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SAMMANFATTNING

Infektion med lungmask — Dictyocaulus viviparus — ér ett ofta forbisett problem i
svenska notkreatursbesittningar. Infektionen kan samverka med andra
luftvdgspatogener som till exempel coronavirus och bidra till en simre hilsa och
produktivitet. Forsok har visat att diagnos kan stéllas antingen genom pavisandet
av larver 1 traick med Baermanns trattmetod eller genom pavisandet av antikroppar
med ett ELISA-test. I Norge har sedan ldnge poolade serumprover anvénts for att
bestimma besittningsstatus for smitta med BVDV. Fridgan vicktes om poolade
prover dven kan anvindas till att faststilla status for lungmasksmitta i en
besittning. Prover fran 118 gardar poolades och undersoktes med ELISA for att
jamforas med de individer som ingick i poolerna. Poolerna som var starkt positiva
visades innehalla &tminstone ett positivt djur, och de pooler som var strikt
negativa innehdll inga positiva djur, vilket tyder pd att ett sddant test skulle kunna
vara vardefullt for att bestimma smittrycket i en beséttning, till exempel infor
forséljning. Analys av liknande tester skulle kunna vara virdefulla i
epidemiologiska studier om lungmask.

SUMMARY

Infection with the bovine lungworm - Dictyocaulus viviparus - is occasionally a
problem in Swedish cattle herds. The infection could act in synergism with other
infections such as Corona virus to create a poorer welfare and productivity in
cattle. Studies have shown that a diagnosis can be made with both the Baermann
method and with an ELISA. In Norway diagnosis of BVDV on a herd level is
attained through pooled serum samples. The question was raised whether pooled
serum samples could be used in a similar fashion to attain status on a herd level
for lungworm. Samples from 118 farms were pooled and tested with an ELISA
and then compared with the individual samples. Those pooled samples which
showed a strongly positive reaction had at least one test positive animal, and the
negative pools contained no test positive animals. This indicates that such a test
strategy could be useful to determine the risk of infection in a herd, for example
preceding a sale. Thus it could also prove to be useful in large scale epidemiologic
studies on lungworm.

INLEDNING

Infektion med Dictyocaulus viviparus ér en av de viktigaste parasitsjukdomarna i
tempererade omraden i virlden. Det dr en endemisk sjukdom bland nétkreatur
som hills pd permanenta beten. Infektiosa stadier av lungmaskens larver sviljs ner
och penetrerar tarmens slemhinna och tar sig vidare till lungorna (Hoglund et al,
2004). Lungmask drabbar framfor allt forstagdngsbetande ndtkreatur, som gar pa
tidigare kontaminerat bete eller tillsammans med kroniska tysta smittbérare.
Infektionen kan forlopa utan sjukdomssymptom, men medfor alltid en risk for
sekundirinfektioner som lunginflammation med hosta och nedsatt aptit samt
atfoljande nedsatt tillvixt och mjolkproduktion som f6ljd (Hoglund et al, 2001).



En studie av bade experimentellt infekterade och icke infekterade kalvar visade att
de som inte infekterats med lungmask hade en signifikant hogre tillvaxt (Hoglund
et al, 2003). Ett enda utbrott av lungmaskinfektion har i England berdknats kosta
djurdgaren till en beséttning pd 100 mjolkkor mellan 3000-3500 euro (Wooley,
1997).

Undersokningar gjorda i Tyskland och Nederlinderna visade att prevalensen
lungmaskinfekterade gérdar 14g pa omkring 40 %. I en studie utford i Sverige
framkom liknande siffror (39,4 % 1 hela landet), med en storre andel infekterade
besittningar 1 Mellansverige och 1 de sddra och véstra delarna av landet. I denna
undersokning som omfattade provtagning av tio forstagangsbetare per besittning
ansags den positiv om minst ett djur av de tio provtagna testades positivt med
ELISA. De positiva besittningarna hade ett genomsnitt av 1,2 + 2,0 infekterade
djur och spridningen 14g pd 1-9 positiva djur per beséttning (Hoglund et al, 2004).
Det finns indikationer pé att prevalensen djur som é&r infekterade med lungmask
har okat de senare aren i Sverige (Hoglund et al, 2003).

Tidigare har diagnos av lungmaskinfektion baserats pd sjukdomstecken, som till
exempel hosta, eller pdvisandet av larver i trick med Baermanns trattmetod.
Nackdelarna med dessa undersokningsstrategier &r att infektionen kan cirkulera i
en besdttning utan att kliniska symptom uppmérksammas och att larverna som
detekteras vid Baermann-metoden endast utskiljs under begridnsad tid. Under
1980-talet utvecklades en ELISA med vilken antikroppar som utvecklas vid en
infektion kan pavisas. Dessa antikroppar ligger kvar over detektionsnivd mellan
tva till tre ménader (Hoglund et al, 2004). For att faststélla besattningsstatus for
till exempel BVDV har i Norge pooler av serumprover fran en specifik grupp djur
analyserats med ELISA och dérigenom givit ett svar pa om infektionen funnits i
besittningen eller inte (Lindberg, 1999).

Under 1999 insamlades serumprover fran forstagangsbetande notkreatur fran 118
gardar 1 Mellansverige. Tre kvigor fran var gard provtogs. Dessa prover
dokumenterades noggrant och har anvénts till undersdkningar rérande bovina
virusinfektioner (Hagglund, 2005). Fragan vicktes om poolade serumprover kan
ge ett besittningsstatus avseende lungmask, pd samma sitt som for BVDV.
Proverna poolades sedermera vid Institutionen for kliniska vetenskaper, SLU och
analyserades med ELISA vid Avdelningen for parasitologi SVA/SLU.

Malet med arbetet var att undersoka hur vél resultat fran poolade prover
overensstimmer med de individuella prover som ingar i poolen for att hiarigenom
se om det gar att uppticka lungmask i1 en besdttning genom analys av poolade
prover.



LITTERATUROVERSIKT

Bovin lungmask

Dictyocaulus viviparus ar en nematod och tillhor familjen Trichostrongylidae. 1
samma familj aterfinns t.ex. Ostertagia spp och Haemonchus spp.

Nematoder kallas rundmaskar eftersom de 1 genomskéarning ér cylindriska. Deras
magtarmsystem dr tubuldrt och mundppningens utseende skiljer sig mycket at
bland de olika familjerna. Dictyocaulus har en liten buckal kapsel eftersom de
livnér sig pa slemhinneprodukter och celldebris.

Livscykel

Betesburna nematoder har en snarlik livscykel dir de genomgér en serie
klackningar och metamorfoser innan de nér det adulta stadiet. De olika
livscyklerna kallas L1, L2, L3, L4 och till sist L5, som dr den omogna vuxna
rundmasken.

Nematoder kan ha en indirekt livscykel vilket innebdr att de forsta tva
larvstadierna maste kldckas och utvecklas inne 1 en mellanvird innan de kan
infektera sin slutvird. Sa ar till exempel fallet med Parafilaria och Onchocerca.
Dictyocaulus har ddremot en direkt livscykel och kraver inga mellanvardar for att
kunna genomga sina utvecklingsstadier (Urquhart et al, 1993).

Direkt livscykel

Den vuxna lungmasken lever och parar sig i trakea och lungornas bronker.
Honorna ligger dir #gg innehallande fullt utvecklade larver. Aggen klicks
omedelbart och L1-larverna tar sig upp till munhalan, svéljs ner och tar sig sedan
hela vigen genom mag-tarmsystemet och ut via tricken. Lungmasken finns alltsa
som L1 1 farsk faeces, till skillnad mot alla andra arter av nematoder vilka
utsondras som dgg.

Larverna innehéller morka lipidgranulae som utgdr en niringsreserv, vilket
innebér att de inte behover foda under sina preparasitiska stadier (figur 1). L1-
larven utvecklas snart till L2 och darefter till L3, som forblir innesluten i den
kvarblivna kutikulan fran L2. Detta skal fungerar som ett skydd och forblir intakt
tills det att L3 blir uppéten av sitt virddjur.

Figur"l. Lhngmaskens mérka lipidgranulae anvéands som naringsforrad.

Vid optimala betingelser nas L3-stadiet p4 fem dagar pa betet. Den optimala milj6
som krédvs for att fi denna snabba utveckling dr bland annat en temperatur pé
omkring 18-26°C. Vid temperaturer under 10°C kan ingen utveckling av larverna
ske och om termometern visar pd dver 26°C blir larverna hyperaktiva, anvinder
upp all energi som finns lagrade i granulac och dor dirmed innan de kan
vidareutvecklas.



Aven luftfuktigheten #r av vikt for larvernas utveckling. Hog luftfuktighet >90 %
ar optimalt. Man ska ha 1 dtanke att det 1 larvens nidrmiljo 1 faeces eller nira
marken kan vara mycket fuktigare én 1 luften dven vid torrt vader (Urquhart et al,
1993).

Nar larven vél har natt det inkapslade L3-stadiet &r den mycket tilig. Det har
konstaterats i flera Europeiska ldnder att lungmask kan Gvervintra pd betet. Man
har 1 Sverige trott att vi har for svara forhallanden for att en sddan Gvervintring
ska kunna ske, men resultat har visat att det kan vara mojligt (Hoglund et al,
2001).

Nér L3-larverna inmundigats av ett forstagidngsbetande notkreatur tar de sig ur sitt
skal och penetrerar tarmslemhinnan och vandrar via tarmlymtknutorna dir de
utvecklas till L4. L4 fors sedan vidare via blod- och lymfkérl till lungorna. I detta
stadium, den sa kallade penetrationsfasen (dag 1-7), ses dnnu inga lesioner pa
lungorna.

Niésta fas dr prepatentfasen (dag 8-25), som borjar nir larverna bryter igenom till
lungornas alveoler. De sprider sig sedan uppét via bronkiolerna till trakea dér man
hittar de omogna adulta larverna, L5. Denna migration orsakar en anhopning av
inflammatoriska celler, framforallt neutrofiler, eosinofiler och makrofager, som
helt ockluderar bronkiolerna och orsakar kollaps av alveolerna. Det dr framforallt
detta som orsakar de forsta kliniska symptomen. Kalvar dor ibland akut pa grund
av den svara andnod som kan uppsta.

De flesta djur visar dock framst sjukdomstecken i nésta fas, patentfasen, som
varar frdn dag 26 till 60. I detta stadium har parasiterna samlats i hundratal i
bronkerna och tjockt, skummigt slem fyller lumen. Bronkernas epitel é&r
hyperplastiskt och infiltrerat av eosinofiler. Dessutom ses omraden av pneumoni
orsakad av inhalerade dgg och L1-larver, som orsakar en massiv invasion av t.ex.
makrofager i alveolerna. Symptomen som uppvisas varierar frdn mild, intermittent
hosta till svér dyspne.

Den postpatenta fasen (dag 61 — 90) borjar nédr de vuxna lungmaskarna har stotts
bort av kroppen och slutar i de flesta fall med ett tillfrisknande. Bronkerna dr
fortfarande inflammerade, men efter nadgra veckor har oftast lungvdvnaden lakt av
igen med fullt dterstélld funktion. Ibland hénder det dock att kraftigt infesterade
djur antingen blir sekundirinfekterade med bakterier i sina skadade lungdelar och
utvecklar en bakteriell interstitiell pneumoni eller att lungvidvnaden 1 alveolerna
blir epiteliserad och oférmogen att utfora ett normalt gasutbyte. I denna grupp av
infekterade djur ar mortaliteten hog (Urquhart et al, 1993).

Epidemiologi

Det dr fraimst forstagangsbetande djur som drabbas av kliniska symptom av
lungmaskinfektion eftersom de inte har utvecklat immunitet Sjukdomen bryter
oftast ut 1 slutet av betesperioden. I endemiska omréaden dit norra Europa hor,
kvarstar smitta pd betena pd tva sitt. Larverna kan, som ndmnts tidigare,
overvintra som L3 pé betena for att nyinfektera djur som slépps ut pd varen. De
kan ocksa overleva hos djuren. I smittade besdttningar kan man identifiera sa



kallade tysta smittbédrare, det vill sdga djur som bédr pd smittan utan tydliga
symptom. I en studie som utforts pa tio besittningar i Mellansverige kunde
konstateras att det d&ven bland dldre kor forekom lungmaskinfektion, men att det i
denna grupp inte uppvisades sjukdomstecken sdsom hosta. Sambete med &dldre
djur och forstagangsbetare kan vara en vag for smittan att spridas i en besittning
(Hoglund et al, 2001).

Migrationen av larver fran trick ut pd bete beror inte enbart pa larvernas egna
rorelser utan ocksd av en liten tricklevande mogelsvamp, Pilobulus. Larverna
kryper upp lédngs svampens fruktkropp och till sporkapseln. Nir svampen sedan
skjuter ivig sina sporer foljer larverna med och de kan pa detta vis spridas fran
trickhdgarna (Urquhart et al, 1993).

Diagnostik férr och idag

For att diagnosticera djur med symptom pa lungmaskinfektion kan man anvédnda
sig av Baermanns trattmetod, som innebér att man pavisar larver som urskiljs i
trick. Denna metod jimfordes med ett ELISA-test (Ceditest” ID-DLO, Lelystad,
Nederldanderna) som pévisar antikroppar mot infektionsdmnet i serum. Det visade
sig att resultaten av de tva undersokningsmetoderna Overensstimde vl med
varandra. Hos samtliga kalvar kunde emellertid larver hittas i trick ca en vecka
tidigare an specifika antikroppar kunde detekteras i serum (Hoglund et al, 2001).

I en utford undersokning dir man jamforde specificiteten och sensitiviteten hos
olika antikroppsbaserade tester, konkluderades att en indirekt ELISA liknande den
som anvéndes 1 denna studie hade en specificitet och en sensitivitet pd bada 97 %
(de Leeuw, 1993). Med denna test kan antikroppar pavisas cirka 30 dagar efter
infektionstillfdllet och de kan finnas kvar upp till tio veckor eller mer efter
infektionstillfdllet. Detta bor jamforas med larvurskiljningen som nér ett
maximum efter sex veckor och dérefter snabbt avtar (Hoglund et al, 2001; Tenter
et al, 1993).

MATERIAL OCH METODER

ELISA

For denna undersdkning anvdndes en ELISA frdn Cedi-Diagnostics B.V.
(Ceditest® Lungworm). Det ar en indirekt ELISA baserad pa renade formodade
spermieantigen fran adulta Dictyocaulus viviparus. Valet av antigen har styrts av
att man velat ta fram en test som kan anvidndas i vaccinerade beséittningar.
Antigenet ticker botten pa brunnarna i testplattorna. Om det finns antikroppar i
det serum som testas, binder dessa till antigenen efter inkubationen pa en timme i
37°C. De bundna bovina antikropparna detekteras sedan med en monoklonal anti-
IgGantikropp. Denna IgGantikropp dr konjugerad till ett enzym, som skiftar farg
nidr substrat tillsdtts. Plattan avldses sedan i en kromograf/absorbansldsare, som
mater den optiska densiteten 1 varje brunn. Plattans forsta brunnar bestar av en
negativ, en svagt och en starkt positiv kontroll. Individernas optiska densitet
jamfors sedan med den optiska densiteten 1 de starkt positiva brunnarna och
uttrycks som ett procenttal av dessa. Provet bedoms som positivt vid ett viarde >15
% (Cedi-Diagnostics B.V.).



Vérde i procent = Korrigerad optisk densitet testserum x 100
Korrigerad optisk densitet positiv kontroll

Testen har en sensitivitet pd 100 % och en specificitet pa 99,2 % enligt
tillverkaren. Den uppvisar inga korsreaktioner med de andra av noétkreaturens
nematoder, och inte heller med leverflundran eller med en opportunist som grisens
spolmask, som ibland kan forekomma i lungorna pa ndtkreatur (Cedi-Diagnostics
B.V.).

Forsoksmaterial

Materialet bestod av serumprover fran 354 individer som insamlats fran 118
notkreatursbesittningar i Mellansverige. I de fall ett djur utgatt ur studien inneholl
poolerna prov fran tva individer, annars tre.

22 pooler undersoktes som vid tidigare undersokning visat sig vara positiva,. Tolv
pooler valdes ut eftersom de var klart positiva (dvs. > 15 %). Fem pooler i
intervallet 10 — 15 % ingick ocksa, liksom fem slumpmaéssigt utvalda pooler som
anviandes som negativa kontroller. De positiva poolerna mérktes 1- 12 och de
negativa poolerna nl- n10.

Metod

Individproverna fran de olika poolerna testades med ELISA’n frdn Cedi-
Diagnostics B.V. och den optiska densiteten jamfordes sedan med vérdet for de
pooler i vilka de ingick (Figur 2 -5).

Besittningar med ett eller flera positiva djur plottades in pa en karta dver omradet
for att se hur de lag rent geografiskt i forhdllande till varandra.

RESULTAT

Poolerna (nl — n5) med mycket 14g optisk densitet visade sig endast innehalla
strikt negativa djur. Individernas laga optiska densitet speglades tydligt i poolens
laga procenttal. Ingen av individerna i dessa pooler hade ett virde pa mer &n 6 %
och pool n5 hade hogst viarde med sina 9 % (figur 2).

I poolerna (n6 — n10) med vérden som lag precis under griansen, dvs. <15 %
kunde inga enskilda positiva djur pdvisas. De enskilda proverna hade dock hogre
virden dn de i1 den forra gruppen. Den pool med 14gst virde hade ett procenttal pa
12 % och de tvd hogsta poolvirdena lag bada pa precis under cut-offvirdet dvs. pa
drygt 14 % (figur 3).
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Figur 2. Individvardena i de negativa poolerna nl —n6. Poolernas procenttal visas
inom parentes.
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Figur 3. Individvardena i de negativa poolerna n6 — n10. Poolernas procenttal visas
inom parentes.

Bland de pooler som var positiva, visade det sig 10 av 12 pooler inneh6ll antigen
en eller tva positiva individer. Dessa individer uppvisade mycket skiftande vérden.
Den pool (12) som hade hogst procentvérde (74 %) hade endast en positiv individ,



men denna individ visade sig ha ett mycket hogt procentvirde (84 %), vilket
uppenbarligen paverkade poolvérdet starkt. Pool 1 och 3 var svagt positiva, men
hade inga enskilda individer med virden 6ver 15 %. Cut-offvérdet dr utsatt i
diagrammet (figur 4 och 5).
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Figur 4. Individvéardena i de positiva poolerna 1 — 6. Poolernas procenttal visas inom
parentes. Cut-offvardet pa 15 % visas som en bla linje.
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Figur 5. Individvardena i poolerna 7 — 12. Poolernas procenttal visas inom parentes.
Cut-offvéardet pa 15 % visas som en bla linje.

De tolv girdar dér positiva djur hittats har prickats in pd en karta Gver
Mellansverige for att se hur de 1ag rent geografiskt i omradet.

DISKUSSION

Att pa ett enkelt vis kunna diagnosticera lungmask i en beséttning &dr naturligtvis
av stort intresse for djurdgaren dé lungmask ger en dokumenterat lagre tillviaxt av
forstagdngsbetande ungdjur. Traditionellt har diagnostik baserats pa att pdvisa
larver i track, men denna metod har under senare ar ersatts av det ELISA-test som
utvdrderades i denna studie.

Bendmningen besittningstest eller besittningsdiagnostik anvinds nédr mer &n ett
djur provtas och utvdrderas fran samma besittning. Provmaterialet kan antingen
bestd av flera individuella prover eller av poolade prover. Om provmaterialet
bestar av poolade prover frdn n antal djur, och om besittningen bedoms positiv,
maste det finnas &tminstone ett positivt djur 1 besdttningen. D4 kan
besittningssensitiviteten (BSe) och besittningsspecificiteten (BSp) berédknas
enligt foljande formel, dir P &r prevalensen tespositiva djur:

BSe=1-(1-P)" och BSp = Sp",
Sp ér specificiteten pa individnivd. Frdn denna formel kan ses att om

provmaterialet dvs. n okar, fas en 6kad BSe, men BSp minskar. Vidare gor en hog
prevalens att BSe 6kar men inte BSp (Goyal, 2005).



Denna studie visar att det gér att poola prover fran flera individer och att sedan
analysera dessa som ett samlingsprov, vilket kan bli anvandbart for att bekréfta
lungmaskstatus infor till exempel forséljning av ungdjur.

De pooler som valdes ut pa grund av sina ldga poolvirden (<6 %) visade sig
enbart innehdlla individer med mycket ldga procenttal (2 % - 9 %).
Undersokningen visar att laga poolvirden i1 en beséttning indikerar att det vid
tidpunkten for provtagningen inte finns lungmaskinfektion bland djuren Inte
heller de pooler med nagot hogre procentvirde (12 % -14 %) inneho6ll individer
som var positiva. Det gir dock inte att utesluta att dessa kan ha varit infekterade
tidigare och dérefter friats frin infektion Flertalet djur tillfrisknar inom tva
manader fran infektionsstillet med eftersldpande hoga titrar som f6ljd.

I de pooler med ett positivt virde (17 % -74 %) visade det sig att tio av tolv
innehodll positiva djur. De med hogst viarde hade individer med mycket hoga
procenttal; det hogsta var pool 12 med en individ pa 84 %, som uppenbarligen
paverkade poolvirdet mycket starkt.

I undersokningen utford ar 2003 (Hoglund et al, 2003) sags en prevalens av
infekterade gardar pa 39 %. I denna undersdkning blev prevalensen 10 %. Detta
resultat kan forklaras med arstidsvariationer, skillnaden i antal djur som ingick i
provmaterialet och om det var en kott- eller mjolkproduktionsgard fran vilken
proverna togs.

P& kartan Gver provtagningsomrddet i Mellansverige sdgs att girdarna vars djur
var positiva ligger i grupperingar inom omradet, vilket mojligen indikerar
smittspridning mellan géardarna. Det skulle vara intressant att undersdka vidare
huruvida gardarna har sambete eller hur néra betena ligger varandra.

Syftet med arbetet var att undersoka om man med poolade serumprover fran ett
antal individer fran samma beséttning kan bestimma status for lungmask i den
besittningen. Resultaten indikerar att man kan anvinda sig av poolade prover for
att faststdlla och framfor allt att kunna utesluta smitta infor till exempel
forsdljning av djur. Tekniken skulle ocksa kunna vara anvéndbar i ett eventuellt
bekdmpningsprogram. Att poola proverna sparar bade tid och pengar genom att
det gar 4t av mindre provmaterial pa laboratoriet. Fler djur bor saledes kunna
undersokas for samma kostnad.
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