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Sammanfattning

Parasitangrepp hos far orsakar omfattande vélfards- och hélsoproblem med
produktionsforluster som foljd. Detta géller sarskilt stora magsmasken Haemonchus contortus
som &r en hogpatogen blodsugande rundmask som sprids via larver pé betet och sedan med
atfoljande snabb uppfordkning i djuren. Vid pavisad forekomst rekommenderas darfor i regel
avmaskning. I projektet har vi utvérderat en risk/evidensbaserad metod for parasitévervakning
for att kunna ta vil avvigda beslut om avmaskning i ekologiska beséttningar. Forst studerades
infektionsdynamiken hos olika aldersgrupper i en ekologisk beséttning dir vi dven jaimforde
resultat mellan individuella prover och samlingsprover. Aven mikroskopisk och molekylir
diagnostik jamfordes. Darefter testades metoden som bygger pa att cirka 10% av djuren
undersoks. Resultaten bekréftar att [impliga tidpunkter for parasitundersokning av tackorna ér
infor betesslédpp och av lammen framfor allt kring avvanjningen och att angrepp med stora
magmasken dr vanligt forekommande. Sammanlagt 19 ekologiska farbesattningar undersoktes
med den beséttningsanpassade provtagningsmetoden. Stora magmasken hittades d& med
mikroskopi 1 42% av tackgrupperna och hos 25% av lammgrupperna pé de undersokta
gardarna. Endast i tva beséttningar hittades parasiten hos bade tackorna och lammen, vilket
indikerar att de insatta kontrollatgérderna i de flesta fall fungerade vil. Bland de djurgrupper
som var haemonchus-positiva 0kade chansen att pavisa stora magmasken med 50% med
utokad undersokning. Det var hog dverenstimmelse mellan de bada analysmetoderna
(mikroskopi och ddPCR), dven den molekyldra analysen var kidnsligare dn den ursprungliga
mikroskopiska undersékningen. I de flesta beséttningar kombinerade avmaskning med
beteshygien och i allménhet med ett gott resultat. Sammanfattningsvis har vi validerat en
provtagningsstrategi och ett nytt diagnostiskt verktyg som kan anvéndas for att med hog
precision bedoma infektionsstatus med stora magmasken genom undersokning av trackprov.
Utfallet av diagnostiken kan sedan ligga till grund for beslut om avmaskning. Projektet
kommer pa sé sétt att bidra till 6kad valfard, produktivitet och 16nsamhet i ekologisk
lammproduktion.

Summary

Parasite infections in sheep cause extensive welfare and health problems with production
losses as a result. This is especially true for the barber pole worm Haemonchus contortus, a
blood-sucking nematode, which spreads via larvae on pasture and then is rapidly propagated
in the host animals. Therefore, deworming is usually recommended in case the parasite is
diagnosed. In the project, we evaluated an evidence-based method for parasitic surveillance in
order to be able to make founded decisions about worming in organic herds. First, the
infection dynamics of different age groups were studied in an organic herd where we also
compared outcome using individual and pooled samples. Subsequently, a sampling strategy
was tested, which is based on examination of about 10% of the animals in the herds.
Microscopic and molecular diagnostics were also compared. The results confirm that suitable
time points for parasitic examination are before turn-out of the ewes and in the lambs around
weaning. A total of 19 organic sheep herds were examined using this flock size-adapted
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sampling strategy. In these herds H. contortus was found by microscopy in 42% of the ewe
groups and in 25% of the lamb groups in the farms surveyed. Only on two farms was the
parasite found in both the ewes and lambs, indicating that the control measures used worked
well in most cases. Among the animal groups that were haemonchus-positive using
microscopy, the chance of finding H. contortus increased by 50% with extended sampling
protocol. Although there was high agreement between the two diagnostic methods
(microscopy and ddPCR), the molecular analysis was more sensitive. Most, but not all of the
herds moved the animals between different paddocks and dewormed them with ivermectin
with apparently good results. In summary, we have validated a sampling strategy and a novel
molecular diagnostic tool that can be used to assess the infection status of Haemonchus
contortus with high precision. The outcome of the diagnostics can then form the basis for a
decision on deworming. In this way, the project will contribute to increased welfare,
productivity and profitability in organic lamb production.

Bakgrund

Kénnetecknande for svensk ekologisk lammproduktion ar hoga krav pd djurskydd och en lag
anvindning av avmaskningsmedel (anthelmintika). Samtidigt dr det erként svért att bedriva
betesbaserad lammproduktion utan att ndgonsin avmaska djuren. Erfarenheter fran ekologiska
fargardar visar ocksa att indlvsparasiter dr vanligt forekommande och 1 synnerhet angrepp av
olika mag- och tarmmaskar. Bland dessa kan i synnerhet den blodsugande stora magmasken
(Haemonchus contortus) stélla till med problem bade hos vixande lamm och tackor. Men
dven andra maskar, som exempelvis stora leverflundran (Fasciola hepatica), lilla magmasken
(Trichostrongylus axei) och Nematodirus battus kan orsaka sjuklighet. Angrepp av ovriga
maskinfektioner, med undantag av massforekomst med den mellanstora magmasken
(Teladorsagia circumcincta), anses normalt sett som ett mindre problem. Det finns darfor
behov av att med hog precision ta reda pé vilka maskarter som infekterar djuren. For att f4
avmaska inom ekologisk produktion dr det dven ett krav att forst ta reda pd om djuren &r
infekterade och 1 behov av behandling.

Maskinfektioner dr endemiska parasitsmittor som sprids under betesperioden med dgg som
finns i djurens trick. Aggen utvecklas dérefter till infektionsdugliga larver som finns i
betesgraset. For att motverka uppbyggnad av hdga smittryck ér det viktigt att minska
parasiternas Aggutskiljning genom att kontrollera intaget av parasiter. Aven om detta ir
mdjligt, exempelvis genom att undfly eller minska parasitforekomsten genom olika
beteshygieniska strategier, har det visat sig vara en svirframkomlig vég att halla
parasitsmittan pa en oskadlig niva utan att 6verhuvudtaget avmaska djuren. Samtidigt 4r det
vél ként att parasiter snabbt kan utveckla resistens mot de ladkemedel som man avmaskar med
och som normalt sldcker parasiterna dggutskiljning. Detta géller sirskilt stora magsmasken
som numera 1 vissa besattningar dverlever efter behandling med de tva preparatgrupper
(fenbedazol och ivermektin) som finns registrerade mot mag- och tarmmaskar hos far i
Sverige. Aven om det svenska resistensliget 4r béttre in i manga andra linder med mer
omfattande farproduktion, har det visat sig att situationen forvirrats under senare ar. For att
motverka denna utveckling ér det viktigt att inte avmaska djuren i onddan. I ekologiska
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beséttningar dr det dessutom inte tillatet att avmaska djuren utan att ta prover och pavisa ett
behov av behandling.

Projektets dvergripande mal var att undersdka och utvdrdera en evidensbaserad
overvakningsmetod for riktad kontroll av farparasiter 4ven avsedd for ekologiska
beséttningar. Metoden bygger pa att avmaskning utfors, men endast efter konstaterat behov
sasom vid forekomst av stora magmasken som dr det dominerande problemet. Férdelen ar att
tillvigagangssittet accepteras enligt regelverk for ekologisk produktion i Sverige. Det antas
dven minska risken for selektion for anthelmintikaresistens.

Material och metoder

Provtagning

For att undersdka dynamiken hos parasiternas dggutskiljning insamlades data vid tre tillfdllen
frén 40 tackor (infor betesslépp) och 40 lamm (kring avvéanjning och vid installning) i en
ekologisk firbesittning 1 Véstergotland med cirka 200 tackor (Gard A). Individuella
trackprover togs fran samma individer vid de olika provtagningstillfillena och placerades i
lufttéta blixtlaspdsar dér luften pressades ut innan de forseglades och skickades till Vidilab
AB (Enkoping). Efter ankomst till laboratoriet forvarades proverna under hogst ett dygn i
kylskdp innan beredning och efterf6ljande mikroskopisk analys (se nedan). Proverna
undersoktes dels individuellt, dels efter poolning fran fyra grupper om 10 djur vardera.
Dessutom sattes larvodlingar som undersoktes pd SLU med en molekyldr metod (se nedan).

Dérefter insamlades trackprover frdn 19 ekologiska farbeséttningar med mellan 72 och 210
tackor (Gérdsstudien). Gardarna rekryterades slumpmaéssigt med hjilp av Gard & Djurhélsans
medlemsregister enlig f6ljande inklusionskriterier; 1) beséttningar med >70 lammande tackor,
och ii) ingen avmaskning inom sex manader fore forsta provtagningen. Efter avslutad
provtagning fyllde djurdgarna i ett webbaserat frageformulér (Netigate I) med 15
obligatoriska fragor om gardens struktur och skotselrutiner och 32 slutna eller 6ppna fragor
om avmaskningsrutiner 1 besittningen.

I samtliga besittningar samlades trick fran cirka 10% av djuren, vid tvé tillfdllen. Dels fran
tackorna i1 anslutning till betessldpp, och dels fran lammen nér de varit pa bete under minst 6
veckor. I laboratoriet tillverkades for mikroskopisk analys mellan tre och fyra tripletter per
gérd och provtagningstillfille, genom noggrann blandning av 3 g track frén tre djur vardera.
Resterande trick placerades i frys for DNA analys (se nedan). Efter avslutad
parasitundersokning jamfordes resultaten fran de olika analyserna.

Parasitundersokning

Samtliga trackprover undersoktes mikroskopiskt med McMaster-teknik enligt Ljungstrom et
al. (2018). Analysen omfattade dels rdkning av antalet parasitdgg per gram trick (EPG) dar
provsvaren delades in i antal trichostrongylida dgg exklusive Chabertia /| Oesophagostomum,
och Nematodirus spp. som rdknades separat baserat pa dggens karakteristiska form och
utseende. Bland trichostrongyliderna bedémdes dven andelen H. contortus och
Trichostrongylus axei. Aven forekomst av bandmask, Moniezia expansa och oocystor
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(koccidier) noterades. Fran samlingsproverna sattes sedimentationsprover for undersokning
av stora leverflundran, Fasciola hepatica.

I den molekylédra undersokningen extraherades DNA dels fran larvkulturer, dels frén tinad
trick. Forekomst av Haemonchus och Teladorsagia analyserades sedan med droplet digital
(dd)PCR teknik dir det totala antalet genkopior av respektive art kvantifieras i forhallande till
den totala midngden parasit-DNA 1 provet (for detaljer se Elmahalawy at al. 2018).

Resultat

De mikroskopiska fynden frdn Gard A redovisas i tabell 1. Eftersom samtliga tackor utskilde
rikligt med nematodigg, inklusive dgg fran stora magmasken, infor betesslapp avmaskades de
enligt rekommenderad dos med ivermektin (Noromectin®). Uppfoljande undersdkning efter
tio dagar av de tio tackor som utskilde flest 4gg vid behandlingstillfillet visade att
avmaskningen var 100% effektiv. Trots detta var merparten (85 %) av lammen dggutskiljande
kring avvénjningen i mitten av juli. Eftersom dggutskiljningen var hog hos 8 av 40 lamm (mer
an 1000 EPG och med en hog andel H. contortus) avmaskades dven samtliga lamm. Samtliga
djur svarade pa behandlingen ocksd denna gang. Parasitforekomsten hos lammen vid den
avslutande undersokningen i september var ddremot 1ag och utan féorekomst av H. contortus.

Medelvirdena fran de individuella respektive poolade samlingsproverna tillverkade fran
samma individer redovisas i tabell 2. Vi fann starka samband mellan resultaten bade vad
giller det antal 4gg som observerades (Pearson r=0.93) och andelen som klassificerade som
stor magmask (Pearson r=0.72). Det var ocksa god overensstimmelse mellan de
mikroskopiska och molekyldra analyserna avseende Haemonchus.

I gardsstudien var 13 beséttningar lokaliserade i Gotaland, fyra i Svealand och tva i Norrland.
Samtliga girdar utom tvé skickade prover bdde fran sina tackor och lamm. Antalet djur i
besdttningarna varierade mellan 72 och 250 individer med ett medelvérde av 115 = SD 42.
Prov frén tackorna (N=19) anlidnde under april och maj och frdn lammen (N=17) under juni
till september. Sammanlagt analyserades prov fran 393 fir som undersoktes som 131 tripletter
vid 36 provtagningstillfallen. I den mikroskopiska undersokningen pdvisades stor magmask i
42% av de olika beséttningarnas tackgrupper och i1 24% av lammgrupperna (Tabell 3). Antalet
tripletter som var positiva varierade mellan en och fyra per gard. Endast vid ett
provtagningstillfélle var samtliga tripletter haemonchus-positiva. Genom den utdkade
provtagningen erholls extrainformation vid hélften av de provtagningstillfillen da djuren var
haemonchus-positiva. Med den molekyldra ddPCR metoden hittades stor magmask hos
tackgrupperna i 37% av de undersokta besittningarna och i 41% av lammgrupperna (Tabell
4). Overenstimmelsen mellan de bada diagnostiska metoderna var i huvudsak god, iven om
resultaten i vissa fall var motstridiga (Tabell 5).

De flesta gardar (95%) hade rekryterat enstaka nya djur utifran, men aldrig fran annat land
och sillan (5%) fran beséttningar som 1 sin tur importerat djur frén utlandet. En majoritet hade
lamningar under en och samma period under varen (74%), eller vid flera tillfdllen under
stallperioden (45%). Endast ett fital (5%) hade lamningar pa betet. De flesta gérdar (63%)
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anvdnde en kombination av naturliga betesmarker samt dkermark och som betades av olika
djurgrupper som flyttades mellan olika fallor minst tre ganger per sédsong (68%).

Beslut om behandling baserades pa information frén denna studie. Tackorna avmaskades pa
68% av de undersokta girdarna och lammen pa 63%. Ivermektin var det preparat som
anvindes mest och det administrerades till 77% av tackgrupperna och till 92% av
lammgrupperna som avmaskades. Flertalet gardar (58%) rapporterade att de vixlar mellan
olika preparat olika ar eller vid olika behandlingstillfdllen, medan 32% anvénder samma
preparat. Bland de gérdarna som testat inkdpta djur (16%), gjort behandlingskontroll eller
resistensundersokning (42%) uppgav 91% att inga dgg hittades efter avmaskning. S4 ménga
som 37% har aldrig testat om avmaskningsmedlet fungerar. Hos flera gardar (11%) hittas stor
magmask dterkommande, medan 53% uppgav att parasiten hittas ibland, och 26% att den
hade patréffats tidigare men inte under senaste tva dren. Parasiten har aldrig hittats endast i ett
fatal (5%) av de undersokta beséttningarna.

Diskussion

Att ha en fungerande strategi for parasitundersokning som kan till grund for parasitkontroll dr
viktigt for att kunna bedriva hallbar betesbaserad lammuppfodning med god djurvilfard. 1
detta projekt har vi undersokt dels en ny utokad provtagningsstrategi anpassad till antalet djur
i beséttningen, dels jamfort mikroskopisk och molekylar analys med fokus pa detektion av
stor magmask. Vi har dven samlat information om beséttningarna avmaskningsrutiner.

Projektet bekréftar att stor magmask &r ett dominerande parasitproblem i ekologiska
frbeséttningar. Vér studie understryker dven att en 1dmplig tidpunkt for parasitundersdkning
av tackorna dr infor betessldpp och av lammen bland annat kring avvénjningen. Variationen 1
antalet 4gg hos olika individer var dock aggregerad/klumpad, det vill sdga endast ett fatal
individer utskilde mycket dgg. Detta sags bade hos tackorna och hos lammen. Risk finns
darfor for att man underskattar gruppens dggutskiljning med for fa prover. Detta innebér att
undersokningsresultat kan tolkas felaktigt om for fa individer undersoks. Samtidigt fann vi
starka samband bade mellan antalet dgg och i forekomst av Haemonchus hos proverna nir de
analyserades individuellt och gruppvis efter poolning. Detta visar pd mojligheten att begrinsa
analysen till samlingsprover vilket i sin tur dr tidsbesparande och kostnadseffektivt.

Det exakta antalet prover som bor inga i undersdkningen for att {4 en réttvisande bild av
besittningens parasitstatus hanger alltsa samman med hur parasiterna ar fordelade hos faren.
Enligt vir undersokning varierar detta dver tid och hos de olika &ldersgrupperna. Detta gor det
hela svarbedomt. Av praktiska skél landande vi 1 att cirka 10% av djuren 1 respektive
alderskategori bor ingd i unders6kningen dir proverna analyseras i tripletter med tre
individprov i varje samling. Detta dr en kompromiss men tycks mojliggora detektion av stora
magmasken dven vid relativt 1dga infektionsnivaer, vilket bekréftas av att sikerheten for att
hitta stora magmasken 6kade med antalet undersokta prover nér forfarandet utvarderades 1 19
ekologiska farbesittningar. Detta medfor att utdkad provtagning kommer att bli vdgledande i
framtida radgivning.

Jamforelsen av diagnostik avseende stor magmask visade i huvudsak pé god dverenstimmelse
mellan de badda analysmetoderna (mikroskopi och ddPCR), dven om nagot fler prover var
positiva enligt den molekyldra metoden. En annan fordel med molekylir diagnostik &r att
undersdkningen kan utdkas till att &ven omfatta detektion av olika markdrer f6r
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lakemedelsresistens. Dessvérre saknas fortfarande pélitliga molekyldra markdrer for detektion
av ivermektin-resistens, trots pagédende forskning bade nationellt och internationellt. Arbetet
med att finna sddana markorer méste dérfor intensifieras inom kommande &r.

I de flesta besattningar avmaskades speciellt tackgruppen men ibland ocksd lammgruppen
minst en gang i huvudsak med ivermektin. Dessutom flyttades djuren i allménhet efter
avskiljningen mellan olika betesféllor. Dessa dtgirder forefoll fungera i de allra flesta fall,
men inte alltid. Aven om flera besittningar kontrollerat att avmaskningen fungerade antingen
genom uppfoljande eller resistensundersokning eller behandlingskontroller. Samtidigt visade
det sig att s& minga som 37% aldrig gjort detta, vilket &r orovdackande med tanke pa att det
finns tecken pa att resistenslidget forvirrats under senare ar sérskilt vad géller ivermektin. Att
genomfora en riksomfattande undersokning av resistensldget 1 landets farbeséttningar vore
darfor vardefullt,

Sammanfattningsvis visar projektet att samlingsprover kan ersitta undersdkning av
trackprover frén flera enskilda djur. Sékerheten hos provresultaten paverkas av flera olika
faktorer varav antalet undersokta individer 1 flocken tycks vara den allra viktigaste faktorn.
Olika krav pé precision stills dock i olika situationer. Néar fragestédllningen &r att ta reda pa
om stor magmask forekommer i djurgruppen ér det viktigt att provta s& minga individer som
mojligt, for att inte missa en eventuell 1aggradig smitta i besdttningen.
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Tabeller

Tabell 1. Aggutskiliningen hos fir i en ekologisk besdittning med cirka 200 tackor. Samtliga
prover underséktes individuellt med McMaster-teknik. N=antal undersokta djur, Trich=antal
trichostronglida dgg, Hc%=forekomst av Haemonchus contortus angivet i procent av
trichostrongylida dgg, Tax%=forekomst av Trichostrongylus axei angivet i procent av
trichostrongylida dgg, Ch/Oes = antal dgg av Chabertia ovina/Oesophagostomum spp., Nfil,
Nspa, Nbat = antal dgg av Nematodirus filicollis, spathiger och battus

Datum Djur Trich Hc % Tax% Ch/Oes Nfil Nspa  Nbat
Man-dag N Medel SD Medel Medel Medel Medel Medel Medel
04-17 Tackor 40 116 149 5 0 14 0 0 0
05-01 Tackor  10* 0 0 0 0 0 0 0
07-16 Lamm 40 593 704 32 0 3 0 0 0
07-24 Lamm 10* 0 0 0 0 0 0 0
09-11 Lamm 40 30 62 0 0 4 0 0 0
Totalt 140 206 414 11 0 5 0 0 0

* uppfoljande prover 10 dagar efter avmaskning

Tabell 2. Jimforelse mellan medelvirden och standardavvikelser (SD) for individuella och
poolade trickprover. Samlingsproverna bestar av lika mdngd trdck fran 10 individer och ddr
medelvirdet har berdknats genom fyra rdkningar ur motsvarande pool

Datum  Grupp Djur Individuell undersokning Poolad undersokning
Man-dag Medel  £SD epg Hc% epg +SDepg Hc%
epg

04-17 A Tackor 60 107 0% 167 29 0%
B 115 140 2% 100 50 17%
C 90 102 5% 67 29 0%
D 200 207 14% 50 0 0%

07-16 A Lamm 360 398 35% 333 369 10%
B 475 466 22% 450 260 23%
C 955 992 41% 583 252 63%
D 580 754 31% 550 229 33%

09-11 A Lamm 20 26 0% 17 29 0%
B 25 35 0% 0 0 0%
C 70 111 0% 33 58 0%
D 10 19 0% 17 29 0%




Slutrapport SLU Ekoforsk Hoglund 2016-2020

Tabell 3. Aggutskiliningen hos tackor och lamm i ekologiska firbescittningar enligt
McMaster-undersokning. N=antal provtagningstillfillen

Parasiter Ekologiska fargardar

Positiva prover Prevalens 95% ClI
Tackor N=19
Trichostrongylida dgg 18 95% 10%
Haemonchus contortus 8 42% 22%
Trichostrongylus axei 2 11% 14%
Chabertia/Oesophagostomum 13 68% 21%
Nematodirus filicollis 2 11% 14%
Nematodirus spathiger 0 0% -
Nematodirus battus 0 0% -
Moniezia expansa 3 16% 16%
Koccidier (oocystor) 1 5% 10%
Lamm N=17
Trichostrongylida dgg 16 94% 12%
Haemonchus contortus 4 24% 20%
Trichostrongylus axei 3 18% 18%
Chabertia/Oesophagostomum 10 59% 23%
Nematodirus filicollis 7 41% 23%
Nematodirus spathiger 1 6% 11%
Nematodirus battus 2 12% 15%
Moniezia expansa 11 65% 23%
Koccidier (oocystor) 8 47% 24%

Tabell 4. Antal gardar som var positiva for Haemonchus och Teladorsagia enligt ddPCR-
analys riktad mot ITS2 DNA-regionen. N=antal prov.

Parasit Tackor Lamm
DNA positiva Prevalens 95% Cl  DNA positiva Prevalens 95%
Cl
N=19 N=17
Haemonchus 7 37% 12% 7 41% 12%
Teladorsagia 17 89% 17% 16 94% 17%

Tabell 5. Fordelningen av prov i olika kategorier med H. contortus. N=antal prov

Analysresultat Tackor (N=19) Lamm (N=17)

Negativt 10 53% 9 53%
Positivt enligt ddPCR 0 0% 4 24%
Positivt enligt McMaster 2 11% 1 6%
Positivt enligt bada metoderna 7 37% 3 18%




