ett kant antal parasitagg placerades pa olika forsoksytor som
aldrig tidigare varit i kontakt med fjaderfan. Hogarna tillverkades av track fran naturligt
infekterade varphons insamlades fran kommersiella varphonsanlaggningar. Efter noggrann
omblandning tillverkades 24 artificiella trackhdgar (a 500 g) vid respektive tillféalle i vilka
antalet maskagg raknades. Hogarna var omslutna av ett finmaskigt nét och fordelades
slumpmassigt i tre likstora grupper som placerades pa nedklippta grasytor som
avgransansades av s.k pallbackar (Bild 1), Detta gjordes vid tva olika tillfallen dels i april
2011, dels i oktober 2011. For skydd mot gnagare utplacerade sorkpinnar och pallbackarna
tacktes med honsnat med maskstorleken 1,5 cm for att utestanga vilda faglar. Temperatur och
relativ luftfuktighet registrerades med regelbundna intervall med Tiny Tag loggar. Analys av
proverna utfordes 1, 2, 5, 10, 15, 30 och 50 veckor efter deposition. Antalet 6verlevande
parasitagg faststalldes bade i den kvarvarande tracken och i jordprover som togs pa ett
standardiserat vis med ett sk 16kjarn direkt under hdgarna ned till cirka 5 cm djup.
Parasitaggen isolerades fran jord genom att efter grundlig omblandning av provet 6ver natt
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I6sa upp 10 g jord i 0,5 M NaOH och parasitaggen raknades med en detektionsgrans pa ett
parasitdgg i 10 g jord. Kvarvarande track undersoktes med modifierad McMaster-teknik med
en lagsta detektionsgrans pa >20 per gram track (epg). Utvecklingsstadiet (dvs &gg med eller
utan larv) identifierades hos pavisade parasitagg av A. galli.

Bild 1. Standardiserade trackhdgar deponerades pa en grasyta i april och oktober 2011. Den
gula dosan (pil) pa insidan av den framsta pallbacken registerar temperatur och luftfuktighet.
I vanstra nedre hornet syns ett sk 16kjarn (%) som anvandes for jordprovtagningen, medan en
sk sorkpinne (A) syns i mitten av det hogra bildfaltet. Foto: J. Hoglund, SLU

Delstudie 3: faltstudier i ekologiska varphonsflockar: I detta delprojekt ingick tva KRAV-
certifierade varphdnsbesattningar i mellersta Sverige. Smittrycket faststélldes genom att
undersoka antalet spolmaskagg i track- och jordprover som insamlades pa ett standardiserat
sétt bade inom- och utomhus. Avsikten var att utlasa i vilka miljoer som parasiten dgg
utvecklas och dverlever och var risken ar storst for att honsen ska smittas. Proven fran
honshusens inomhusmiljo samlades fran spalt/sittpinnar respektive golv/strobadd. Cirka 50
enskilda prover poolades och blandades fran respektive yta. Utomhus togs prover pa
standardiserat vis fran verandan, en yta utanfor verandan (10-30 m utanfor honshuset) samt i
rastgardens bortre del inklusive vid eventuella skydd (hyddor) mot vader och vind. Varje prov
bestod av 25 delprov som blandades och underprov analyserades fran dessa. Enligt planen
skulle proverna tas innan den nya flocken sattes in, samt 10, 30 och 60 veckor efter
inséttningen. Proverna fore ankomsten av unghonsen visar effekten av betesvila
(rastgarden/betet ska hallas fritt fran hons under minst tvd manader mellan olika flockar enligt
KRAV:s regelverk §5.4.13) och efter olika korrigerande étgarder (t ex desinfektion) av
djuragaren. Analys av proverna utférdes pa samma sétt som i delstudie 2.
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Delstudie 4: genetiska studier: | denna delstudie (som redovisas mer utforligt i en
vetenskaplig publikation, se nedan) anvéandes ett molekylarbiologiskt verktyg, Amplified
Fragment Length Polymorphism (AFLP), for genetisk karakterisering av A. galli-isolat fran
olika gardar. AFLP ar en kanslig och reproducerbar metod som ger information om hela
maskgenomet som ger ett DNA-fingeravtryck for varje enskild mask. Ett stort antal
spolmaskar analyserades med AFLP for att kartlagga graden av genetisk variation mellan
spolmaskar fran tamhons pa olika svenska gardar. Maskarna insamlades fran varphons pa ett
slakteri, i samband med diagnostiska obduktioner pa SVA, och i ett fall fran
slaktkycklingforaldrar fran ett avelsforetag. Dessutom ingick ett referensmaterial fran
Danmark i studien. Fran de allra flesta anlaggningarna insamlades 10 spolmaskar fran
enskilda honor. Fran en anlaggning analyserades sammanlagt 60 spolmaskar fran 6 olika
honor (10 maskar per hona), for att ta reda pa om det genetiska uttrycket skiljde sig mellan
maskar fran olika héns i samma flock.

Delstudie 5: pilotstudie avmaskning: Som ett sista delprojekt genomférdes tillsammans med
en veterinarstudent (Mikael Nylund, examensarbete pa veterinarprogrammet, SLU) en
pilotundersokning av avmaskningseffekt i en faltbesattning med varphons i Mellansverige.
Detta projekt har under sommaren 2013 kompletterats med ytterligare en flock samt
omfattande farmakologiska analyser avseende flubendazol och dess metaboliter i blodplasma,
tarminnehall och dricksvatten. Den senare delen av projektet har finansierats med medel fran
Jordbruksverket. Sammanstallning av resultaten kommer att géras under varen 2014 infor
publicering.

Har redovisas pilotstudien, dvs provtagning och parasitologiska analyser fran den forsta
flocken som genomfordes hosten 2012. Effekten av flubendazol (Verminator®) mot
tamhdnans spolmask A. galli undersoktes i en flock med frigdende véarphons inomhus fran en
kommersiell anlaggning belédgen i mellersta Sverige. | den aktuella besattningen holls
flockarna inomhus med NATURA-Nova-inredning (flervaningssystem) och strobadd.
Flocken konstaterades vara monospecifikt infekterad med A. galli fore forsoksstart via
trackprovsundersokning och for artbestdimning med gPCR. Syftena var att dels understka
effekten av avmaskning med flubendazol mot samtliga utvecklingsstadier hos A. galli
eftersom denna information inte finns vetenskapligt belagd, dels att ta reda pa hur snabbt efter
avmaskningen som flocken aterinfekterades genom att studera tidsaspekter i parasitens
livscykel. FOrsoket startade nér nar hénorna var 67 veckor gamla och enligt djurégarens beslut
skulle amaskas.

Flocken avmaskades med flubendazol via dricksvattnet under nagra timmar dagligen i totalt
sju dagar enligt tillverkarens rekommendation. Forsoket pagick darefter fram till dess att
hénorna ater utskiljde parasitagg och vuxna spolmaskar fanns etablerade i tunntarmen hos
minst en individ. Under forsoket samlades poolade trackprov fran godselbanden vid totalt atta
tillfallen for analys av antalet parasitagg i ren godsel. Dessutom insamlades tarmar och
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tarminnehall fran kolon och kloak fran tio slumpmassigt utvalda honor per
undersokningstillflle for parasitologisk analys. Bade McMaster- och Mini-FLOTAC®-
metoden anvandes for rakning av antalet parasitagg i tarminnehallet. Histotropa larver i
tarmslemhinnan (mukosan) pavisades med en modifierad agargel-inkubationsmetod. Denna
metod &r arbetskravande, men har fordelen att enbart identifiera larver som &r opaverkade av
avmaskningsmedlet eftersom metoden forutsatter att larverna ar motila (viabla). De olika
utvecklingsstadierna i tarmlumen pavisades efter silning av tarminnehallet genom okular
undersokning med stereomikroskop.

Resultatet och slutsatser

Delstudie 1: Resultaten fran laboratorieférsoken visade att ingen eller mycket langsam
utveckling sker av parasitdggen vid temperaturer <15°C. Den nedre griansen for dggutveckling
faststélldes till en temperatur mellan 13 och 15°C, vilket &r lagre an vid tidigare vetenskapliga
studier dar embryonering inte har pavisats vid en temperatur pa 15°C eller lagre. Vid
temperaturer mellan 20 och 30°C utvecklades 83-96% av parasitaggen till det infektiva
stadiet inom 1-3 veckor. Vid hogre temperaturer hdmmades parasitaggen utveckling men
kunde fortfarande ske langsamt hos en mindre andel parasitagg vid 35°C, vilken ar en hogre
temperatur &n vad som rapporterats i tidigare undersokningar. Det visade sig ocksa att dggen
kunde utvecklas efter en kortare tids frysning samt efter upprepade temperaturfluktuationer
kring fryspunkten och vid dagliga fluktuationer mellan 5 och 25°C, vilket tidigare inte har
studerats for denna parasitart. Det visade sig att parasitdggen var syrekravande, men de kunde
Overleva en tid i anaerob miljo, for att vidareutvecklas efter dverforing till syrerik miljo. Vi
kunde aven visa att embryoneringen kravde hog relativ luftfuktighet.

Desinfektionsmedlet Interkokask® (klorokresol) som &r ett av de medel som anvénds idag for
att eliminera parasitagg i honshus hade ovocid paverkan dven vid en lagre koncentration (1
%) an den rekommenderade (2 %). Daremot sags ingen negativ effekt pa parasitaggens
embryonering inom det undersokta pH-intervallet (2.5-12,5).

Sammantaget visade denna studie att &gg av honans spolmask kan embryonera under radande
forhallanden (huvudsakligen temperatur och relativ fuktighet) i honshus i princip under hela
aret. Slutsatsen baserades pa tidigare utforda temperaturméatningar i honshus med varphaons i
Sverige (Hoglund & Jansson, 2011).

Delstudie 2: Understkningen av de trackprover som deponerades utomhus redovisas i
Figurerna 1-2. Medelantalet spolmaskégg I tréckhdgarena vid forsokets start var 2264 epg
(agg per gram). Sammanfattningsvis patraffades flest antal maskégg i de kvarvarande
trackhdgarna. Daremot patraffades parasitagg endast sporadiskt i det underliggande
jordskicket. Medelantalet aterfunna agg i den kvarvarande tracken var 1005 epg, men endast 5
epg i jorden. Det var &ven en signifikant skillnad mellan de trackhdgar som deponerades
under varen (april 2011), respektive under hosten (oktober 2011). Antalet var signifikant
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hogre efter vardepositionen. Det framgar aven att antalet aterfunna &gg i trackhdgarna
minskade drastikt fran och med 30 veckor efter depositionen bade under varen och hosten.

Undersokningen visar att spolmaskéaggen sprids effektivt fran de deponerade trackhogarna i
utomhusmiljon. Trackhdgar som deponerades under hosten bréts ned snabbare an de som
deponerades under varen. Aven om vi bara aterfann en brakdel av de 4gg som deponerades pa
de olika ytorna gar det inte att utesluta att de inte fanns kvar i miljon.

Figur 1.
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Delstudie 3: Under hosten 2011 paborjades provtagningar i tva ekologiska
varphonsbesattningar i Mellansverige. Dessvarre var det pa grund logistiska skal (svarigheter
att rekrytera lamliga flockar, och i vissa fall radande vaderforhallanden) svart att samla in
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proverna enligt den ursprungliga planen. Enligt vara observationer patraffades spolmaskagg
fore insattningen av honsen i bada beséattningarna. | den ena av besattningarna hittades
desutom spolmaskégg pa samtliga provtagningsplatser bade inomhus (pa sittpinnarna och i
strébadden) och utomhus (pa verandan, utanfor verandan, och langst bort i rastgarden vid
skydden). Antalet 4gg var genomgaende hogst i proverna fran sittpinnarna dar proverna
utgjordes av ren godsel. Sammantaget visar delstudien dels att ett stort antal spolmaskégg
finns bade i inom- och utomhusmiljon, dels att de fanns kvar dgg trots sanering och betesvila
mellan olika uppfédningsomgangar. Tillsammans med resultaten fran delstudie 1 kan man dra
slutsatsen att spolmasksmittan finns kvar trots betesvila och att smittan finns etablerad i
djurens narmiljo, saval inomhus som utomhus, inklusive i rastgarden langt bort fran
honshuset. En betydligt langre betesvila dn de stipulerade tva manaderna ar nodvandigt for att
bryta smittcykeln (se delstudie 2) och da finns fortfarande risken att infektiva dgg finns kvar
inomhus.

Delstudie 4: Resultaten fran de genetiska analyserna av tio spolmaskar fran enskilda honor
och fran lika manga anlaggningar, visade att den genetiska mangfalden var relativt likartad
oavsett maskarnas ursprung (0,081-0,132). Aven méatningen av populationsstrukturen (Fst =
0,130) tyder pa forekomst av en relativt 1ag genetisk variation mellan spolmaskar fran de olika
isolaten. Aven mutationshastighet hos de undersokta maskarna (4N, = 0,092) var relativt Iag,
liksom genflodet mellan de olika isolaten (N, = 1,68).

Trots de sma genetiska skillnaderna mellan maskar fran olika isolat, var det mojligt att med
87 % sannolikhet identifiera fran vilken anldggning som respektive spolmask kom ifran. Den
genetiska variationen hos de olika maskarna undersoktes dven med sa kallad nétverksanalys
som visade att de enskilda spolmaskarna fran respektive isolat grupperade i stort sett efter sitt
ursprung. Enda undantaget var referensisolatet fran Danmark.

Detta kan tolkas som att de svenska isolaten helt nyligen genomgatt olika genetiska
flaskhalsar till foljd av att de sannolikt &r relativt nyetablerade pa de olika anlaggningarna.
Detta tyder pa att smittan sannolikt har introducerats i lag dos vid ett eller ett fatal tillfallen till
respektive gard och darefter har parasiten forokats och genomgatt en begransad genetisk
differentiering. Metoden utgor ett tankbart smittsparningsverktyg, men ytterligare studier
kravs i sa fall for att det ska kunna appliceras i praktiken.

Delstudie 5: Pilotundersékningen pavisade en god effekt av avmaskningnsmedlet flubendazol
genom att spolmaskagg, larver och adulta maskar i tarminnehallet eliminerades saval under
pagaende avmaskning som direkt efter avslutad behandling. Tva veckor efter avslutad
avmaskning kunde parasitagg inte langre detekteras i tarminnehallet men &ggutskiljning
detekterades ater vid provtagning fem veckor efter avslutad avmaskning. Aven férekomsten
av spolmaskéagg i de poolade proverna fran godselbanden minskade kraftigt i samband med
avmaskningen men antalet gick aldrig ner till noll. De kontinuerliga fynden av spolmaskégg i
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prov fran gédselbanden kan sannolikt férklaras av att det finns en kraftig miljokontamination
med parasitagg i honshuset, inklusive pa godselbanden trots mekanisk rengoring kvallen fore
provtagning. Samlingsprover av track fran djurutrymmet ar darmed sannolikt en otillforlitlig
indikator for utvardering av avmaskningseffekt i faltbesattningar, vilket ar en mycket viktig
observation att ta hansyn till kontroll av avmaskning i faltbesattningar.

Larver i tarmslemhinnan (mukosan) detekterades inte under pagaende avmaskning, men
daremot redan en vecka efter avslutad avmaskning. Vuxna maskar fanns i tunntarmen fére
avmaskningen fram till och med den tredje behandlingsdagen. Darefter patraffades vuxna
konsmogna parasiter pa nytt fem veckor efter avslutad avmaskning. Flubendazol hade saledes
full effekt mot samtliga stadier i tarmlumen och mukosan i den undersokta flocken. Effekten
varade dock bara upp till mindre &n en vecka efter avslutad behandling, och prepatenstiden
(dvs tiden fran infektion till fornyad dggutskiljning) var kortare an forvantat hos vuxna hons
(<5 veckor).

Tidsperioden for fynd av larver och adulta parasiter i honornas tarminnehall efter avslutad
avmaskning, dverensstamde med den forvantade nedre granserna bade for den histotropa
fasen (tva veckor) och spolmaskens hela livscykel (fyra till fem veckor). Enligt tidigare
publicerad litteratur ar den forvantade prepatenstiden dock betydligt langre hos vuxna honor,
cirka 8 veckor. Vara fynd visar samtidigt att effekten av avmaskningen var kortvarig (mindre
an en vecka). Honorna aterinfekterades direkt efter slutférd avmaskning.

Sammanfattningsvis visar forsoket att flubendazol ar verksamt mot saval vuxna A. galli som
dess larvstadier i tarmlumen och mukosan men effekten &r kortvarig. Ytterligare studier
behdvs saledes for att optimera avmaskningsprogram for varphons.
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tidskrift.
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