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SAMMANFATTNING

Sma blodmaskar, cyathostominer, ar en grupp av endoparasiter som férekommer hos sa gott
som alla hastar. Vanligtvis orsakar detta inte nagra symptom, men i vissa fall kan det leda till
kolik, avmagring, och diarréer, ibland med dodlig utgang. Blodmaskar har en direkt livscykel,
dar dggen kommer ut pa betet i tracken. Dar klacks de och utvecklas till L3-larver, som hésten
sedan far i sig nar den betar. Kontrollen av blodmaskar har hittills framst byggt pa administra-
tion av avmaskningsmedel, vilket resulterat i att resistens mot flera avmaskningsmedel pavisats.
Darfor undersoks nu metoder for att angripa de frilevande stadierna. Ett fatal tidigare studier
har visat att urea verkar hammande pa klackning och utveckling av bl.a. Trichostrongylus
colubriformis hos far och nematoder hos hast, samt minskad rorlighet hos L3-larver av
Haemonchus contortus. | detta arbete undersoks effekten av urea pa klackning och larvodling
av sma blodmaskar.

| forsok A undersoktes ureas effekt pad klackning, genom att en losning av framrenade
strongylidagg blandades med urealdsning till koncentrationer av 0 %, 6 %, 12 % respektive 18
% urea och inkuberades i 25 °C i tva dygn, innan antalet larver och oklackta dgg i respektive
brunn rdknades. Resultatet visar att andelen klackta &gg minskade med Okande ureakon-
centrationer. | kontrollerna klacktes i medeltal 76,5 % av dggen, att jamféra med 36,1 %, 24,8
% respektive 0,6 % klackning i 6 %, 12 % respektive 18 % urealdsningar.

| forsok B undersoktes ureas effekt pa larvodling. 50 g track blandades med 10 g vermikulit
och 50 ml vatska bestaende av kranvatten blandat med urea till koncentrationer pa 0 %, 6 %,
12 % respektive 18 %. Efter 12—14 dagars inkubation skordades och rdknades de L3-larver som
vandrat ut pa fatet. Inga L3-larver vandrade ut pa fatet vid skord fran odlingarna som var
exponerade for urea, att jamfora med i medeltal 81 789 L3-larver per odling i kontrollerna.

Dessa resultat ligger i linje med vad som tidigare pavisats. Urea hammar klackning av dgg samt
utveckling till larvstadie 3 in vitro. Forsoken utfordes dock med direkt exponering for urea
under konstant temperatur (25 °C respektive rumstemperatur) och i begransat luftutrymme. Det
skiljer sig darmed vasentligt fran forhallanden i falt, dar d4gg och tidiga larvstadier ligger
skyddade inuti trackhdgar, och véader och vind kan interferera med ureabehandlingen. Alltfor
hoga doser urea kan inte heller anvandas pa betet av miljoskal.



SUMMARY

Small strongyles are a group of parasites infecting nearly all grazing horses. Most horses do not
show any clinical signs of infection, but in some cases signs such as unthriftiness, colic, and/or
diarrhea, sometimes fatal, can be encountered. Strongyles have a direct life cycle where eggs
are shedded on pasture by infected horses, hatch, and develop to the infectious L3 larvae which
in their turn are ingested by the grazing horse.

The control of strongyles have been heavily relying on administration of anthelmintics.
However, resistance against several anthelmintic drugs is an emerging problem. Thus methods
targeting the free-living stages of strongyles are under investigation. A small number of studies
have found urea to inhibit egg hatching and larval development of Trichostrongylus
colubriformis in sheep and horse nematodes, and reduced motility in Haemonchus contortus
L3 larvae. This assay investigates the effect of urea on hatching and larval development of
small strongyles in the horse.

Trial A evaluated the effect of urea on egg hatching. Small strongyle eggs were mixed with tap
water and urea to concentrations of 0%, 6%, 12% and 18% urea, respectively. The number of
unhatched eggs and larvae were counted after a two-day incubation in 25 °C. The percentage
of hatched larvae declined from 76.5% in the controls to 36.1%, 24.8% and 0.6% in solutions
of 6%, 12% and 18% urea.

Trial B was a larval development assay. Samples consisted of 50 g horse manure, 10 ¢
vermiculite and 50 ml tap water mixed with urea to concentrations of 0%, 6%, 12% or 18%.
After a 12-14 day incubation L3 larvae were recovered and counted. In this assay, no L3 larvae
were recovered from any of the samples exposed to urea. Conversely, a mean of 81 789 larvae
were recovered from each control.

These results are in line with what has been shown in previous studies. Urea inhibits egg
hatching and larval development of small strongyles. These designs were conducted with direct
exposure to the eggs with urea in constant temperature (25 °C and room temperature,
respectively), and in containers with limited airflow. This composes a substantial disparity from
field conditions, where eggs and larvae are protected within heaps of manure and weather
conditions may interfere with urea treatment. It is also unknown whether a possibly effective
dose falls within the guidelines set to avoid over-fertilization.
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INLEDNING

Hastens vanligaste parasiter ar de sma blodmaskarna (sma strongylider). Dessa forekommer i
varierande grad i tarmen hos nastan alla hastar. Vanligtvis ger detta inga symptom, men vid
kraftig infektion kan drabbade hastar uppvisa nedsatt allméantillstand, avmagring, kolik och
diarré.

Blodmaskaggen klacks pa betet. Dar genomgar larverna sina forsta utvecklingsstadier innan de
uppnar det infektiosa L3-stadiet. Hasten smittas av L3-larver nar den betar pa infekterad
betesmark. L3-larver ar hardiga och kan 6vervintra pa betet.

Historiskt har kontrollen av blodmaskar till stor del byggt pa avmaskning av hastarna, vilket
har resulterat i att de sma blodmaskarna har utvecklat resistens mot flera avmaskningsmedel.
For att motverka ytterligare resistensutveckling behdver darfér andra metoder utvecklas for att
halla nere smittrycket. En tankbar sadan ar att angripa dgg och frilevande larvstadier pa betet.

Flera studier (Howell et al., 1999; Bennett, 2017; Cairns et al., 2017) har visat att kvévehaltiga
godningsmedel sasom urea har en negativ paverkan pa klackning och larvoverlevnad for
endoparasiter av flera djurslag. | detta arbete undersoks hur hastens sma blodmaskar paverkas
av exponering med urea in vitro.

Syftet ar att faststélla vilken koncentration av urea som kravs for att hdmma kléackning av
strongylida &gg, samt att underséka hur framodling till L3-larver péaverkas av olika
ureakoncentrationer. Detta skulle potentiellt kunna anvéandas for att minska parasitsmitta pa
betet, vilket i s& fall skulle ge ett minskat behov av avmaskningsmedel och darmed minskad
resistensutveckling.



LITTERATUROVERSIKT
Sma blodmaskar

Hastens sma blodmaskar, Cyathostominae, utgors av ett 50-tal arter varav tio ar allmant fore-
kommande. De sma blodmaskarna forekommer hos néstan alla hastar, men parasitbordan &r
ofta hogre hos unga hastar (SVA, 2018a). Det &r inte ovanligt att hitta mer an tio arter i en
enskild hast (ESCCAP, 2019). Sma blodmaskar tillhor familjen Strongylidae. Till denna familj
raknas aven de stora blodmaskarna, Strongylinae. Strongyliderna ingar i sin tur i stammen
nematoder, rundmaskar (Nielsen et al., 2013).

Livscykel

Blodmaskarna har en direkt livscykel, utan mellanvardar. Agg fran de kdnsmogna maskarna
kommer ut med tracken pa betet och klacks dar till L1-larver. Larverna utvecklas vidare till L2-
stadie och darefter till infektiosa L3-larver som hasten far i sig nar den betar (figur 1).

Sma blodmaskars L3-larver invaderar mucosan i framfor allt caecum och ventrala colon, dar de
encysteras och utvecklas till L4-larver. L4-larverna tar sig sedan ut i tarmlumen, dér de
utvecklas till fullvuxna maskar. Utvecklingen fran infekterande L3-larv till reproducerande
mask tar ca 5-6 veckor. Larverna kan dock dven ga in i ett vilostadium nér de kapslats in i
tarmvaggen (s.k. inhiberade larver) och kan forbli vilande i flera ar (Nielsen et al., 2013).

Figur 1. Livscykel for sma blodmaskar.

Klinisk betydelse

Infektion med liten blodmask ger i de flesta fall inga symptom. I de fall kliniska tecken ses ar
de ofta ospecifika i form av dalig tillvéxt, viktnedgang, nedsatt prestation, raggig pals och kolik
(Uhlinger, 1990; Peregrine et al., 2014; SVA, 2018a). Historiskt har sma blodmaskar ofta



forekommit i blandinfektion med de mer patogena stora blodmaskarna, vilket gjort de sma
blodmaskarnas bidrag till klinisk sjukdom svarbedémd (Love et al., 1999).

Ibland ses allvarlig sjukdom associerat till massuttrade av larver fran tarmmucosan (larval
cyathostominos). Larval cyathostominos kan visa sig som akut eller kronisk diarré, avmagring,
feber, och/eller ventrala 6dem, och har ibland dédlig utgang. | Europa ses denna akomma
framfor allt under varvintern, vanligast hos unga héastar (Love et al., 1999; Lyons et al., 2000).

Frilevande stadier

Utvecklingen av blodmasklarver pa betet paverkas av yttre omstandigheter. Klackning av agg
sker fran ca 8 °C och uppat men mest gynnsamt for klackning och utveckling ar temperaturer
runt 20-30 °C. Tiden for utveckling fran &gg till L3-larv kan under laboratorieméassiga forhal-
landen med konstant gynnsam temperatur vara sa kort som 48 timmar. Under faltmassiga
forhallanden liknande svensk sommar ar den dock ungefar 2-4 veckor (Rupasinghe &
Ogbourne, 1978; Mfitilodze & Hutchinson, 1987; Ramsey et al., 2004; Kuzmina et al., 2006).

L1- och L2-larver lever i trackhogen dar de ater organiskt material och bakterier. Nar larven
utvecklas till L3 behaller den kutikulan fran L2-stadiet och omsluts helt av denna (Reinemeyer,
1986). Den infektiosa L3-larvens extra kutikula skyddar larven fran uttorkning, men hindrar
den ocksa fran att dta (Nielsen et al., 2013). Till skillnad fran tidigare larvstadier gynnas L3-
larven av en lag temperatur. Det tros bero pa att larverna forbranner sina energidepaer snabbare
vid varmare temperaturer vilket ger en kortare dverlevnad. Fukt och regn underlattar for L3-
larven att vandra ut pa betet fran trackhdgen, men éverlevnaden av L3 ar god aven i patagligt
torra trackbollar. L3-larven &r ocksa talig mot frost och kan Gverleva vintern pa betet. Ett
skyddande snotdcke, konstant temperatur och skyddet av hela trackbollar & gynnsamt for
overlevnaden, medan fluktuationer mellan frost och tévader paverkar larverna negativt (Nielsen
et al., 2007).

Avmaskning och resistens

For avmaskning av hast anvands lakemedel av typerna benzimidazoler, pyrantel, samt
makrocykliska laktoner. Dock ar resistens mot benzimidazoler vanligt hos sma blodmaskar.
Resistens mot pyrantel har tidigare forekommit i USA dar pyrantel givits i foder, men pa senare
tid har en okad forekomst av pyrantelresistens hos sma blodmaskar rapporterats dven fran
Europa. Nagra studier tyder pa férekomst av resistens mot makrocykliska laktoner pa flera hall
i Europa (Geurden et al., 2014; Peregrine et al., 2014). | Sverige pavisade Lind et al. (2007)
resistens mot fenbendazol (benzimidazol) pa 72 % av undersokta gardar. | samma studie sags
aven i ett fatal fall nedsatt effekt av pyrantel. Ingen resistens mot ivermektin (makrocykliska
laktoner) kunde pavisas.

For att fordroja utvecklingen av resistens spelar parasiterna i refugium en viktig roll. Refugian
utgdrs av larver pa betet, encysterade larver som ej paverkas av avmaskningen, samt parasiter
I h&star som ej avmaskas. Parasiter som inte exponeras for anthelmintika selekteras inte heller
for resistens, och bidrar darmed till att bromsa resistensutvecklingen i en parasitpopulation (van
Wyk, 2001; Kaplan & Nielsen, 2010).

Malet med avmaskning mot sma blodmaskar &r inte att helt utrota dem. | stéllet stravar man
efter att halla smittrycket pa en lag niva. Olika hastar ar olika bendgna att urskilja mycket &gg
och darmed bidra till betessmitta. Det uppskattas att det ar 20 % av hastarna som star for 80—



90 % av aggutskiljningen. SVA rekommenderar att man tar trackprov varje var for att
identifiera och avmaska de hastar som utskiljer mer an 200 EPG (4gg per gram track) (SVA,
2018b; SVA, 2019). Genom att tillampa selektiv avmaskning och behandla de individer som
urskiljer mer &n 200 EPG kan den totala &ggurskiljningen i en grupp hdstar sdnkas med 96 %,
samtidigt som mer &n halften av hastarna inte alls exponeras for avmaskningsmedel (Kaplan &
Nielsen, 2010).

Da aggen fran de sma och de mer patogena stora blodmaskarna ej kan skiljas at morfologiskt
(figur 2) bor aven larvodling utféras. Om stor blodmask patraffas rekommenderas avmaskning,
oavsett méngd agg i tracken (SVA, 2018b).

Figur 2. Strongylida agg. Det gar ej att morfologiskt skilja pa agg fran stora och sma blodmaskar.

Alternativa atgarder

Forutom farmakologisk behandling av varddjuret kan blodmasksmittan dven hallas nere genom
att vidta atgarder mot de frilevande larvstadierna. Detta syftar till att halla smittrycket pa betet
lagt. En metod for detta &r att avlagsna dgg och tidiga larvstadier innan de hunnit migrera ut pa
betet genom att mocka beteshagarna. En studie av Corbett et al. (2014) visade en minskad
aggurskiljning i tracken hos asnor pa beten som mockades tva ganger i veckan jamfort med
omockat bete. Att smittrycket pa betet minskar av mockning bekréaftas av tva examensarbeten
(Thorolfsson Rainamo, 2018; Wilderoth, 2019). Dessa visade pa minskad forekomst av larver
pa beten som mockades tva ganger per vecka jamfort med beten som inte mockades.

SVA rekommenderar, forutom mockning av hagarna, att skilja pa sommar- och vinterhagar.
Tillrackligt stora arealer och tillrdckligt med bete minskar risken att hasten betar nara
trackhogar och darmed utsétts for parasiter. Unga héstar som ar extra kansliga ska helst slappas
pa beten med lag eller obefintlig parasitborda. Att lata betet vila fran hastar gor att parasiterna
hinner dé ut. Om mdjlighet finns ar det mest effektiva att Iata betet vila ett helt ar, men dven att
enbart lata betet vila under var och férsommar kan gora att manga av de parasiter som finns
kvar sedan foregaende sasong hinner forsvinna. Det gar ocksa att sam- eller vaxelbeta med



notkreatur eller far for att minska smittrycket fran respektive arts parasiter, samt fa ett battre
betesutnyttjande (SVA, 2018c).

En ny metod for att angripa 4gg och frilevande larvstadier ar att utnyttja parasitdoédande
mikrosvampar, till exempel Duddingtonia flagrans. Svampsporer kan ges oralt och ympas
darmed in i trackhdgarna. Da dessa mikrosvampar fangar och dodar nematodlarver pa betet
motverkar detta att de betande djuren aterinfekteras (Grgnvold et al., 1993; Hernandez et al.,
2016). Duddingtonia flagrans ar godkénd i Australien sedan 2018 (APVMA, 2018).

Kvéavegodsel och nematoder

Redan pa 1960-talet foreslog Cameron & Gibbs (1966) att kvavehaltiga godselmedel skulle
kunna paverka parasiter, efter ett forsok da lamm som gick pa godslad mark med hog djurtathet
hade mindre férekomst av Trichostrongylus ssp. jamfort med lamm pa ogddslad mark med
lagre djurtathet. | denna studie sags dock ingen effekt pa andra endoparasiter. Det framgar inte
av studien vilket/vilka gédningsmedel som anvants.

Howell et al. (1999) undersokte hur L3-larver av Haemonchus contortus paverkades av olika
kvéavekallor in vitro. | denna studie exponerades L3-larver under fyra timmar for urea,
ammoniumnitrat, kommersiell kvévehaltig flytgddsel, eller en kombination av urea och
ammoniumnitrat. Dessa hade alla en paverkan pa antalet orérliga larver; vid exponering med
koncentrationer av de olika medlen motsvarande 18 g N/100 ml sags 75,2-97,2 % orérliga
larver. 1 kontrollerna lag andelen orérliga larver pa 0,26-0,52 %.

Awven klackning av strongyliddgg kan paverkas av kvévehaltiga godselmedel. Cairns et al.
(2017) fann att klackningen av agg fran Trichostrongylus colubriformis hammades av bl.a. urea.
Effekten verkade vara oberoende av pH. Vidare studier av Bennett (2017) visade att liknande
effekt kunde ses pa nematoder fran flera djurslag (bl.a. hast). Har sags ocksa att klackning av
T. colubriformis hd&mmades i hdgre grad vid exponering for salt- eller sockerlésningar av
samma osmolalitet som 10 % urea. Den hdmmande effekten av exponering for urea verkade
vara tidsberoende och ej reversibel.



MATERIAL OCH METODER

Insamling av track

Till studien anvéandes farsk track fran tre hastar naturligt infekterade med sma blodmaskar.
Tracken samlades in fran box pd morgonen och anvandes samma dag. Forekomsten av
strongylida dgg hos var och en av de tre hastarna kontrollerades vid varje tillfalle enligt metod
beskriven nedan.

Réakning av agg

Forekomsten av dagg i tracken (EPG, agg per gram tréck) faststalldes genom att 3 g track
blandades med 42 ml kallt kranvatten. Blandningen filtrerades genom en sil med filterstorlek
150 um. Vétskan hélldes upp i flatbottnat rér som centrifugerades i 1500 RPM (revolutions per
minute) i 3 minuter. Supernatanten sogs bort. Roret fylldes sedan upp till tidigare vatskeniva
med mattad koksaltldsning. Efter noggrann blandning med pipett fylldes McMasterkammare
med vatskan for rékning av dgg (figur 3). Noggrannheten var 1 4gg motsvarande 50 EPG.

Figur 3. Rakning av agg enligt McMaster.

Framrening av &gg

Track finfordelades och blandades med vatten till flytande konsistens. Detta filtrerades i tva
omgangar, férst genom en sil med filterstorlek 1,4 mm, darefter genom 150 um. Den filtrerade
vatskan tappades upp pa 50 ml falconrér. Dessa centrifugerades sedan sa att 4ggen ansamlades
I botten av roret. Supernatanten ségs bort. Roren fylldes sedan upp med mattad koksaltlésning
och blandades noga. Darefter centrifugerades de igen sa att 4ggen flét upp till ytan. Forekomst
av agg i ytskiktet bekraftades i mikroskop. De 6versta 10 ml i varje provror fordes sedan Gver
till nya ror. Har blandades agglosningen med kranvatten i forhallandet 1:1. Ytterligare en



centrifugering utfordes. Supernatanten ségs bort sa att den agginnehallande bottensatsen samt
vatska upp till ca 5 ml aterstod i roren. Dessa sammanfordes sedan till ett ror. For att minska
salthalten i &gglosningen tvattades 4ggen genom att roret fylldes upp med kranvatten och centri-
fugerades. Déarefter sogs supernatanten bort och roret fylldes igen med nytt vatten. Totalt tvatta-
des aggen pa detta vis 3 ganger. Samtliga centrifugeringar skedde med 1500 RPM i 3 minuter.

Koncentrationen av dgg i l6sningen faststalldes genom att efter noggrann blandning av 16s-
ningen rakna aggforekomst i 3 droppar a 10 pl, varpa ett medelvérde raknades ut. Losningen
spaddes eller koncentrerades till en koncentration av 8-12 &gg per 10 pl.

Forsok A — Ureas effekt pa klackning av blodmaskéagg

Till detta forsok renades dgg fram enligt beskrivning ovan. Urea lostes i kranvatten till kon-
centrationerna 7,5 %, 15 %, samt 22,5 %. Dessa urealGsningar forvarades i kylskap under
forsokets gang. Kallt kranvatten anvandes som kontroll. I 12-brunnsplatta tillsattes 100 pl
agglosning samt 400 pl urealésning eller kontroll per brunn. Detta gav en total ureakon-
centration pd 0 %, 6 %, 12 % respektive 18 % i brunnarna. Plattan inkuberades 2 dygn i 25 °C.
Vid avlasning raknades antalet &gg respektive antalet larver och darmed klackningsratio per
brunn. Delvis klackta a4gg exkluderades. Detta forsok upprepades 4 ganger. Vid varje omgang
anvandes tva 12-brunnsplattor enligt figur 4 nedan. Detta gav totalt 24 brunnar per kon-
centration.

1 2 3 4 N

Figur 4. Agg blandades med olika urealésningar i en 12-brunnsplatta.

Forsok B — Ureas effekt pa larvodling

Tréck fran de tre hastarna blandades samman och finfordelades. Férekomsten av nematodégg
raknades 3 ganger enligt ovanstaende metod, och ett medelvarde raknades ut.

Dérefter sattes larvodlingar som fick inkubera i rumstemperatur i 12—14 dagar. Till varje odling
blandades 50 g track, 10 g vermikulit och 50 ml vétska. Som vétska anvéndes ureagranula 16st
i kranvatten till en koncentration av 6 %, 12 %, eller 18 %. Rent kranvatten anvandes som
kontroll. Odlingarna gjordes i plastburkar med lock. For att astadkomma ett visst luftutbyte
hade locken antingen hal, eller sattes pa glant. Vid varje forsok sattes burkarna med odlingarna
att inkubera i en fuktkammare i form av en plastback med ca 1-2 cm vatten pa botten samt lock
(figur 5).



Figur 5. Larvodlingar under inkubering i fuktkammare. P& denna bild &r locket avtaget.

Efter inkubering fylldes behallarna med larvodlingarna upp till bradden med ljummet
kranvatten, tacktes med glasfat och vandes upp och ner. Faten fylldes pa med 30 ml kranvatten.
Qdlingarna fick sedan sta ett dygn i rumstemperatur for att lata klackta larver migrera ut pa
faten (figur 6).

Figur 6. Odlingar forbereds for skord av larver.

Larver skordades genom att vatskan fran respektive fat pipetterades éver i 50 ml falconror (figur
7). Dessa centrifugerades i 1500 RPM under 3 minuter sa att larverna ansamlades i botten.
Supernatanten sogs bort till dess att 10-20 ml aterstod. Larverna i roret avdodades med 1-2
droppar jodl6sning. Innehallet i varje ror blandades sedan noga och Gverfordes till
McMasterkammare (150 pl) dar antal larver réknades. Antal skdrdade larver per odling
uppskattades genom féljande:



antal larver per 0,15 ml X antal ml i provroret
0,15

Antal larver per odling =

Figur 7. Vatska med skordade larver fran odlingarna.

Detta forsok upprepades 4 ganger. Vid varje omgang sattes 3 larvodlingar per koncentration.

Statistik

Statistik analyserades i Grafpad prism 8. Resultaten fran forsok A analyserades med one-way
ANOVA; Kruskal-Wallis test, linjar trend, Tukey's multiple comparisons test, samt Dunnett's
multiple comparisons test. Forsok B analyserades med one-way ANOVA; Kruskal-Wallis test,
linjar trend med Brown-Forsythe test och Bartlett's test, samt Dunn's multiple comparisons test.



RESULTAT

Hastarna som bidrog med track till studien urskilde under forsokets gang strongylida &gg i
nivaer varierande fran 200 EPG till 2300 EPG. Den sammanblandade tracken som anvandes till
saval framrening av dgg som larvodlingar inneholl 1733, 1267, 1583, respektive 1533 EPG vid
respektive replikation av forsoken.

Forsok A — Ureas effekt pa klackning av blodmaskéagg
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Figur 8. Kl&ckningsratio vid olika ureakoncentrationer jamfort med kontroll.

I detta forsok visas hur exponering for urea paverkar klackningsratio hos blodmaskaggen (figur
8). Kontrollerna uppvisade i medeltal en klackningsratio pa 76,5 %. |1 6 % ureal6sning sjonk
klackningsration till 36,1 %. Okande ureakoncentrationer pa 12 % och 18 % gav en klack-
ningsratio pa 24,8 % respektive 0,6 %. Tukey's multiple comparisons test visade signifikant
skillnad mellan samtliga grupper. Signifikansen for skillnaden mellan 6 % och 12 % var p =
0,0011, for skillnaden mellan 6vriga grupper var p <0,0001. Det ska hallas i atanke att forsoket
ej var blindat, vilket medfor risk for att konfirmationsbias paverkat resultatet i rakningen.

Vart att notera &r att merparten av de klackta larverna i kontrollerna levde och var mycket
aktiva. | 6 % urealdsning sags en mindre mangd levande larver, bade inuti 4gg och klackta. Vid
12 % och 18 % urealsning sags inga livstecken alls.

Antalet raknade dgg och larver per brunn varierade mellan 53-120, i medeltal 82. Som klackta
larver raknades levande och ddda strongylidlarver som fullstandigt lamnat &gget (figur 9).
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Figur 9. Levande (A) respektive dod, degenererad (B) strongylidlarv. Notera den karaktaristiska
svansen.

Som oklackta agg raknades 4gg med innehall, oavsett om innehallet i fraga var en degenererad
massa eller utvecklad larv. | nagra brunnar med 6 % urealdsning sags larver hoprullade éver en
storre yta an ett normalt strongylidagg. Inget aggskal kunde urskiljas runt dessa, men da de
rérde sig inom ett mycket begransat, aggformat utrymme raknades dessa anda som okléackta
agg (figur 10).

Figur 10. I (A) ses 3 oklackta agg. Det dvre agget innehaller en valutvecklad larv. | de tva nedre ser
innehallet degenererat ut med en del gasbubblor. (B) visar en larv med begrénsat rérelseutrymme,
troligtvis inuti ett 4gg.

Delvis klackta larver och synbart trasiga d4gg exkluderades helt. Ingen av dessa visade nagra
livstecken. Det gar inte att avgora huruvida dessa representerar d4gg som ej kunnat klackas
normalt, eller larver som dott da de exponerats for en ogynnsam miljo utanfor agget (figur 11).
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Figur 11. Delvis klackta larver och trasiga agg exkluderades fran resultatet.

Forsok B — Ureas effekt pa larvodling

| detta forsok uppskattas mangden larver som kléackts, utvecklats till L3-stadium och migrerat
ut pa glasfatet. Endast en grov uppskattning av antal larver per odling fas, da larverna raknas i
McMasterkammare (figur 12), men ej ligger i samma skarpeplan som kammarens begréns-
ningslinjer. Det medfor en viss godtycklighet i beddmningen av vilka larver som ligger inom
de 150 pl som berakningen baseras pa, samt en pataglig risk for att de larver som ligger mellan
tva falt raknas dubbelt eller inte alls.

Detta till trots sags en slaende skillnad mellan kontrollerna och de dvriga odlingarna; i medeltal
uppskattades en skord av 81 789 L3-larver fran varje kontroll. I larvodlingarna med tillskott av
6 %, 12 % och 18 % urealdsning skdrdades inga L3-larver alls (figur 13). Larverna som skorda-
des fran kontrollerna var mycket livliga. Inga stora blodmaskar identifierades.

Figur 12. Kontroll (A) jamfort med odling exponerad for urea (B).

12



150000

100000

antal larver

50000

0- T T T
Kontroll 6% 12% 18%

Figur 13. Diagram over skordade L3-larver i kontroll jamfort med odlingar exponerade for
urealdsningar.
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DISKUSSION

Syftet med detta arbete var att faststélla vilken koncentration av urea som krévs for att hdmma
klackning av héstens strongylida dgg, samt att undersoka hur framodling till L3-larver paverkas
av olika ureakoncentrationer. Det har gjorts genom tva delstudier som diskuteras nedan.

Forsok A

| forsok A ses en dosberoende hammande effekt pa klackning av strongylida agg vid exponering
for urea, dar en ureakoncentration pa 18 % nastan fullstandigt hammar klackningen. Det noteras
ocksa en skillnad i larvoverlevnad, dar larverna i kontrollerna generellt var mycket livliga. Ett
antal larver visar livstecken i 6 % ureal6sning, medan inget sadant kan ses i 12 % eller 18 %.
Utifran detta kan man tanka sig tva principiella verkningsmekanismer; antingen att dggen inte
klacks da dess invanare dott, eller att dggskalets strukturella egenskaper paverkats sa att klack-
ning férsvaras.

Observationerna av ett antal fullt utvecklade, rorliga larver som ser ut att befinna sig inuti 4gg
utan att kunna ta sig ur det kan indikera att urea atminstone delvis paverkar sjalva aggskalet.
Detta observerades enbart i ett fatal av 6 %-brunnarna, och ar saledes ett alldeles for litet under-
lag for att dra nagra sékra slutsatser. Liknande observationer gjordes dock av Bennett (2017)
som beskriver forekomsten av utvecklade larver inuti de oklackta &ggen vid 2 % och 5 % urea,
men sjunkande med 6kande ureanivaer.

| forsoket av Bennett (2017) med nematodagg fran hast uppvisades genomgaende en hogre
klackningsratio an i forsok A. Exponering for 2 % och 5 % urealdsning skiljde sig i detta forsok
inte fran kontrollen (89 % klackning). Vid exponering for 10 % respektive 20 % sjonk klack-
ningsration till 42 % respektive 16 %. Detta ska jamforas med att exponering for 18 % urea i
forsok A gav en klackningsratio pa endast 0,6 %. Det ar mojligt att skillnader i framrening och
tvattning av aggen paverkat klackningsdugligheten, dar Bennett (2017) efter flotation i mattad
saltlosning skoljde aggen under rinnande vatten i 20 minuter. Det ar ocksd mojligt att
artsammansattningen i forsoken skiljer sig at, da identifikation pa artniva av sma blodmaskar
ej utforts och larvskorden i Bennetts forsok forutom Cyathostomum spp dessutom pavisade 15,6
% Strongoloides westeri.

Forsok B

| forsok B pavisas enbart de larver som under 12-14 dagar klackts, utvecklats till L3 och
forflyttat sig ut pa fatet dar de skordas. Har ses att dven en sa lag koncentration som 6 %
urealésning utblandad i lika méngd track fullstandigt forhindrar skérd av L3-larver. Detta ska
jamféras med forsok A, dar 36 % av dggen klacktes i 6 % urealdsning. Flera av de klackta
larverna var vid liv i 6 %-l6sningen da forsok A avlastes efter tva dygn. Det ar darfor intressant
att inte en enda L3-larv kunde skordas vid de exponerade odlingarna i forsok B. Detta trots att
den totala ureakoncentrationen i odlingen var markant lagre an i forsok A, da urealésningen i
varje given koncentration har blandas med track och vermiculit.

Detta kan tolkas som att ureas effekt pa larver ar tidsberoende. Larven utvecklas i 4gget, klacks
och kan vara vid liv ndr forsok A lases av, men Overlever inte de 12—-14 dagar som anvéandes
vid odlingarna. En annan majlig tolkning ar att det aven ar andra utvecklingssteg, dvs. fran L1
till L2 eller fran L2 till L3, som hammas. Utifran detta forsck kan det inte avgdras hur stor, om
nagon, effekt urea har pa de senare larvstadierna.
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Kan detta tillampas i praktiken?

Huruvida applikation av urea pa betet kan begransa blodmasksmitta i praktiken kan inte
besvaras i detta arbete. | forsok A och B utsattes dggen for direktkontakt med urea, da urea-
I6sningarna blandades noga med &gglosning respektive finfordelad track. Bennett (2017)
studerade dock topikal applicering av urealésning, sprayad 6ver 250 g homogeniserad hésttrack
spridd éver en 30x21 cm bricka. | denna studie sags att vid applicering av 200 kg N/ha eller
mer sjonk antalet skdrdade larver med 6ver 99 %. Detta motsvarar 2,75 g urea per 250 g track,
en betydligt lagre dos &n i larvodlingarna i forsok B. Dar var lagsta dosen 50 ml 6 % urealGsning
per 50 g track, vilket motsvarar 3 g urea per 50 g track. | samma studie sags dock att applikation
av en lag dos urea, motsvarande 40 kg N/ha, gav upphov till en signifikant 6kning av antalet
skordade larver. Mekanismerna bakom detta ar inte kanda, men forfattaren foreslar att en lag
dos kvave skulle kunna verka som proteinkélla for nematoder och mikroorganismer och pa sa
vis gora klimatet i odlingen mer gynnsamt (Bennett, 2017).

In vitro-forsok med finférdelad track kan dock ej direkt jamforas med agg och larver som ligger
skyddade inuti intakta trackhogar. Trackbollar foreslas kunna fungera som reservoar och
intermittent slappa ut L3-larver pa betet (Nielsen et al., 2007). Foljaktligen bor ett medel for att
begransa betessmitta kunna avddda/inaktivera L3-larver, och/eller tranga in i tracken for att dar
paverka de annu ej klackta aggen och tidiga larvstadier. | forsok B kan effekten av urea pa redan
utvecklade L3-larver inte avgdras. Ett par studier tyder dock pa att urea skulle kunna fungera
aven sett till dessa aspekter; L3-larver av. Haemonchus contortus har visats paverkas negativt
av kvavehaltiga godselmedel (Howell et al., 1999), och trackpellets fran far som behandlats
topikalt med 200 I/ha Flow-fert N (20 % urea) uppvisade en minskning av antalet skdrdade
Trichostrongylus colubriformis-larver med 97 % (Cairns et al., 2017). A andra sidan fann
Cabaret & Mangeon (1994) ingen effekt alls av urea vid applikation av 300 kg/ha pa L3-larver
av Teladorsagia circumcincta.

| forsoken av Cairns et al. (2017), liksom hos Bennett (2017) och denna underséknings forsok
B, har dock inkubationen av track skett i nagon typ av behallare med begréansat luftutbyte. Detta
innebar att den ammoniak som bildas fran tillsatt urea kvarhalls, och luftmiljon som omger
larvodlingen far darmed mycket hogre koncentration av ammoniak &n vad som kan forvantas
vid spridning av urea pa betesmarker i det fria. Hur stor inverkan luftmiljon har pa den
uppvisade reduktionen av skoérdade larver &r inte kant.

En annan pataglig skillnad mellan dessa in vitro-forsok och tillampning i félt &r temperatur.
Larvodlingarna i forsok B inkuberades i rumstemperatur (ca 20 °C) medan Cairns et al. (2017)
och Bennett (2017) inkuberade sina odlingar i 26 °C. Detta ska jamforas med att meteorologisk
sommar i Sverige infaller da dygnsmedeltemperaturen varaktigt ar éver 10 °C (SMHI, 2019).
Att temperatur spelar roll for ammoniakbaserad inaktivering av Ascaris suum-agg sag Nordin
et al. (2009). | denna studie forkortades tiden for inaktivering av &dgg fem ganger vid en
temperatur av 34 °C jamfort med 24 °C i avforing behandlad med urea, vid samma ammoniak-
halt och pH. | de obehandlade kontrollerna inaktiverades endast 7 % av &ggen vid den hogre
temperaturen. Temperaturens paverkan foreslas har bero pa att aggskalets lipidlager blir mer
genomslappligt vid hogre temperaturer (Wharton, 1980).

Skillnader i temperatur innebér alltsa ytterligare en faktor som kan bidra till att effekten som
pavisats in vitro inte kan anses representativ for faltméassiga forhallanden. Det foreligger ocksa
en risk att regn spéder ut eller skdljer bort behandlingen vid applikation av urea i falt.
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Potentiella bieffekter

Vid kvavegivor hogre &n optimum for grodan okar urlakningen (Jordbruksverket, 2018).
Kvavenedfall leder till férsurning och 6vergddning, vilket skadar véxt- och djurliv samt hotar
den biologiska mangfalden (Naturvardsverket, 2019). Det ar darfor inte lampligt att sprida mer
kvéavehaltiga gédningsmedel an vad véxtligheten pa platsen faktiskt kan utnyttja. For betesvall
rekommenderar Jordbruksverket 0-35 kg N/ha och avbetning, beroende pd sammanséttning av
vaxtlighet pa vallen. Total kvavegiva pa betet ska helst inte éverstiga 150 kg N/ha och ar
(Jordbruksverket, 2018). Detta ska jamfdras med att Bennett (2017) fann att behandling med
40 kg N/ha 6kade skorden av larver fran hasttrack, medan 200 kg N/ha nastan helt tillintetgjorde
den. Forsok B var inte utformat for att undersdka kg N/ha, men l&gsta dosen urea per gram track
var hogre an i Bennetts forsok med 200 kg N/ha. Detta innebér att aven den lagsta dos som
visats ha god effekt pa hastens strongylider in vitro ligger 6ver Jordbruksverkets rekommen-
dationer for arlig godsling av betesmark. Det &r dock inte omdjligt att effektiv hamning av
larvutveckling kan uppnas med doser under 150 kg N/ha; detta ar inte tillrackligt undersokt.

En ytterligare aspekt att ha i tanke vid eventuell implementering av ureabehandling pa bete ar
refugians paverkan pa utvecklingen av anthelmintikaresistens. Syftet med behandlingen &r att
minska parasitbordan pa betet genom att angripa de frilevande stadierna, vilket darmed minskar
antalet larver i refugium. Nielsen et al. (2007) menar att avmaskning bor undvikas vid
tidpunkter da refugian ar liten, for att minska selektionen for resistenta gener i parasitpopula-
tionen. Foljaktligen kraver tidpunkterna for eventuell behandling med urea respektive anthel-
mintika viss eftertanke, om dessa i framtiden ska kombineras.

Konklusion

Exponering for urea har visats ha en hammande effekt pa klackning och utveckling av
strongylidlarver in vitro. Exponering for 6 % urealdsning ger en signifikant reduktion av antalet
klackta &gg, och i 18 % urealtsning klacktes endast 0,6 % av dggen. Vid larvodling skordades
inga larver alls fran odlingar exponerade fér urea. Manga fragetecken aterstar dock att réta ut
innan vi vet om betesbehandling med urea &r tillampbart i det férebyggande arbetet mot
parasiter. Foljaktligen kravs vidare studier i falt for att ta reda pa effekten av urea a) vid topikal
applicering pa trackhdgar, b) i icke slutna utrymmen, c) pa de L3-larver som redan vandrat ut
pa betet vid applicering, och d) vid varierande temperatur och véderlek. Det maste ocksa
faststallas om en eventuell verksam dos &r férenlig med god miljohansyn.
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POPULARVETENSKAPLIG SAMMANFATTNING

Hastens sma blodmaskar ar en grupp mycket vanliga parasiter som ibland orsakar problem for
hastens hélsa. | detta arbete undersoks hur behandling med urea paverkar klackning och
utveckling av de frilevande larvstadierna.

Sma blodmaskar

Sma blodmaskar &r hastens vanligaste parasiter, och sa gott som alla betande héstar bar pa dessa
i varierande grad. Smittan sprids pa betet genom att &gg kommer ut i avforingen fran infekterade
héstar. Nar aggen klackts utvecklas larverna pa betet i flera stadier, som kallas for L1, L2 och
L3. L3 &r det stadie som infekterar den betande hasten. Utvecklingen fran &gg till L3-larv
gynnas av varme, och om det ar for kallt klacks &ggen inte alls. Vid normal sommartemperatur
tar utvecklingen ca 24 veckor. Nar larven val utvecklats till L3-stadiet klarar den bade torka
och kyla, och kan éverleva en hel vinter pa betet.

Né&r L3-larven étits upp av hasten kapslar den in sig i grovtarmens végg, dér den utvecklas
vidare till L4-larv. Denna utveckling tar vanligtvis nagra veckor, men det &r ocksa majligt for
larverna att ga in i ett vilostadie och stanna i tarmvéggen i flera ar. Larverna tar sig sedan ut i
tarmen igen och utvecklas till fullvuxna maskar som lagger nya dgg. Vanligtvis orsakar
infektion med liten blodmask inte nagra symptom, men i vissa fall kan det leda till kolik,
avmagring, och diarréer, ibland med dodlig utgang. Allvarliga diarréer upptrader framfor allt i
samband med att manga L4-larver tar sig ut ur tarmvéaggen samtidigt. Detta kallas larval
cyathostominos, och ses framfor allt hos unga hastar pa varvintern.

Hur minskar vi smittan?

Historiskt har kontrollen av sma blodmaskar framst byggt pa anvandning av avmasknings-
medel. Detta har dock inneburit att resistens mot flera avmaskningsmedel uppstatt hos de sma
blodmaskarna. For att bromsa resistensutvecklingen ar det viktigt att inte avmaska i ontdan.
Forskning har visat att det i en grupp héstar vanligen ar ca 20 % av hastarna som star for 80 %
av den totala aggutskiljningen. Rekommendationen fran SVA (Statens veterindrmedicinska
anstalt) ar darfor att ta trackprov varje ar, och avmaska endast de hastar som faktiskt utsondrar
mycket parasitagg.

Ett annat satt att minska blodmasksmitta hos hast ar att forsoka halla smittrycket pa betet Iagt.
Det finns flera olika metoder for detta. Det gar t.ex. att mocka hagarna flera ganger i veckan,
sa att larver inte hinner utvecklas och vandra ut pa betet. Ett annat satt att minska parasitbérdan
pa betet ar att sam- eller vaxelbeta med andra djurslag.

Négra studier har visat att gddningsmedel som innehaller kvéve, t.ex. urea, kan hamma klack-
ningen av maskagg och utvecklingen av larver hos flera olika parasiter pa flera djurslag. | detta
arbete undersoks hur klackning och larvutveckling hos hastens sma blodmaskar paverkas av att
exponeras for urea.

Forsok A

| forsok A undersoktes ureas effekt pa klackning av blodmaskagg. Till detta forsok renades agg
fram ur track fran naturligt infekterade histar. Aggen blandades sedan med olika urealésningar
till koncentrationer av 0 %, 6 %, 12 % och 18 % urea. Detta sattes i ett 25 °C varmt varmeskap
i tva dygn. Darefter undersoktes de olika proverna i mikroskop for att rakna hur manga agg
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respektive klackta larver det fanns i varje prov. | detta férsok sags att ju mindre urea det var i
proverna, desto fler larver klacktes. | kontrollerna dar det inte var tillsatt nagon urea alls
klacktes i medeltal 76,5 % av &ggen. | proverna med 6 % och 12 % urea klacktes 36,1 %
respektive 24,8 % av aggen, och i 18 % urealGsning var det endast 0,6 % av &ggen som klackts.
| det har forsoket sags aven att de larver som klackts i 12 % och 18 % ureal6sning var doda,
medan néastan alla larver i kontrollerna levde. |1 6 % var en del larver déda och en del levande.

Forsok B

| forsok B undersoktes ureas effekt pa larvodling. I det har forsoket blandades hasttrack med
urealdsningar, bestaende av ureagranula och vatten, i koncentrationer pa 0 %, 6 %, 12 % eller
18 % urea. Odlingarna fick sta i rumstemperatur i 12—-14 dygn sa att dggen i dem skulle hinna
klackas och utvecklas till L3-stadiet. | det har forsoket sags att fran de odlingar dar tracken
blandades med kranvatten skordades i medeltal 81 789 L3-larver per odling. Fran de odlingar
som blandats med 6 %, 12 % eller 18 % urealdsning skordades inte en enda L3-larv. Det betyder
att aven om en del agg klacks i 6 % och 12 % urea, sa klarar sig inte larverna tillrackligt bra for
att utvecklas till L3-stadie.

Kan detta anvandas i praktiken?

Dessa forsok visar att bade klackning av agg och 6verlevnad av larver hos sma blodmaskar
paverkas negativt av urea. Resultaten Gverensstammer med vad andra forfattare pavisat i
tidigare forsok. Det ar dock inte sakert att behandling med urea skulle fungera lika bra pa betet
som i de hér laboratorieforsoken. | de hér forsdken har urealdsningarna blandats noga med
parasitdgg respektive track, men i en beteshage ligger dggen och de tidiga larvstadierna
skyddade inuti trackhogarna. Skulle urea sprayas pa betet kanske den inte har sa stor effekt pa
dessa dgg och larver. Dessutom har larvodlingarna i det hér forsoket utforts i slutna behallare,
dar den ammoniak som bildas halls kvar. Vi vet inte hur stor paverkan luftmiljon har pa
resultatet. En annan skillnad &r att de har forsoken utforts under jdmna och ganska hdga
temperaturer, jamfort med vad som ar normalt pa sommaren i Sverige. Det ar inte sakert att det
fungerar lika bra om temperaturen &r lagre. Vi vet inte heller vad som hander om regn spader
ut eller skoljer bort ureabehandlingen. Det ar ocksa viktigt att tdnka pa miljoaspekterna; vid
hoga doser kvavegodsel lacker mycket ut i miljon. Ska 6vergodning undvikas gar det alltsa inte
att sprida hur mycket urea som helst pa betet.

Sammanfattningsvis har urea potential att hdmma utvecklingen av de frilevande stadierna av
hastens sma blodmaskar. Mer forskning behdvs dock for att komma fram till om ureabehandling
pa betet fungerar i praktiken, och i sa fall om den dos som kravs ér tillrackligt 1ag for att inte
orsaka dvergddning.
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