S L u Sveriges lantbruksuniversitet
Swedish University of Agricultural Sciences

Fakulteten for veterinarmedicin

och husdjursvetenskap

Institutionen for biomedicin och veterinar
folkhélsovetenskap

Metoder for parasitundersdkning i
farbesattningar

Elin Hammarsten

Uppsala
2018

Examensarbete 30 hp inom veterinarprogrammet

ISSN 1652-8697
Examensarbete 2018:77






Metoder for parasitundersdkning |
farbesattningar

Methods for parasitological examination in sheep herds

Elin Hammarsten

Handledare: Johan Hoglund, institutionen fér biomedicin och veterinar folkhélsovetenskap

Examinator: Giulio Grandi, institutionen for biomedicin och veterinar folkhalsovetenskap

Examensarbete i veterinarmedicin

Omfattning: 30 hp
Niva och fordjupning: Avancerad niva, A2E
Kurskod: EX070830

Utgivningsort: Uppsala

Utgivningséar: 2018

Delnummer i serie: Examensarbete 2018:77
ISSN: 1652-8697

Elektronisk publicering: http://stud.epsilon.slu.se

Nyckelord: far, parasiter, Haemonchus contortus, poolade samlingsprover
Key words: sheep, parasites, Haemonchus contortus, composite fecal samples

Sveriges lantbruksuniversitet
Swedish University of Agricultural Sciences

Fakulteten for veterindrmedicin och husdjursvetenskap
Institutionen for biomedicin och veterinar folkhalsovetenskap


http://stud.epsilon.slu.se/




SAMMANFATTNING

Infektioner med mag- och tarmparasiter &r ett betydelsefullt veterindrmedicinskt problem i
farbesattningar varlden over. For att undvika att avmaska djuren i onddan eller missa
djurgrupper i behov av behandling ar det viktigt att det finns diagnostik som effektivt fangar
upp fargrupper med ett hogt smittryck. Ett vanligt satt att uppskatta smittlaget farbesattningar
ar att analysera antalet parasitagg i samlingsprover fran track hos ett visst antal djur i
beséttningen. Resultatet anvands sedan for att uppskatta smittrycket i beséttningen i stort. Den
har studien hade tva 6vergripande syften: huvudsyftet var att undersoka i vilken utstrackning
antalet individuella trackprover som ingar i ett samlingsprov paverkar provsvarets precision.
Ett ytterligare syfte var att undersfka hur utskiljningen av parasitdgg samt parasitartfore-
komsten fordelade sig mellan individerna i en relativt liten hobbybesattning.

Provmaterial i form av individuella trackprover undersoktes fran tva olika grupper; varav 60
prover kom fran Vidilab (ett laboratorium som rutinméssigt undersoker track for parasitologisk
analys), och 49 prover samlades in fran en upplandsk hobbybeséttning. | bada fallen
analyserades trackproverna med McMasterteknik dels var for sig, dels som samlingsprover fran
flera individer per grupp. De individprover som ingick i de poolade samlingsproverna
sorterades bade slumpmassigt och i olika pooler bestaende av prover med hdg respektive lag
aggutskilning. Parasiternas artsammansattning i samlingsproverna undersoktes med hjalp av
digital droplet (dd)PCR. Slutligen genomfordes bootstrapanalys med data fran de olika
provtagningsgrupperna for att teoretiskt ta reda pa hur precisionen i de samlade resultaten
paverkas av olika individantal som kan inga i poolade samlingsprover.

Den har studien visade att spridningen mellan individernas aggutskiljning var stor i bada
provtagningsgrupperna. En liten andel av djuren utskilde stora mangder parasitigg medan
majoriteten av individerna endast utskilde liten méngd eller inga parasitdgg alls. 1 ddPCR-
undersokningen pavisades de tre vanligaste endoparasiterna som infekterar svenska far.
Undersokningen visade dessutom indirekt att det forekom andra trichostrongylida arter i
proverna. Bootstrapanalysen visade att precisionen for provresultatet 6kade med antalet
ingaende individprover, nagot som &aven visats i tidigare studier. Sammanfattningsvis stodjer
den hér studien de fynd som gjorts i tidigare studier. Provresultaten vid undersokning av
samlingsprover paverkas av flera faktorer dar individantalet som provtas utgor storst roll nar
man vill 6ka precisionen



SUMMARY

Infection with endoparasites is a problem in sheep flocks worldwide. In order to avoid treating
animals with anthelmintics unnecessarily, or missing animal groups in need of treatment, it is
important that there are diagnostic tools that effectively detects sheep groups with a high degree
of infection. A common way of estimating the degree of infection in sheep farms is to analyze
the number of parasitic eggs in samples from a certain number of animals in the flock. The
result is then used to estimate the overall degree of infection in the flock. The purpose of this
study was first to investigate the distribution of parasitic eggs between the individuals in a
relatively small flock of sheep as well as to investigate what endoparasite species were present
in the flock. The third, and most important purpose of the study, was to investigate to what
extent the number of individual fecal samples included in a composite sample influences the
accuracy of the estimation of the flock mean.

Material in the form of individual fecal samples were examined from two different sample
groups; 60 fecal samples came from Vidilab (a laboratory that routinely examines fecal samples
for parasitological analysis) and 49 samples were collected from a hobby flock. In both cases,
the individual samples were analyzed with the McMaster method independently, as well as in
the form of composite samples that were made up of samples from several individuals per
group. The individual samples that were included in the composite samples were sorted both
randomly and in different pools consisting of samples with high and low egg counts,
respectively. The composition of the parasites in the pool samples was examined using digital
droplet (dd) PCR. Finally, a Bootstrap analysis was conducted with data from the different
sampling groups to theoretically determine how the egg count result is influenced by different
individual numbers that can be included in pooled sampling.

This study showed that the range of egg secretion between individual sheep egg was high in
both sampling groups. A small proportion of the animals yielded high egg counts while the
majority of individuals only excreted small amounts or no parasitic eggs at all. In the ddPCR
study, the three most common endoparasites in Swedish sheep herds were detected
(Haemonchus contortus, Trichostrongylus spp. and Teladorsagia circumcincta). In addition,
the study indirectly showed that there were other Trichostrongyle species in the samples. The
Bootstrap analysis showed that the accuracy of the test result increased with the number of
individual samples, as shown in previous studies. In summary, this study supports the findings
made in previous studies. The test results for examining pool samples are influenced by several
factors where the individual number tested is the most important factor in increasing precision.
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INLEDNING

Infektioner med betesburna maskar utgor ett viktigt veterinarmedicinskt problem for far pa bete.
Vanliga sjukdomstecken vid kraftig infektion ar diarré och/eller anemi vilket i vérsta fall kan
leda till att dodligheten bland djuren i flocken 6kar, framfor allt bland draktiga tackor och bland
lamm. Infektioner med mag- och tarmmaskar orsakar dock framst inappetens med minskad
tillvaxt vilket i sin tur ger ekonomiska bortfall for djurdgaren (Sutherland & Scott, 2010). For
att kunna overvaka parasitforekomsten och darigenom ta reda pa om behandling med
avmaskningsmedel bor séttas in, dr det viktigt att det finns fungerande diagnostik som effektivt
fangar upp betesgrupper med hog parasitbérda. Uppfoljande undersokningar efter utforda
behandlingar ar i regel ocksa viktigt for att se om avmaskningen haft avsedd effekt.

Den mest anvanda tekniken for pavisning och kvantitativ analys av farets endoparasiter ar med
sa kallad modifierad McMaster-teknik (Vidilab, 2017; SVA, 2017), dar track anvands som
undersokningsmaterial. Metoden ger en dgonblicksbild dver antalet parasitdgg som finns i
djurens track och dar provsvaret ger information om hur manga dgglaggande parasitmaskar som
faret ar infekterat med (Bowman, 2009). Att analysera track fran alla enskilda individer i en
besattning &ar i regel tidskrdvande och innebér &ven en stor arbetsinsats for de som utfor
provtagningen och den efterfoljande analysen, vilket i sin tur gor att den blir kostsam. For att
underlatta detta steg analyserar man darfor ofta samlingsprover, dar enskilda prover fran flera
individer poolas till ett och samma prov (SVA, 2017, Gard & Dijurhélsan, 2017) Hur manga
djur i besattningen som bor ingd i en dylik undersokning &r enligt litteraturen omstritt (Morgan
et al., 2005, Hood et al., 2006). De rekommendationer som ges skiljer sig dessutom at mellan
radgivande organisationer i olika lander.

Tidigare studier tyder pa att risken for att under- eller Overskatta aggutskiljningen vid
undersokning av samlingsprover i en djurgrupp ar beroende av flera faktorer. Bland de faktorer
som tycks kunna paverka resultatet mest verkar antalet individer som provtas i djurgruppen ha
storst betydelse, under forutsattning att proverna ar tagna pa ett korrekt sétt. Exempel pa andra
faktorer som kan paverka provresultatet ar hur val proverna fran flera individer blandas och hur
manga McMaster-rakningar som utfors. Vilka djur som valjs ut for provtagning tycks ocksa
spela in (Hood et al., 2006, Morgan et al., 2005)

Malet med den har studien var att kartlagga parasitforekomsten dels i en mindre
hobbybeséttning, dels i ett antal prover som var inskickade till laboratoriet Vidilab i Enkoping.
| bada fallen undersoktes proverna dels genom individuell McMasteranalys av track dels fran
samtliga individer, dels genom att understka poolade prover. Det 6vergripande syftet med
studien var att ta reda i vilken grad antalet trackprover som tas i forhallande till antal djur i
besattningen paverkar provsvaret.



LITTERATUROVERSIKT

Betesburna nematoder i Sverige

Flertalet betesburna endoparasiter som infekterar far ar nematoder (rundmaskar) inom
overfamiljen Trichostrogyloidea (strongylider). Livscyklerna for de olika arterna som ingar i
denna grupp ar mer eller mindre identiska och innefattar flera frilevande (L1, L2, L3) och
parasitara larvstadier (L4 och L5) som slutligen utvecklas till vuxna (adulta) maskar inuti
varddjuret. Med undantag for farets lungmask (Dictyocaulus filaria) lagger de adulta maskarna
4gg i farets mag- och tarmkanal, varpa de féljer med tracken ut pa betet. Aggen klacks darefter
och utvecklas sa smaningom till infektiosa tredjestadielarver (L3). Den tid det tar att fullborda
den externa utvecklingen pa betet beror pa véaderlek och parasitart. Intaget av L3 sker dock alltid
nar faret betar. Detta innebdr att smittrycket och risken att bli infekterad 6kar ju fler smittade
aggutskiljande djur man har per betesytenhet (Bowman, 2009)

Fokus i denna studie har lagts pa nematoder och i synnerhet arter inom &verfamiljen
Trichostrongyloidea, bland dessa aterfinns bland andra den stora lépmagsmasken Haemonchus
contortus, olika tarmmaskar Trichostrongylus spp. och mellanstor magmask Teladorsagia
circumcincta (SVA, 2017).

Haemonchus contortus

Detta ar en relativt vanlig rundmask i svenska farbesattningar och patréffas i cirka 38 % av de
prover som skickas for parasitologisk undersokning till laboratoriet Vidilab (Ljungstrom, S.,
pers. medd., 2017-12-07). Det ar en hdgpatogen blodsugande parasitmask som framfor allt
drabbar dréktiga tackor och lamm (Craig, 2009). Vid akut sjukdom ses ibland 6dembildning i
kaftgropen och djuren kan dven visa tecken pa anemi sasom bleka slemhinnor och letargi
(Bowman, 2009). Plétsliga dodsfall till foljd av H. contortus kan férekomma i synnerhet bland
lammen (Bowman, 2009). Vid kronisk sjukdom tappar djuren i hull och utvecklar sa
smaningom en icke-regenerativ anemi, daremot ses séllan diarré aven om djuren &r kraftigt
infekterade (Craig, 2009). Vanligen ses subkliniska infektioner déar det enda tecknet pa
infektion &r minskad tillvaxt bland lammen (Bowman, 2009). | och med att H. contortus kan
lagga flera tusen &gg per dag (Roeber et al., 2013) ar det extra viktigt att ha koll pa
aggutskiljningen hos just denna parasit. Smittvagen ar fekal-oral och dggen utséndras med
tracken varefter det vid optimala forhallanden tar mellan 5-10 dagar innan L3 utvecklas
(Bowman, 2009). L3-larverna intas med betesgraset och utvecklas till L4 i I6pmagens
slemhinna dar de livnar sig pa varddjurets blod. Speciellt hos H. contortus ar att L4-larverna
har formaga att inta ett vilostadium under vintern, sa kallad hypobios, vilket innebar att de
effektivt undviker varddjurets immunforsvar (Craig, 2009). Under varen i samband med
lamningen reaktiveras larverna som utvecklas till vuxna maskar och borjar producera stora
mangder dgg, sa kallad “periperturient” eller “spring-rise” (Bowman, 2009, SVA, 2017).
Larverna har i vissa fall visat sig kunna 6vervintra pa betet under svenska férhallanden (Troell



et al., 2005), men de anses framfor allt dvervintra som inhiberade larver inuti faren (Waller et
al., 2004).

Trichostrongylus spp.

Inom sléktet Trichostrongylus finns tarmmasken T. colubriformis och lilla magmasken T. axei.
T. colubriformis &r relativt vanlig parasit hos svenska far (SVA, 2017). Den ger i regel endast
upphov till subklinisk infektion men kan vid massinfektion orsaka vattnig diarré, i synnerhet
hos djur som &r nedsatta av annan orsak (Bowman, 2009). Trichostrongylus axei ar séllsynt i
svenska farbeséttningar och dess agg aterfinns endast i cirka 9 % bland de trackprover fran far
som skickas till Vidilab (Ljungstrém, S., pers. medd., 2017-12-07). Parasiten &r dock mycket
patogen for lamm och har till skillnad fran de flesta andra nematoder formagan att kunna
infektera dven andra djurslag an far, daribland notkreatur (Craig, 2009). Kliniska symtom
associerade med T. axei ar diarré och tillvéaxtstorningar, detta pa grund av att parasiten orsakar
skada i1 lopmagsslemhinnan (Graig, 2009). Samtliga Trichostrongylus-arter anses kunna
évervintra pa betet under svenska forhallanden (SVA, 2017).

Teladorsagia circumcincta

Den mellanstora magmasken T. circumcincta ar en av de vanligast forekommande maskarterna
i svenska farbesattningar (SVA, 2017; Waller et al., 2004). Det ar framfor allt de sena
larvstadierna (L4 och L5) som orsakar skada genom att de penetrerar och skadar de saltsyre-
producerande parietalcellerna som finns i Iopmagens slemhinna (Craig, 2009). Foljden av detta
ar att djuren far svart att tillgodose sina energibehov varvid de avmagrar, i synnerhet vid
saminfektion med andra maskar (Craig, 2009). Kliniska symtom som sammankopplas med ovin
teladorsagios ar framst lindrig diarré. (Craig, 2009). Aven T. circumcincta Gvervintrar pa
svenska betesmarker (Waller et al., 2004).

Nematodirus arter

Dessa har liksom 6vriga strongylider en direkt livscykel med en fekal-oral smittvdg, men
livscykeln skiljer sig nagot fran den hos 6vriga trichostrongylider (Craig, 2009). Inom slaktet
Nematodirus spp. finns tre olika arter som ar aktuella i svenska farbesattningar (SVA, 2017).
Det &r dels N. filicollis och N. spathiger som sallan orsakar klinisk sjukdom medan N. battus
kan ge upphov till allvarlig sasongsbunden diarré, framfor allt hos lammen (Gustafsson, K.,
pers. medd., 2017-10-10). | Sverige foérekommer N. battus bara i enstaka beséttningar
(Ljungstrém, S., pers. medd., 2017-12-07), Aggen fran samtliga Nematodirus arter kommer ut
pa betet med tracken. For att kunna utvecklas och klackas ar de dock beroende av en kortare
period med kyligt vader, foljt av en period av varmare véderlek. Detta gor att de flesta infektiosa
larverna inom slaktet Nematodirus och sarskilt N. battus klacks pa varen vilket kan ge upphov
till en “vag” av insjuknande hos framfor allt lamm i samband med beteslapp (Bowman, 2009).
Samtliga Nematodirus-arter har en god formaga att Gvervintra pa betet i svenska besattningar
(SVA, 2017).



Diagnostik och kontrollstrategier

Rekommendationer i Sverige

| Sverige ar Gard & Djurhalsan den enskilt storsta veterinara radgivande organisationen som
riktar sig till faragare (http://www.gardochdjurhalsan.se/). Deras samlade rekommendation &r i
nuléaget att track bor tas fran minst sex olika individer ur samma betesgrupp, till exempel innan
beteslapp (tackorna) och kring avvanjningen (lammen). Proverna undersoks sedan gruppvis
efter poolning av tre individer ur vardera gruppen. Finns det fler an 60 djur i betesgruppen, bor
prov tas fran minst 10 % av individerna. Finns det fler &n 200 individer i gruppen beddms det
tillrackligt att ta prov fran 21 individer. De prover som tas rekommenderas vara sa farska kan
garna samlas direkt fran rektum. Rekommendationen &r att i forsta hand inkludera prover fran
djur med misstankt hog smitta som till exempel ungtackor, lamm och framfér allt djur som ar i
samre kondition &n Gvriga i gruppen (Gard & Djurhélsan, 2017).

| besattningar som &r anslutna till Gard & Djurhalsan &r trackprovtagningen ett led i den
kontrollstrategi som foregar eventuellt beslut om avmaskning. Infor beslutet underséker man
alltsa hur stora mangder maskagg som kommer ut med tracken pa betet, men dven vilka arter
som finns representerade (Gard-och Djurhalsan, 2017b). Det finns inget gransvarde for hur
hdga vérden avseende dgg per gram track (epg) som anses vara acceptabelt, detta eftersom de
arter som finns i provet ar minst lika viktigt som hur stora mangder parasiter som faret ar
infekterat med. Detta beror pa att de olika strongylida arterna som finns &r olika patogena.
Chabertia ovina ar ett exempel pa en art som sa gott som aldrig orsakar nagon skada pa
varddjuret medan H. contortus vanligtvis ar valdigt patogen. Aven anamnestiska uppgifter om
beséttningen, som exempelvis betesrutiner, djurmaterial, senaste avmaskningstillfallet, tillvaxt
hos lammen, sjukdomsférekomst med mera faktorer som vanligen tas i beaktande innan beslut
om behandling med anthelmintika. (Gustafsson, K., pers. medd., 2017-09)

Rekommendationer i andra lander

Rekommendationerna géllande det antal individer som bor provtas i en beséttning samt hur
proverna sedan hanteras pa laboratoriet varierar mellan olika organisationer i olika lander. |
Norge forordas generellt sett att prover insamlas fran mellan fem till tio individer i varje
betesgrupp direkt fran rektum. |1 Norge poolas proverna i regel inte pa laboratoriet utan de
undersoks individuellt (Stuen, S., pers. medd., 2017-09-14). | Danmark finns ingen samlad
rekommendation liknande den som utarbetats av Gard-och Djurhalsan i Sverige. Tongivande
experter inom omradet foljer dock rekommendationer fran den brittiska organisationen Scops
(http://www.scops.org.uk/) (Thamsborg, S., pers medd., 2017-11-07). Deras rekommendation
ar att farsk track samlas in fran marken fran minst tio individer per betesgrupp. Den radgivande
organisationen for finska faragare, Lammasmaailma, rekommenderar att prover tas rektalt fran
mellan 6-9 individer ur varje betesgrupp vid strategiskt utvalda tidpunkter under aret
(Rautiainen, J., pers. medd., 2017-12-04). | veterindrlaboratorier i Australien undersoks ofta
10-15 prover dar proverna antingen analyseras var for sig eller som samlingsprover (Hood et
al., 2006).


http://www.scops.org.uk/

| detta sammanhang &r det dock viktigt att ha i atanke att produktionsférhallandena kan skilja
sig hogst avsevart bade inom och framfor allt mellan olika lander vilket naturligtvis paverkar
de rad som ges till olika typer av producenter.

Kvantitativa metoder for diagnostik

Bland de kvantitativa metoder som rutinmassigt anvands for trackprovsanalyser ar de flesta sa
kallade flotationsmetoder. Dessa bygger pa principen att tunnskaliga strongylida rundmaskagg
flyter (floterar) i vatskor (vanligtvis olika saltlésningar) med hogre densitet an maskéaggen. De
olika flotationsmetoderna har olika detektionsgrans, dels beroende pa blandningsforhallandet
mellan tracken och flotationsvatskan, dels beroende pa raknekammarens volym som skiljer sig
mellan respektive metod (se nedan).

Det vanligaste sattet att analysera parasitagg i fartrack i Sverige ar genom en sa kallad
modifierad McMaster-metod (Gard & Dijurhélsan 2015; SVA, 2017). Denna anvénds for
kvantitativ analys av strongylida nematodagg och bygger pa att parasitaggen floteras i en méattad
koksaltslosning varpa aggen raknas i en speciell raknekammare bestaende av tva celler, dar
varje cell har en volym pa 0.15 ml. Provsvaret anges som antalet 4gg per gram track (epg).
Enligt grundmetoden blandas 3 g trdck med 42 ml vatska, alternativt anvands andra
kombinationer men dar man far en spadning pa 1:15. Detektionsgransen &r 50 epg vid rakning
av tva kammare (Ballweber et al., 2014).

McMasterkammare
Cell 1 Cell2
0,15 ml 0,15 ml

Figur 1. En McMasterkammare bestar av tva stycken celler, dar varje cell rymmer 0,15 ml vatska.

FLOTAC-metoden &r en snarlik italiensk metod utvecklad i Neapel som bygger pa samma
princip som McMaster-metoden, men som skiljer sig satillvida att raknekammaren har en
samlad storre volym (10 ml). Vanligtvis blandas 10 g track med 90 ml vatska vid undersékning
med FLOTAC, vilket ger en spadning pa 1:10. FLOTAC- metoden har en minsta
detektionsgrans pa 1 epg vid rakning av bada cellerna vilket gor att den ar kansligare an vanlig
McMaster-réakning. En vidareutveckling av Flotac som kallas for Mini-FLOTAC finns numera
aven pa marknaden. Nar man anvander sig av Mini-FLOTAC anvands 5 g track till 45 ml vétska
vilket ger en spadning pa 1:10. Vid undersékning med mini-FLOTAC finns, till skillnad fran
de tidigare ndmnda metoderna, inget steg som krdver centrifugering av provmaterialet.
Detektionsgransen for mini-FIOTAC ar 5 epg (Ballweber et al., 2014).



I tillagg till dessa metoder finns det en rad andra undersékningsmetoder (exempelvis FecPac
och Wisconsin-metoden) som inte gas igenom narmare har. Samtliga bygger dock i likhet med
de metoder som beskrivs ovan pa att man raknar dggen i tracken efter flotation (Hoglund, J.,
pers medd., 2017-12-05).

Fordelning av epg-varden i populationer

Fordelningen av antalet trichostrongylida &gg som utskiljs med tracken hos olika individer i en
djurgrupp har vanligtvis en stor spridning dven nér djuren vistats pa samma bete. Férdelningen
av &ggen mellan olika individer i betesgruppen kan beskrivas matematiskt och dar ett
utmdarkande drag ofta &r att variansen i antalet parasitdgg ar storre &n det aritmetiska
medelvardet (Barger, 1985, Sréter et al., 1993). Aggutskiljningen hos gruppen ar som tidigare
namnts aggregerad eller klumpad och foljer ofta en sa kallad negativ binomial férdelning
(NBF), vilket innebér att de allra flesta djuren urskiljer sma mangder eller inga parasitagg alls
medan majoriteten av agglaggande maskar aterfinns hos ett litet antal djur i flocken (Sréter et
al., 1993, Morgan et al., 2005, Barger 1985). Detta forhallande galler inte bara for mag- och
tarmnematoder hos far utan aven bland motsvarande parasiter hos vilda djur och méanniska
(Sréter et al., 1993). Fordelningen i olika betesgrupper &r inte absolut utan kan variera hogst
avsevart (Morgan et al., 2005).

Enligt NBF beskrivs graden av aggregation genom parametern k vilken minskar ju mer
klumpade/aggregerade &ggen ar hos olika individer. Som antyds ovan varierar k ofta mellan
olika betesgrupper (Hood et al., 2006). Vardet for k har dock stor betydelse eftersom man kan
iaktta vissa monster gallande parametern i forhallande till dggutskiljningen hos de individer
som ingar i betesgruppen (Morgan et al., 2005).

Fordelning av agg i enskilda trackprover

| enskilda trackprover &r nematodéggen ofta fordelade enligt en diskret sannolikhetsférdelning
som kallas Poisson (Burgel et al., 2014). Utméarkande ar att variansen &r ungefar lika med det
aritmetiska medelvérdet.

Forklaring av begrepp
Aritmetiskt medelvarde (x): summan av observationerna dividerat med antal observationer.

Standardavvikelse (SD): ett spridningsmatt som kan ses som ett medelvarde for de varden som
avviker fran medelvardet.

Variansen (s): standardavvikelsen i kvadrat SD?

Negativ binomial férdelning (NBF): diskret sannolikhetsfordelning som utmérks av att variansen
ar storre &n det aritmetiska medelvérdet s>x.

Poissonfordelning: diskret sannolikhetsférdelning som utmarks av att medelvérdet och variansen ar
ungefar lika stora x=s

Den inverterade graden av aggregation (k): en parameter som kan anvéndas inom negativ
binomial fordelning for att berdkna hur aggregerad dggutskiljningen &r mellan individer i en
diuraruon. Bestams aenom formeln: k=x?/(s-x). (Elliott. 1979)




Undersokning av samlingsprover

For att minska tidsatgangen vid McMaster-undersdkning av trackprov fran en fargrupp kan man
istallet for att undersoka individuella prover poola dessa till ett eller flera samlingsprov med
track fran flera individer. Fordelen &r att detta minskar antalet rakningar dven om tidsatgangen
for sjalva provberedningen okar nagot. Samtidigt &r tanken med att bereda samlingsprover att
de ska ge en god bild av den genomsnittliga parasitbérdan i flocken. Darigenom blir det mojligt
att 6vervaka aggutskiljningen hos gruppen samt bestamma vilka atgarder man behover vidta
for vidare parasitbekdmpning. Precisionen hos undersokningen ar dock beroende av ett antal
faktorer. Kortfattat kan man sammanfatta de viktigaste faktorerna som paverkar resultatet vid
trackprovstagning och efterféljande analys till: 1) Antalet djur som ingar i samlingsprovet, 2)
Hur vél samlingsprovet blandas, och 3) Undersokningsmetodens kanslighet (Hood et al., 2006).

Individantalets betydelse

Morgan et al. (2005) understkte hur graden av parasitdggens aggregation i en djurgrupp
paverkade provresultatet i besattningar dar &ggutskiljningen (FEC) ar skev och féljer den
negativa binomiala fordelningen. Enligt forfattarna 6kar risken att man underskattar gruppens
aggutskiljning nar aggutskiljningen &r aggregerad/klumpad, det vill séga nar ett fatal individer
har mycket dgg. Det visade sig dock att denna risk minskar nér individantalet som ingick i
poolen 6kade.

| studien undersoktes 606 individuella trackprover ur 14 fargrupper (Morgan et al., 2005). Det
visade sig att i 10 av grupperna var NBF en bra beskrivning fér hur &ggutskiljningen var
fordelad pa gruppniva. Enligt studien varierade k-vardena i de olika grupperna mellan 0,18 och
2,3. Darefter utfordes en analys av hur graden av aggregering paverkar resultaten hos
samlingsproverna. Med sa kallad Bootstrap-analys av individuella medelvarden visade man att
ju mer aggregerad aggutskiljningen &r i djurgruppen, desto stoérre ar sannolikheten for att man
felbeddémer gruppens &ggutskiljning om ett for litet antal djur undersoks.

| studien konstruerade man dggutskiljningen hos ett antal fiktiva beséttningar. Samtliga
gruppers medelvarde var 500 epg, men man satte olika k-vérden i intervallet 0,001 och 10 i
dessa grupper, dar hoga varden ar utmarkande for en lag grad av aggregation. Darefter
jamfordes utfallen fran de olika fiktiva besattningarna efter analys av samlingsprover fran tio
slumpvis utvalda individer. Det visade sig att risken for att underskatta &ggutskiljningen med
>200 epg var 42 % med ett k-varde pa 0,1. Risken for felskattning minskade dock gradvis nar
k-vardena okade.

Daremot i grupper dar medelvardet i gruppen istallet ligger pa 1000 epg var risken for att fa ett
resultat under 500 epg vid undersokning av 10 slumpvis utvalda individer 10 % nar k =0,5.
Enligt Morgan et al. (2005) var samtliga k-varden testade rimliga och de drog slutsatsen att ett
samlingstrackprov fran 10 individer ar fullt tillrackligt for att fa ett tillforlitligt resultat i de allra



flesta besattningar. Det framgar dock inte av studien hur detta paverkas av flockens
gruppstorlek.

Samlingsprover respektive individuella trackprover

Hur val resultaten fran samlingsprover 6verensstammer med medelvérdet for de individuella
prover som ingar i samlingsprovet studerades i en studie av Rinaldi et al. (2014). | studien
undersoktes trackprover fran 10 stycken naturligt infekterade farbesattningar. | varje besattning
togs 20 individuella trackprover som analyserades dels var for sig, dels i pooler bestaende av
track fran 5, 10 eller 20 slumpvis utvalda individer. Proverna analyserades bade med McMaster-
metoden och med hjalp av Mini-Flotac. Antalet parasitagg per gram track fran de olika
samlingsproverna jamfordes sedan med medelvarden for de individuella data som ingick i
samlingsprovet for respektive grupper. Resultaten visade pa en hoggradig korrelation (r > 0,94)
mellan epg-vardena for samlingsproverna och for medelvérdet hos de individuella prover som
ingick i samlingsproverna.

Metodens kanslighet

Eftersom &ggen i en delméngd av ett trackprov sannolikt inte &r jamnt fordelade kan man anta
att precision hos metoden ¢kar ju fler McMaster-celler som raknas. | férlangningen innebar
detta att man vid McMaster-rakning inte kan rakna med att fa exakt samma resultat nar samma
mangd track ur ett och samma prov undersoks vid flera tillfallen. Att utoka antalet McMaster-
rékningar per prov dr ett av flera satt som Okar sensitiviteten i avlasningen. Samtidigt okar
arbetsinsatsen ju fler kammare som fylls och maste undersokas fran samma prov. Det finns
alltsa en avvagning mellan hur stor arbetsinsats man vill lagga i férhallande till precisionen hos
provsvaret (Morgan et al., 2005).

I en studie av Hood et al. (2006) gjordes en matematisk modell fér att kunna berékna hur
mycket kansligheten i avlasningen 6kar genom att utoka antalet avlasningar. Enligt forfattarna
var utfallet acceptabelt nar dggen raknades i fyra celler, det vill saga i tva McMaster-kammare,
detta eftersom den procentuella 6kningen av tillforlitlighet i resultatet 6kade med varje enskild
extra rakning. Néar de individuella trackproverna i flocken hade en hég grad av aggregation sags
relativt sett en minskad vinst av att rakna fler kammare fran samlingsproverna. Detta beroende
pa att variationen i aggutskiljning mellan olika individer bidrog mer till att resultaten varierade,
snarare &n att spridningen av parasitdgg i samma individuella trackprov.

| detta sammanhang ar det dock viktigt att komma ihag att precisionen dven paverkas av
metodens dynamiska omfang. Det ar sannolikt ingen tillfallighet att man valt att lagga sig pa
en precision av 50 epg nar man raknar maskagg i trackprover fran far enligt McMastermetodens
grundutférande.



MATERIAL OCH METODER
Provmaterial

Provmaterial i form av fartrack samlades in under hdsten 2017 pa tva olika satt. Den forsta
insamlingen (omgang 1) bestod av 60 stycken individuella trackprover fran olika beséattningar
som hade skickat in individprover for parasitologisk undersokning till Vidilab i Enkdping.
Provmaterialet kom fran tackor, lamm och baggar i olika aldrar och fran olika delar av landet,
men anvandes i den efterfoljande analysen for att efterlikna en besattning med en hog
aggutskiljning. Fran varje besattning fanns track fran minst tre stycken individer. Endast prover
som vagde 6ver 13 gram ingick i forsoket.

Den andra insamlingen (omgang 2) skedde fran en minde hobbybeséttning belagen i Uppland
som bestod av 56 tackor och arslamm. Djuren var mellan fem manader och nio ar gamla och
av raserna Roslagsfar och Gotlandsfar, samt blandraser i olika kombinationer mellan raserna
Suffolk och Texel. Tracken samlades in rektalt, detta for att sédkerstélla att den var farsk och
kom fran s& manga enskilda individer som mojligt. Endast prover som vagde 6ver 10 gram
ingick i forsoket. Totalt samlades en tillracklig mangd track fran 49 stycken individer.

Laboratorieanalys

Pa laboratoriet analyserades de individuella proverna forst var for sig med McMaster-teknik
enligt foljande: 3,0 + 0,20 g track véagdes upp och blandades med 42 ml vatten, darefter silades
proverna och centrifugerades i tre minuter pa 1500 rpm. Supernatanten sdgs bort med vattensug.
Efter att bottensatsen skakats om fylldes roret pa nytt med mattad koksaltlésning (densitet 1,20
g/l) som anvandes som flotationslésning. Proverna blandades darefter val och fordelades i en
McMaster-kammare med tva celler. Déarefter raknades antalet strongylida parasitiagg i bada
kamrarna i mikroskop. Antalet &gg som hittats i tva kammare multiplicerades med 100 och
dividerades med tva for att kunna uttryckas som EPG (4gg per gram track), bakgrunden kring
hur detta fungerar ses i rutan nedan:

Kéansligheten vid McMasteranalys

Vid McMasteranalys anvénds 3 g track till 42 ml vatten och
spadningen av tracken blir saledes 1:15. Volymen av en
McMasterkammare &r 0,15 ml. Varje pavisat 4gg i en kammare
motsvarar darfor 100 dgg per gram track (epg).

Vid bestamning av antal epg i provet raknas aggen i tva kammare
multipliceras med 100 och delas med tva. (Hoglund, 2003)

Efter att de enskilda proverna undersokts individuellt, poolades proverna dels slumpmaéssigt,
dels beroende pa provresultat enligt i olika kombinationer med hjalp av Excel. Totalt fem
stycken pooler skapades per insamling, se figur 2.
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Figur 2. Flodesschema for trackprovsanalyserna.

“Pool 1” och “Pool 2” hade som syfte att efterlikna Gard & Djurhélsans provtagnings-
rekommendation och bestod av tva stycken grupper (replikat) som vardera bestod av tva
stycken samlingsprover med track fran tre stycken slumpvis utvalda individer i varje grupp. |
detta fall vagdes 1,0 +0,10 g track upp fran varje enskilt prov och forbereddes enligt ovan
namnda metod varefter tva stycken McMasterkammare, det vill saga fyra stycken celler lastes
av per samlingsprov, se figur 3.

(Sl Sl 5ol 5ol ball bl

%19 3 prover b b

Figur 3. Antal McMasterlasningar per individuellt prov och for ”’Pool 1 och ’Pool 2.

Data fran de individuella proverna sorterades i Excel med avseende pa stigande epg-varde
varefter nya pooler skapades, namligen: ”Lag” och “Hog” dar de 10 prover med hogst
respektive lagst epg-varde fick ingd. Aven en grupp med slumpmassigt utvalda prover skapades
och fick namnet “Slump”. | “Lag”, “H6g och “Slump” som utgjordes av prover fran Vidilab
anvandes 6,0 +0,2 g track fran varje individ som blandades till tre stycken samlingsprover & 60
g. | proverna fran omgang 2 (hobbybesattningen) anvandes 3,0 £0,1 g track vilket gav tre
stycken pooler & 30 g. Tracken blandades véal med en spatel i respektive pool varefter 3 g track
forbereddes pa samma satt som de individuella proverna (se ovan). Detta gjordes tre ganger
fran varje pool. Tva stycken McMasterceller per prov fylldes sedan och lastes av med avseende
pa antalet trichostrongylida dgg.
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Figur 4. Antal raknade Mcmasterceller per samlingsprov om 10 prover, det vill sdga poolerna ’Lag”,
”Hog™ och Slump™.

Undersdkning av artsammansattingen i larvkulturerna

Fran ”Lag” "Hog” och "Slump” fran omgang 1 sattes tva stycken larvkulturer vardera och fran
motsvarande pooler med track fran omgang 2 sattes en larvkultur per pool. Till detta anvandes
15-25 gram track per odling. Efter 10-12 dagar i rumstemperatur skordades larverna varefter
den procentuella andelen av de tre viktigaste mag- och tarmparasiterna hos far under svenska
forhallanden (H. contortus, T. circumcincta och Trichostrongylus spp) undersoktes med hjalp
av droplet digital (dd)PCR, en metod som pa manga vis liknar realtids-(q)PCR och som
oversiktligt gar till enligt foljande:

1)

2)

3)

4)

Extraktion och rening av DNA/RNA

Tillverkning av droppar dar provet fordelas i upp till cirka 20,000 lika stora droppar
med olika kombinationer av primer och prober; en universell plus en for varje art (se
ovan).

PCR-amplifiering genom att provet stoppas i en sa kallad "thermal cycler”. De sokta
malsekvenserna amplifieras och binder till specifika prober som finns tillsatta till en sa
kallad Master-mix.

Droppavlasning. Detta sker i ett detektionssystem som har mojlighet att detektera tva
olika fluorescensfarger (FAM och HEX). Varje droppe som innehaller den sokta DNA-
sekvensen kommer orsaka en fluorescerande signal och anges som positiv for
malsekvensen. Droppar som inte innehaller den sokta sekvensen avger daremot inget
fluorescerande ljus. Dessa droppar anges som “negativa” for den sokta malsekvensen.
(Biorad, 2017)

| reaktionen anvénds sa kallade “forward” och "reverse” primers och som alltsa &r specifika for
de olika malsekvenserna. Utover detta anvands hydroliseringsprober, som har en
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fluoroscerande molekyl sa kallad "reporter” i ena dnden och en sa kallad "quencher” i andra
anden. Dessa fungerar kortfattat pa sa satt att quenchern "tystar” fluorescensen som reportern
utsondrar nar proben &r i intakt l&ge. Vid amplifiering binder proben in till den sokta sekvensen
och reportern klyvs bort frdn quenchern vilket resulterar i en fluorescerande signal som
registreras av en detektor. Eftersom denna reaktion sker i varje droppe ar vissa droppar positiva
och andra negativa for den sokta sekvensen. Pa grund av detta ar det mojligt att rakna ut en sa
kallad "fractional abundance”, det vill sdga hur stor andel av hela provet som innehaller den
sOkta sekvensen (Biorad, 2017).

| just detta fall anvandes DNA som extraherades ur larvkulturerna fran de olika poolerna som
provmaterial. En metod utformad av HOglund et al. (2017), dé&r totalt fyra stycken kombina-
tioner av primers och prober som var inriktade pa detektion av regionen internal transcribed
spacer regionen (ITS2). De sekvenser som kvantifierades var dels en nukleotidsekvens som &r
gemensam hos alla trichostrongylida nematodarter, dels andra unika nukleotidsekvenser som
varierar mellan de olika arterna och dar de primers och prober som anvéandes var inriktade pa
nukleotidsekvenser som var specifika for respektive art (antingen H. contortus, T. circumcincta
eller Trichostrongylus spp). De reporters som anvandes kallas for HEX och FAM.

ITS2

HEX a FAM Qi
Forward
T

Sekvens Sekvens —

1 2 Reverse

Figur 5. DdPCR. Sekvens 1 motsvarar en sekvens som &r identisk hos alla trichostrongylida
nematoder. Sekvens 2 varierar mellan arter och i detta fall anvandes prober och primrar som var
spefifika for antingen Haemonchus contortus, Teladorsagia circumsincta eller Trtichostrongylus. Q1
representerar quenchrarna och HEX och FAM de reporters som anvandes.

Bearbetning av data

Databearbetningen av &dggrékningarna gjordes i Microsoft Excel 2010. Medelvarde och
standardavvikelse med avseende pa epg beraknades for de enskilda proverna fran provomgang
1 och provomgang 2. De individuella proverna éverfordes sedan till ett histogram sa att
fordelningen av epg skulle tydliggoras i de olika provomgangarna.

For att undersoka sambandet mellan epg-varden fran poolade data och medelvardet for
individerna i samlingsprovet anvandes Pearsons korrelationskoefficient som raknades ut i Excel
2010.
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For att undersoka i vilken grad antalet individer som provtas paverkar provsvarets precision nar
man vill uppskatta smittlaget i en beséttning i1 stort anvandes en slags resamplingmetod som
kallas Bootstrap. Detta ar en datorbaserad metod som gjordes i statistikprogrammet R 3.4.0.
Principen for anvandandet av denna metod bestod i att epg-vardena fran de i individuella
trackproverna i de tva provomgangarna anvandes for att skapa fingerade datauppsattningar for
varje  mojligt antal individer som kan inga i ett samlingsprov. Ett antal olika
samlingsprovstorlekar (det vill sdga med olika antal ingdende individprover) valdes ut. | detta
fall sattes individantalet till n=1-10 och n=15, 20, 25, 30, 35 och 40. For varje individantal i ett
samlingsprov slumpades déarefter 10 000 stycken datauppsattningar med ursprung ur de
individuella proverna i de tva provomgangarna. Vid utférandet av metoden kunde inga prover
aterkomma mer dn en gang i ett och samma fingerade poolade samlingsprov, detta for att
efterlikna en riktig provtagningssituation sa val som mojligt.

For att askadliggora sannolikheten att fa ett specifikt provsvar vid undersokning av poolade
samlingsprover gjordes dven ett histogram for resultat vid provtagning av tre bestdmda
individantal, (6, 10 och 30 individer) for resamplade data fran besattningen. Aven denna del
gjordes i programmet R 3.4.0.

RESULTAT
Forekomst och férdelning av nematodagg i provmaterialet

Fran hobbybeséattningen insamlades 49 enskilda trackprover och i proverna fran Vidilab ingick
totalt 60 individuella prover. Aggurskiljningen varierade stort mellan olika individer och de
undersokta provgrupperna (figur 6). Medelantalet nematodagg var signifikant hogre i proverna
fran Vidilab an i beséattningsproverna fran omgang 2. | hobbybesattningen varierade
aggurskiljningen mellan 0 och 1600 epg med ett aritmetiskt medelvéarde pa 191 epg och en
standardavvikelse pd +305 epg. Aggutskiljningen i proverna fran Vidilab varierade mellan 0 —
15800 epg, med ett aritmetiskt medelvarde pa 1302 epg och standardavvikelsen +2474 epg.
Som framgar i figur 6 dr bada provsamlingarna skevt fordelade eller klumpade med k=0,28 i
proverna fran Vidilab och k=0,39 i hobbybesattningen.
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Figur 6. Utskiljning av trichostrongylida agg i de individuella proverna fran besattningen (6a) och i
proverna fran Vidilab (6b).

Artsammanséttningen

De nematoder som ingick i artbestamningen med ddPCR var H. contortus, Trichostrongylus
spp. och T. circumcincta, som tillsammans utgjorde mellan 21 och 70 % i de olika
larvkulturerna (tabell 1). Som synes i tabell 1 fanns det dven andra strongylider i proverna.
Detta eftersom alla samlingsproverna inneh6ll nagon art utéver de tre undersokta. Den totala
nematodforekomsten bestod alltsa av en eller fler arter an de tre som pavisades med ddPCR. |
samtliga prover utom ett ("Vidilab h6g”) var T. circumcincta den dominerande arten.
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Tabell 1. Artsammanséttning i larvkulturerna

Art
Prov Haemonchus T.elador.sagia Trichostrongylus Totalt
contortus circumcincta Spp.
Besattningen
"Lag” 0% 11 % 10 % 21 %
"Hog” 16 % 24 % 23 % 63 %
"Slump” 0% 57 % 24 % 81 %
Vidilab
"Lag” 13 % 33 % 24 % 70 %
"Hog” 22 % 6 % 26 % 54 %
"Slump” 7% 17 % 17 % 41 %

Undersotkning av poolade samlingsprover

Resultaten av undersokning av poolade samlingsprover ses i tabell 2 och 3. | totalt tre av
beredningarna som bestod av tre prover fran besattningen blev resultatet 0 epg

Tabell 2. Resultat fran samlingsprover fran besattningen

Medel Antal Antal avlasta Spridning
Prov epg beredningar kammare epg
"Pool 1a” 25 2 4 0-50
"Pool 1b” 0 2 4 0-0
"Pool 2a” 50 2 4 0-100
"Pool 2b” 75 2 4 50-100
"Lag” 17 3 6 0-50
"H6g” 434 3 6 400-500

"Slump” 417 3 6 300-500
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Tabell 3. Resultat fran samlingsproverna fran Vidilab

Prov Medel Antal _ Antal avlasta Spridning
epg beredningar kammare epg
"Pool 1a” 2345 2 4 2300-2450
"Pool 1b” 250 2 4 250-700
"Pool 2a” 550 2 4 400-700
"Pool 2b” 1475 2 4 1350-1650
"Lag” 50 3 6 0-50
"Ho6g” 5440 3 6 5450-7400
"Slump” 1167 3 6 750-1500

Overrensstammelse mellan samlingsprover och individuella prover

De poolade proverna a 3 och tio individuella prover korrelerade i htg grad med medelvardet
for aggutskiljning i de individuella trackproverna (figur 7), pearsons korrelationskoefficient:
0,849. Samtidigt ses att precisionen minskar ju fler dgg som fanns i provet.
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Figur 7. Overrensstammelse mellan samlingsprover och individuella trackprovsanalyser. Bl& punkter
representerar pooler om tre stycken slumpade individuella trackprover och rdda punkter representerar
pooler om 10 stycken slumpvis utvalda trackprover. Gra diagonal linje representerar ekvivalenslinjen

(x=y).
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Individantalets betydelse for provsvaret

Bade i provomgang 1 och 2 undersoktes hur antalet individuella prover som ingar i ett
samlingsprov paverkar provresultatet. Detta gjordes genom att individdata slumpvis re-
samplades fran de olika provtagningsomgangarna med Bootstrapping. Analysen upprepades
10 000 ganger med olika individantal for att efterlikna resultaten i samlingsprover (n=1-10 och
n=15, 20, 25, 30, 35 och 40). | de fall flera individer valdes ut kunde ingen individ aterkomma
flera ganger i resultaten fran den poolade gruppen (det vill sdga undersékningen gjordes utan
replacement). Resultatet syns i figur 8a och 8b.
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Figur 8. Resampling av individuella trackprover fran besattningen (8a) och fran Vidilab (8b) till pooler
innehallandes olika antal individprover. Horisontella linjer i varje box (lada) i diagramet visar
medianen (tjocka linjen), samt ovre och undre kvartilen. Max- och minvardena (morrharen)
representerar det 95 % konfidensintervallet, det vill sdga skattningen av den osékerhet som togs fram
med hjalp av stickprovsdata. Kortfattat kan man saga att sannolikheten ar 50 % att man far ett resultat
som befinner sig i ladan och att sannolikheten &r 95 % att man hamnar inom max-och minvérdena vid
undersokning av n antal individer som syns pa x-axeln. Som framgar av i figurerna far man alltsa en
gradvis 6kad precision genom att samla fler prover.
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Figur 9. Frekvensfordelning av resultat vid undersokning av 6 prover(9a), 10 prover(9b) och 30
individer (9c). Som syns i bilderna blir spridningen mer normalférdelad nar man okar antalet tagna
prover.

18



DISKUSSION

Resultatet i den har studien visade att ett fatal individer i bada grupperna utskilde stora mangder
agg, medan majoriteten av individerna uppvisade laga epg-varden. Spridningen i aggutskiljning
mellan olika individer i de undersokta grupperna var alltsa relativt stor. Detta avspeglas i k-
vardena som var 0,28 (Vidilab) respektive 0,39 (Besattningen), vilket talar for att dggutskilj-
ningen var aggregerad i bada grupperna. Detta stimmer val éverens med observationer som
gjorts i andra studier av andra forfattare.

DdPCR-analysen visade pa forekomst av H. contortus bade i besattningen och i proverna fran
Vidilab. Trots att det bevisligen férekom H. contortus i hobbybeséttningen syntes detta bara i
poolen "HGAg” och inte i de andra poolerna. Denna ytterst patogena parasit detekterades alltsa
bara vid undersokning i ett av de tre samlingsproverna, detta trots att det bevisligen fanns
forekomst av den i besattningen. Detta understryker vikten av att prover samlas in fran ratt djur
nar man undersoker ett delantal av djuren i den totala besattningen. Den totala procentuella
forekomsten av de tre undersokta arterna var aldrig hogre &n 81 % vilket visar att det fanns fler
trichostrongylida nematodarter i proverna an de arter som ingar i ddPCR analysen. Detta var
tydligast i poolen fran besattningen som bestod av prover med laga egp-varden, dér endast 21
% av nematodarterna utgjordes av nagon av de tre undersokta arterna. Vilken eller vilka 6vriga
arter det ar fragan om kraver dock ytterligare undersokning.

Resultaten fran samlingsproverna bestaende av 3 eller 10 prover visade pa en stark korrelation
med medelvardena for de ingaende individuella proverna (r=0,85). Detta visar pa att
samlingsproverna speglar de enskilda proverna val. De korrelationer som vi sag i denna studie
var dock inte lika starka som i den av Rinaldi et al. (2014) dar samlingsprover fran 5 eller 10
och individprover analyserades. En viktig skillnad mellan denna studie och den som utfoérdes
av Rinaldi et al. (2014) &r att den senare inneholl prover bade fran 5, 10 och 15 prover. | min
studie undersoktes endast atta samlingsprover som bestod av tre individuella prover och endast
tva stycken prover som innehdll 10 prover, ndgot som mojligtvis kan forklara varfor en lagre
korrelation uppmattes i denna studie.

Den hér studien stodjer tidigare resultat som visats av Hood et al. (2006) och Morgan et al.
(2005), namligen att precisionen i det antal maskdgg som hittas vid undersékning av poolade
samlingsprover 6kar med det antal individer som provtas. Detta géllde bade for proverna fran
besattningen och de som analyserades fran Vidilab. Risken for att fa ett missvisande resultat av
aggutskiljningen i flocken, som representeras av sa kallade “outliers” i bootstrapdiagrammet,
minskar mest vid 6kning av individantal nar dessa ar relativt fa (n=1-9).

Enligt resultaten fran hobbybesattningen minskar risken for att fa ett resultat pa 1000 epg (en
overskattning av 810 epg fran medelvardet i gruppen) nér individantalet som provtas ar fler dn
fyra individer. Vid undersokning av sex trackprover i besattningen hade det i just detta fall
funnits en risk pa ca 25 % att fa ett resultat pa under 100 epg. Vid undersokning av 10 individer
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hade risken att fa ett resultat pa mindre &n 100 epg varit ca 15 %. Detta syns dven i resultaten
fran de McMasterundersokningar som utférdes med poolad track fran tre djur, vilken ju &r i
enlighet med Gard och Djurhéalsans rekommendation.

En svaghet i den har studien &r att det provmaterial som kom fran Vidilab inte kom fran en
specifik besattning. Detta innebar i forlangningen att proverna eventuellt inte kan anvéandas fullt
ut som modell for hur aggutskiljningen ser ut pa besattningsniva. En annan svaghet vad galler
provmaterialet &r att totalt sju individer i hobbybesattningen inte provtogs da de antingen smet
ur hanteringsfallan eller hade for lite track i ampullen for att den skulle kunna réacka till
efterféljande analyser.

I framtiden vore det intressant att underséka minst 40 individer i fler besattningar med olika
stor aggutskiljning pa flockniva. Det vore aven intressant att undersoka hur ett riktat
provtagningsprotokoll skulle kunna paverka provresultatet. Ett exempel pa vad som skulle
kunna inga i ett sadant &r att man skulle kunna undersoka ett visst antal individer ur varje
alderskategori och se hur det paverkar utfallet jamfort med ett slumpmaéssigt urval av individer
for trackprovstagning.

Enligt tidigare studier paverkas precisionen vid undersékning av poolade trackprover av flera
faktorer (Hood et al. 2006; Morgan et al. 2005). Den faktor som tycks paverka resultatet i storst
omfattning &ar antalet individprover som ingar i samlingsproverna. Andra faktorer som kan
paverka det hela ar hur val tracken blandas, valet av analysmetod samt hur manga
undersokningar som gors av samma samlingsprov. | den hér studien undersoktes dessvérre inte
paverkan av antalet raknade celler i McMaster-kammaren.

Sammanfattningsvis understryker denna studie att samlingsprover i de allra flesta situationer
kan ersatta undersokning av trackprover fran flera enskilda djur. Det rader samtidigt ingen
tvekan om att precisionen hos provresultaten paverkas av flera olika faktorer varav antalet
undersokta individer i flocken tycks vara den allra viktigaste faktorn. Olika krav pa precisionen
hos undersokningsmetoden stélls dock i olika situationer. Om fragestallningen exempelvis ar
att ta reda pa om det finns forekomst av H. contortus i besattningen ar det extra viktigt provta
sa manga individer som mgjligt, detta for att man vill vara saker pa att man inte missar en
eventuell laggradig smitta i besattningen.
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