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SAMMANFATTNING

Alla betande histdjur infekteras med endoparasiter. Behandling med avmaskningsmedel &r en
del i att kontrollera smittspridning och forhindra sjukdom av parasitér etiologi. Cyathostominae
spp. (sma blodmaskar) har d4gnats mycket uppmérksamhet pa senare ar eftersom att prevalensen
praktiskt taget 4r 100 % och ménga populationer av lilla blodmasken é&r resistenta mot tvé av
tre verksamma anthelmintikasubstanser. Rapporter om resistens mot den sistndmnda substan-
sen, makrocykliska laktoner (ML), finns fran flera hall virlden 6ver, och nya behandlings-
program har utformats i syfte att bevara ML:s effekt sa linge som mojligt. P4 Island har
avmaskning av héstar med bland annat ivermektin pagétt i flera decennier. Den inhemska
héstpopulationen har varit isolerad i 1100 ar, vilket medfor att &ven dess parasitpopulationer
har varit det. Darfor dr eventuell resistens hos islandshéstars parasiter intressant att studera da
denna har utvecklats oberoende av genutbyte med parasitopulationer fran dvriga virlden. Syftet
med detta examensarbete var att undersoka ivermektins effekt pd lilla blodmasken hos naturligt
infekterade fol pa Island genom Modifierat McMaster-test och faecal egg count reduction test
(FECRT). Tio gardar medverkade i studien vilket resulterade i 85 provtagna {6l varav 10
tillhoérde en kontrollgrupp. Parprover togs i samband med att folen avmaskades med subkutan
injektion med ivermektin, respektive tva veckor senare. En godtagbar behandlingseffekt av
blodmask efter ivermektin har definierats som en minskning av dggurskiljningen med > 95 %,
da visar testen att resistens inte foreligger. Fyra av gardarna exkluderades frén studien eftersom
att de inte uppfyllde inklusionskriteriet att minst fyra fol skulle urskilja > 100 epg vid forsta
provtagningstillfallet, detta resulterade i att sex gardar inkluderades till analys av FECRT.

Resultatet blev att samtliga behandlade f61 hade minskad dggurskiljning vid den andra prov-
tagningen. Detta giller inte kontrollgruppen, dér sex av tio fol fick 6kade epg-nivaer mellan
provtagningarna och dirav blev FECR endast 4,4 %. FECR blev 100 % hos tva av gardarna
och 99,6 % hos en tredje gérd, vilka alla innebér en god effekt. En gard hade FECR pa 95,7 %,
vilket ligger inom intervallet dir resistens kan misstinkas (<98 %). De Ovriga tva gardarna g
under 95 % reducering, pa 92,3 % respektive 87,6 %, vilka motsvarar kriterierna for en resistent
parasitpopulation. Sammanfattningsvis visar resultatet att effekten dverlag var hog och att det
finns kénsliga likvél resistenta parasiter hos det befintliga urvalet. Innan slutsatser dras maste
andra orsaker till bristande behandlingseffekt tas i dtanke. Utover detta var antalet provtagna
individer f& och slumpmissigt urval tillimpades ej, varfor slutsatser om resistenslidget mot
ivermektin hos populationer av Cyathostominae spp. pd Island 1 stort inte kunde dras. P& 1990-
talet gjordes en studie dér forkortat egg reappearance period (ERP) uppmaittes pa islindska
blodmaskar efter behandling med injektion med ivermektin. Det finns dven en studie som visar
att effekten av ivermektin dr ofullstindig vid parenteral administrering jamfort med oral
tillforsel av ivermektin. Resultatet frdn studien tyder pa att populationens tolerans har okat
sedan 1990-talet. Rekommendationen till héstdgarna blir att konfirmera effekten av vald
avmaskning med FECRT och i de fall dar den é&r bristfdllig avrads parenteral administration av
ivermektin for att forhindra fortsatt selektion for resistens. Férutom att optimera behandlings-
regimer for den isldndska hastnéringen, kan fortsatt forskning pé resistensldget pd Island dka
forstaelsen for forvérvandet av resistensgener hos parasiter.



SUMMARY

All grazing horses are infected with endoparasites. Treatment with anthelmintic drugs is a part
of prevention of infection and illness of parasitical etiology. In recent years, Cyathostominae
spp. (small strongylids) have received attention, since the prevalence is almost 100% and
resistance to two out of three anthelmintic drug classes has developed among many parasite
populations. Reports of resistance against the last drug class, macrocyclic lactones, are also
increasing and for that reason, new guidelines for deworming programmes have been developed
in order to maintain the efficacy of the existing substances. On Iceland, deworming of horses
has consisted of subcutaneous injection of ivermectin for several decades. The domestic
population of horses have been isolated for approximately 1100 years, which also include the
isolation of their parasites. Hence, eventual resistance among Icelandic horse’s parasites has
developed independently from genetic exchange with other parasite populations.

The aim of this thesis was to investigate the effect on the small bloodworm in naturally infected
Icelandic foals treated with subcutaneous injection with ivermectin, using the McMaster Test
and faecal egg count reduction test (FERCT). Ten farms with 85 foals including 10 foals
belonging to a control group participated in the study. Paired samples were collected at the
event of deworming and two weeks later, respectively. An acceptable drug efficacy after
treatment of bloodworms with ivermectin is 95%. Because of the inclusion criteria four farms
were excluded since they had less than four foals that excreted >100 epg on the first sampling
occasion. This resulted in six farms to be included in the FECRT.

All foals had a decreased egg excretion at the second sampling. This did not apply to the control
group were the FECR was only 4,4% due to an increase of epg excretion in six out of ten foals.
Two farms had FECR of 100% and one farm 99,6%. Another farm had a reduction of 95,7%
which entails that resistance could be suspected (<98%). The last two farms had less than 95%
reduction and thus met the criteria for resistance at 92,3% and 87,6%, respectively. In summary,
the results show a high efficacy of ivermectin, but nonetheless criteria for resistance were met
at two farms. Before conclusions can be drawn, other reasons for lack of therapeutic effect must
be taken into consideration. Furthermore, the number of sampled foals was low and the
selection of participating farms was not randomized. Therefore, conclusions of the status of
resistance in Cyathostominae spp. on Iceland could not be made. In the 1990’s a study was
conducted on Iceland were a shortened egg reappearance period (ERP) for treatment with
ivermectin as injection was found. Another study found that the efficacy of parenterally
administrated ivermectin in cyathostomins was lower compared to orally administrated
ivermectine. The result of the study indicates that the tolerance in the population has increased
since the 1990°s. Therefore, the recommendation to horse owners is to confirm the efficacy of
the chosen anthelmintic treatment with FECRT and if the result is insufficient, parenteral
administration is dissuaded to prevent further selection of resistance genes. Beyond improving
the treatment regimens for the Icelandic horse community, further research can improve the
understanding of the mechanisms of anthelmintic resistance in a bigger context and hopefully
find ways to prevent its development.
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INLEDNING

Alla héstar som betar gris infekteras med endoparasiter (SVA, 2019). En del i att erhélla god
parasitkontroll och forebygga sjukdom av parasitir etiologi &r att behandla hdsten med
avmaskningsmedel (Hoglund 2017). Héstens endoparasiter har en stor diversitet i livscykel,
patogenicitet och kénslighet for olika avmaskningsmedel, vilket innebdr en utmaning vid
utformandet av ett héllbart antiparasitirt behandlingsprogram (Nielsen et al., 2010). Nér
anthelmintikagruppen benzimidazoler blev tillgdngliga pa marknaden pa 1960-talet, som var
sékra att anvdnda och hade breda spektrum, blev rekommendationen till histidgare att avmaska
var 8:e vecka (Kaplan & Nielsen, 2010). Motivationen for en sa frekvent avmaskning var att
kontrollera Strongylus vulgaris (stora blodmasken), med malsittningen att behandla innan dgg
utsondrades till betesmark och milj6. Kontrollen av S. vulgaris lyckades (Nielsen et al., 2019),
men konsekvensen blev en dkad forekomst av resistens hos andra ekvina parasiter (Kaplan &
Vidyashankar, 2012; Nielsen et al., 2019;). Resistens har i synnerhet selekterats fram hos
populationer av Cyathostominae spp. (lilla blodmasken) och Parascaris spp. (spolmask)
(Nielsen et al., 2019). Det hdr visar att rutinméssig behandling inte dr hallbart, utan maste
dndras till nya alternativ (Kuzmina, 2016; Nielsen et al., 2019).

Sedan problematiken med S. vulgaris minskade har lilla blodmaskens signifikans istéllet
uppmérksammats (Love et al., 1999). I praktiken dr alla histar exponerade for parasiten vid
nagot tillfalle och det finns de individer som drabbas av livslang infektion (Matthews, 2008). 1
relation till andra parasiter dr det en mycket mild patogen, men f6ljden av en kraftig
manifestation &r inte att forakta (Nielsen ef al., 2019). Darfor ér lilla blodmasken idag kliniskt
sett betraktad som hiistens primira parasitira patogen (Love et al., 1999; Osterman Lind et al.,
2007; Matthews, 2008; Corning, 2009; Kuzmina, 2016;).

Islandshéstens bakgrund é&r inte helt kdnd, men forskarna &r dverens om att den mest troliga
teorin dr att de kom till Island med vikingarna for 1100 &r sedan och att de har varit isolerade
sedan dess (Hreidarsdottir et al., 2014). Det innebér att islandshdstarna har varit isolerade en
langre tid &dn vad antiparasitdra substanser har férekommit och att inga resistenta parasiter har
importerats, utan att eventuell resistens har utvecklats oberoende av andra parasitpopulationer.
Déarfor édr resistens mot anthelmintika intressant att studera pa islindska héstar. I det hér
examensarbetet ska effekten av subkutan injektion av ivermektin pd Cyathostominae spp.
undersokas hos isldndska fol.

Syfte och fragestallningar

Syftet med examensarbetet var att utvirdera den kliniska effekten av subkutan injektions-
behandling med ivermektin mot Cyathostominae spp. hos isldndska fol.



LITTERATUROVERSIKT

Cyathostominae spp
Taxonomi

Strongylida nematoder dr hdstens storsta och mest méngfaldiga parasitgrupp. Den kan delas in
1 stora strongylider (stora blodmaskar) och sma strongylider (sma blodmaskar), &ven bendmnda
Cyathostominae spp. (Greiner, 2008). De flesta arterna inom Cyathostominae spp. méter mellan
1-1,5 cm i langd och 1 mm 1 diameter (Nielsen et al., 2014) och livscyklerna ar snarlika vilka
inkluderar inkapsling av larvstadier i grovtarmen (McWilliam, 2010). Inom underfamiljen
Cyathostominae spp. finns mer dn 50 dokumenterade arter och 10 av dessa tillhor de vanligast
forekommande (Lyons, 1999; Corning, 2009).

Livscykel

Cyathostominae spp. har en direkt livscykel (Matthews, 2008), se figur 1. Larver av det tredje
stadiet (L3) intas oralt frdn betesgrds och dérefter penetrerar de mucosan i caecum, ventrala
colon och i viss utstrackning dorsala colon. Inom ungefér 1-2 veckor kapslar larverna in sig i
viavnaden genom att en fibros kapsel bildas runt dem. All tillvéxt och utmognad av larver sker
1 cystor i mucosa eller submucosa. L3-larverna utvecklas till sena L3-larver, tidiga L4-
larver och slutligen sena L4-larver som tranger ut genom cystorna till tarmens lumen och slutfor
sin utveckling till en adult och kdnsmogen nematod (Nielsen et al,, 2014). I tarmen ldgger
honorna #gg som utsondras med triicken. Aggen klicks pa betet och utvecklas frén L1-larver
till det infektiva L3-stadiet som migrerar ut till betet fran trickhogen (Matthews, 2008).

4 Inkapslade larver . Synkront uttride
L3/L4
>

&
L3 i mucosa > L4 i mucosa L4 i lumen

Inkapslade larver Vuxen mask i
L3/L4 caecum och colon
I P3 bete

Oral ingestion Agg i trick

Figur 1. Smad blodmaskars direkta livscykel, avtecknad efter referens fran Corning (2009).

LI. [ B

Livscykeln kan variera i tid mellan 5-6 veckor upp till 2,5 &r. Detta mdjliggors om larver i tidigt
L3-stadie fordrojer sin utmognad och forblir inkapslade (Nielsen et al., 2014). Det hér
fenomenet har en stor betydelse for utvecklingen av sjukdomen larval cyathostominos
(Matthews, 2008; McWilliam et al., 2010), se nedan. Under sen vinter och tidig var, under
tempererade klimatforhéllanden, lamnar en stor andel av L4-larverna samtidigt tarmslemhinnan
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for att utvecklas till vuxna maskar som reproducerar sig vilket kan resultera i plotsligt hoga
epg-nivaer hos histen (Nielsen et al., 2014).

Optimala forhéllanden for klackning av dggen och utveckling av de forsta larvstadierna (L.1-
L3) ar tillracklig luftfuktighet (>24 %), temperatur 6ver 8 °C samt tillgang pa syre. Hur snabbt
dggen klicks forhaller sig direkt till lufttemperaturen. Den snabbaste mdjliga tiden mellan
passage av dgg och infektivt L3-stadie dr en vecka under optimala miljoférhallanden. De
infektiva L3-larverna dr tickta med ett skyddande membran (Corning, 2009), som gor dem
valdigt motstindskraftiga och kan 6verleva kalla vaderforhallanden 1 upp till 6-9 manader
(Corning, 2009; Nielsen et al., 2014), men utveckling av tidigare larvstadier dn s& gar enormt
langsamt under vinterforhéllanden (Nielsen ef al., 2014). Det hir innebar att hastar mycket vil
kan infekteras pa bete under vintersdsongen men ingen kléckning av dgg likvil utveckling av
infektiosa larver sker ej (Nielsen ef al., 2014).

Patogenes och symptom

Vid invasion av slemhinnan orsakar L3-larver inflammation i caecums och ventrala colons
mucosa. Efter ett par veckor kapslar kroppen in larven i syfte att skydda histen fran parasitira
biprodukter, men detta far dven effekten att larven isoleras fran vérdens inflammatoriska och
immunologiska svar. S4 linge cystan dr intakt kan nistintill ingen inflammation observeras i
kringliggande vdvnad. Senare, nér cystan brister vid larvernas uttrdde, exponeras frisk védvnad
for biprodukter som har ackumulerats fran larven vilket leder till tyflit och colit. I vivnaden ses
0dem, blodningar, blodstockning som medfor vitskeldckage till grovtarmens lumen samt
proteinforlorande tarmsjukdom (protein losing enteropathy). Allvarlighetsgraden dr direkt
korrelerad till antalet larver som uttrdder samtidigt. (Nielsen et al., 2014).

Strongylos manifesteras som viktforlust, dalig tillvéxt, nedsatt prestation, ruggig hirrem och
generell forsvagning (Nielsen et al., 2014) och beror ofta pé att ett stort antal adulta maskar 1
tarmen (Corning, 2009). Parasiten kan ocksd orsaka sd kallad larval cyathostominos, som
upptrader mer frekvent hos unga individer (McWilliams et al., 2010; Peregrine et al., 2014).
Syndromet ar sdsongsbundet till senvintern eller tidig var nér parasiterna aterupptar sin
utveckling infér kommande betessdsong (Corning 2009; Nielsen et al., 2014). En annan orsak
tros vara eliminering av luminala stadier efter avmaskning eftersom det stimulerar L4-larver att
lamna cystorna 1 tarmens mucosa (Elsheika & Hallowell, 2014). Det ar ett mycket allvarligt
tillstdind med snabbt insdttande som ger ett kolitsyndrom som karakteriseras av hastig
viktforlust, 6dem, kraftig diarré, markant hypoproteinemi och passage av synliga maskar 1
tracken (Matthews, 2008; Nielsen ef al., 2014). Mortaliteten kan bli sd hog som 50 % (Stratford
et al., 2011; Nielsen et al., 2014) dven om héstarna far korrekt veterinirmedicinsk vérd
(McWilliams et al., 2010).

Klinisk betydelse

Arter tillhorande sldktet Cyathostominae spp. infekterar alla slags betande hastdjur (McWilliam
et al., 2010) och prevalensen dr praktiskt taget 100 % i en héstpopulation (Lyons 1999),
oberoende av skillnader i klimat eller djurhallning (Corning, 2009). P& grund av dess prevalens
har sm4 blodmaskar méjlighet att orsaka betydande sjukdom hos histar (Osterman Lind et al.,

2007; Corning, 2009). De kliniska tecknen for cyathostominos dr ospecifika vilket komplicerar
3



kartliggandet av prevalensen av kliniska likvdl som subkliniska fall (Elsheika & Hallowell,
2014). I normalfallet utvecklas ingen effektiv immunitet mot sma blodmaskar utan héstar i alla
aldrar dr mottagliga for infektion (McWilliams ef al., 2010), men unga individer bér i regel pa
hogre parasitborda én vuxna, vilket indikerar att exponering for parasiten genererar immunitet
i nagon grad (Lyons, 1999).

Diagnos

Diagnos av blodmask gors genom mikroskopisk undersékning av faeces genom modifierat
McMaster test. Det ar en kvantitativ metod som bygger pa en koncentrationsteknik dar antalet
agg per gram faeces (egg per gram, epg) erhalls. Viktigt att beakta &r att antalet strongylida &dgg
inte speglar antalet parasiter som finns hos vérddjuret (Nielsen et al., 2014), utan speglar hur
manga adulta parasiter som finns hos varddjuret eftersom larvstadier inte kan detekteras med
denna metod (Elsheika & Hallowell, 2014).

Det ar omojligt att skilja pa agg fran stora respektive sma strongylider, eftersom att samtliga
arters dgg ar homogena. Vid blandinfektioner ar upp till 95 % av dggen producerade av arter
tillhérande Cyathostominae spp.. men for att faststélla till vilken art &ggen hor kultiveras L3-
larver. Detta sker genom att faeces halls tempererad, fuktig och syresatt under 10-14 dagar,
darefter kan larverna undersdkas och artbestimmas genom morfologisk identifiering under
mikroskop. (Nielsen et al., 2014)

Behandling med anthelmintika

Fran och med 1940-talet borjade kommersiella anthelmintika komma ut pa marknaden. Det
kom ett nytt preparat vart 10:e ar fram till 1980-talet. Av de preparat som diskuteras i den héar
uppsatsen enligt foljande: benzimidazoler 1960, pyrantel pd 1970-talet samt makrocykliska
laktoner under 80-talet, av totalt 6 likemedelsgrupper av antiparasitir art. Under 80-talet fanns
det flest tillgdngliga preparat pA marknaden, men sedan 90-talet har de minskat drastiskt.
(Lyon, 1999)

Makrocykliska laktoner

Det som har kidnnetecknat makrocykliska laktoner (ML) sedan de introducerades till marknaden
ar dess sikerhet for patienten, enkelhet att administrera och anméarkningsvérda breda spektrum
mot flertalet endoparasiter likvil ektoparasiter (Prichard et al., 2012). Det gor substansgruppen
till en hornsten inom modern parasitkontroll bdde inom veterinir- och humanmedicin (Prichard
etal., 2012).

Verkningsmekanismen ar att ML blockerar glutamatberoende kloridkanaler hos muskelceller
och neuron 1 parasitens pharynx. Glutamat och ML verkar inhiberande pé kloridkanalerna som
medfor ett okat flode av kloridjoner, vilket paralyserar muskulaturen kring pharynx varpa
fodointaget forhindras. Aven somatisk muskulatur hos larvstadier samt adulter paralyseras,
dock 1 ldgre utstrackning &n 1 pharynxomradet. De huvudsakliga substanserna ur den har
gruppen ar ivermektin och moxidektin. De &r nérbesléktade och delar samma kemiska struktur,
d.v.s. den makrocykliska ringstrukturen som gor att de ockséd delar verkningsmekanism. En
liten strukturell skillnad i form av placeringen av en sidokedja (Prichard et al., 2012) gor
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moxidectin mer potent och adderar effekt mot inhiberade larvstadier i tarmmucosan, vilket
ivermectin saknar (Sangster, 1999).

ML ir stabila molekyler i miljon, kan administreras i relativt ldga doser och ér starkt hydrofoba,
vilket har bidragit till den uppsjo av beredningsformer som finns att tillga (Prichard et al., 2012).
I Sverige finns ivermektin och moxidektin for hést registrerat i form av oral pasta. [vermektin
finns ocksa som en oral 16sning samt tuggtablett (FASS, 2012; FASS, 2014). Utdver orala
beredningar finns ivermektin i form av pour-on 16sning och injektionslésning, dock finns dessa
enbart registrerade for svin och nétkreatur (Prichard ef al., 2012). Den rekommenderade dosen,
oavsett beredningsform, ar 0,2 mg/kg kroppsvikt (FASS, 2012; Prichard et al. 2012; FASS,
2014; FASS, 2016; FASS, 2019).

Dagens riktlinjer for parasitkontroll

Idag ska parasitkontrollens mélséttning vara att bevara befintliga substansers antiparasitéra
effekt (Matthews, 2008), minska risken for parasitirt orsakad sjukdom och kontrollera urskilj-
ningen av dgg (Nielsen et al., 2019). En fundamental forutsittning for att uppnd optimal
parasitkontroll dr att regelbundet analysera avforingsprover fran individuella histar, detta
eftersom att immunforsvaret mot parasiter dr hoggradigt variabelt mellan olika individer
(Nielsen et al., 2019). Inom Sverige och EU ér all forskrivning av anthelmintika till livsmedels-
producerande djur receptbelagd sedan 2007. Detta minskar sannolikt anviandningen av medlen
och forebygger resistensutveckling (SVA, 2016).

Det drojer tills hdsten dr vuxen innan dess immunforsvar mot endoparasiter dr fullt utvecklat
(Reinemeyer & Nielsen, 2017), vilket leder till att f6] och unghéstar & mer mottagliga for
infektion och mer bendgna att utveckla parasitir sjukdom (Nielsen et al., 2019). Det dr
anledningen till varfor den hir dlderskategorin rads att avmaskas mer frekvent (Osterman Lind,
2007). SVA och AAEP (American Association of Equine Practitioners) rekommenderar att {61
ska avmaskas 3-4 ginger under det fOrsta levnadsaret (Osterman Lind, 2007; Nielsen et al.,
2019). Alla ol betraktas som infekterade med spolmask, dérfor avmaskas de med fenbendazol
eller pyrantel vid 8-10 veckor och 16-18 veckors alder (Osterman Lind, 2007; SVA, 2018). Pa
hosten gruppbehandlas folen utefter trickprovsundersdkning, behandlingen selekteras mot
spolmask och/eller blodmask. Ytterligare en analys av trick gors under senvintern och beslut
om en eventuellt fjarde behandling gors utifrin resultatet (Osterman Lind, 2007).

Den vuxna histens parasitkontroll bygger selektiv avmaskning (Osterman Lind, 2007), vilket
innebdr att de hastar med stor potential att kontaminera betesmarken identifieras och behandlas
(SVA, 2018). Hastens endogena forsvar mot parasiter dr hoggradigt variabelt mellan olika
individer (Nielsen et al., 2019) varfor de hédstar som har mer dn sparsam forekomst av
strongylida dgg (>200 epg) viljs ut for behandling (Osterman Lind, 2007). Indikationen for
avmaskning av friska héstar i Sverige ar 1 forsta hand forekomst av blodmask och/eller
spolmask (Osterman Lind, 2007). Vid pavisande av bandmask eller stor blodmask rekommen-
deras avmaskning oavsett epg-nivd (SVA, 2018). SVA (2016) rekommenderar trackprovs-
analys 1 april och understryker att den viktigaste avmaskningen sammanfaller med den
tidpunkten; fore betesslédpp. Det dr dven pa varen som Overforing av smitta dr som storst
(Nielsen et al., 2019). Eventuellt kan ett uppfoljande trackprov tas efter substansens géillande

5



egg reappearance period (ERP) (SVA, 2016), 1 synnerhet hos de grupper med individer mellan
1-5 ars alder (Osterman Lind, 2008). AAEP rekommenderar att behandla alla héstar mot
blodmask minst en gang per ar och girna en andra behandling pa hosten som ir effektiv mot
intramurala stadier av sma blodmaskar (Nielsen et al., 2019). Bdde AAEP och Osterman Lind
(2007) rekommenderar att behandlingen utvérderas med jdmna mellanrum eftersom att ingen
substans kan garanteras att ha fullgod effekt. Av samma anledning rader dven Osterman Lind
(2007) att rotera, sdsongsvis eller med ett par ars mellanrum, mellan de substanser som har
indikation mot blodmask (ML och pyrantel).

Resistens mot anthelmintika
Definition

En parasitpopulation anses vara resistent ndr en stor andel av individerna, som normalt sett
paverkas av en koncentration eller dos av en substans, inte lingre paverkas, alternativt att en
hogre dos av medlet kravs for att uppna likartad effekt (Matthews, 2008).

Detektion av resistens

FECRT é&r den metod som &r gold standard for att detektera resistens (Kaplan & Vidyashankar,
2012). Metoden ar enkel att genomfora under forutsittning att det vid studiens start finns ett
stort antal héstar som urskiljer 4gg (Osterman Lind et al., 2007). Metoden bygger pa att ett
nollprov tas innan avmaskning for analys av FEC, dérefter gors en uppfoljande dggriakning 10-
14 dagar efter avmaskning. Den procentuella minskningen 1 dggurskiljning, FECR, for varje
individ berdknas med hjdlp av en ekvation, se figur 2. Virdet som erhdlls anvinds for att
beddma om det foreligger resistens hos parasiterna som den testade individen eller beséttningen
bér pé (Nielsen et al., 2019).

EPG (fore behandling) — EPG(14 d efter behandling
EPG(fore behandling)

-100 = FECR

Figur 2. Formel for utrdkning av FECR, frdn Nielsen et al. (2019).

Idag definieras en population smé& blodmaskar resistenta mot ivermektin om minskningen i
aggurskiljning dr mindre dn 95 % av nollprovet och vid effekter mellan 95-98 % ska resistens
hos populationen misstidnkas (Nielsen et al., 2019). Coles et al. (1992) har utformat tva kriterier
som ska uppfyllas for att resistens mot en substans kan faststidllas. Om endast ett kriterium
uppfylls kan resistens bara misstéinkas. 1) Minskning 1 4ggurskiljning understiger 95 % och 2)
den ldgre begransningen av 95 % konfidensintervall understiger 90 %.

Cyathostominer och resistens

Resistens mot anthelmintika hos cyathostominer dr vildokumenterad och det forvéntas att det
atminstone finns ndgon grad av resistens mot en eller flera ldkemedelsklasser i samtliga
hastbesattningar (Nielsen et al., 2014). Den mest spridda resistensen hos Cyathostominae spp.

ar mot benzimidazol foljt av pyrantel och direfter makrocykliska laktoner, ddremot har
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makrocykliska laktoner historiskt varit den mest anvidnda substansen (Peregrine et al., 2014).
Pé senare ar har dven resistens mot ML rapporterats fran Storbritannien, Finland, Italien och
Brasilien (Peregrine et al., 2014). AAEP tog fram en Oversiktlig tabell for vilka
lakemedelsklasser som dr verksamma mot gruppen (Nielsen ez al., 2019), se tabell 1. Observera
att virdena ir baserade pé de forhallanden som réder i Nordamerika.

Tabell 1. Cyathostominers kinslighet for respektive substansgrupp (Nielsen et al., 2019)

Substans Resistens
Benzimidazol Utbredd

Pyrantel Vanlig

Ivermektin Tidiga indikationer

Betesstrategier

Strategier for parasitkontroll i miljon, eller betesstrategier, innefattar de metoder som pd nagot
sdtt paverkar dgg och/eller larvstadier i miljon och &r ett komplement till de substanser som
anviands som avmaskningsmedel (Lyons, 1999; Hoglund, 2017). Vilken metod som tillimpas
maste baseras pa de lokala klimatférhéllanden som rader (Nielsen et al., 2019). Som exempel;
en stratergi att undfly parasitsmittan pa ett betesfélt ar att anvénda betesrotation och 14ta det sta
tomt under en bestdmd tid (Lyons, 1999; Hoglund, 2017; Nielsen ef al., 2019). Men vilket
tidsspanna som krévs &r starkt varierande da L3 larver kan 6verleva upp till 6 till 9 ménader
under kalla vaderforhallanden, men enbart fran ett par dagar till veckor vid temperaturer pa 40
°C (Nielsen et al., 2019). En variant av betesrotation &r att lata flera djurarter dela betesmark,
antingen genom sam- eller véxelbete (Lyons, 1999; Hoglund, 2017). Utdver att betet fér vila,
ingesteras larver av en annan art 4n dess varddjur och elimineras pé sa sitt fran betesmarken
(Lyons, 1999). Ett mer konkret sdtt att eliminera dgg ar att avligsna triack fran betet (Lyons,
1999). En studie fran England 1986 visade att mockning av betesmark tva ganger i veckan var
en mer effektiv metod for att minska kontaminationen 4n att anvinda avmaskningsmedel
(Nielsen et al., 2019).

MATERIAL OCH METODER
Studiedesign

Forsokets upplidgg var en fall-kontroll studie i form av en féltstudie. Trackprover samlades fran
ol och ston fran hastgardar beldgna 1 norra, nordvistra och sydvéstra Island vid tidpunkten for
avmaskning och tva veckor dérefter. Urvalet av hidstgardar gjordes av kontaktpersoner pa
Island, for att praktiskt mgjliggora behandling och provtagning. Valet av avmaskningsmedel
gjordes av den lokala veterindren. P4 Keldur (Institute for Experimental Pathology) analy-
serades trackproverna med FECRT. Resultaten analyserades med hjédlp av berdkning pa
websidan Shiny (Swiss National Science Foundation, 2018), se FECRT nedan.

Provmaterial

Trackprover till forsoket samlades in fran 10 olika gdrdar vid tva tillfdllen fran totalt 85 fol.
Folen var fodda mellan slutet pa maj och slutet pa augusti 2019 och kom frén héstgardar som
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arligen bedriver héstavel med ett totalt antal djur mellan 40 till 120 individer. Provtagningarna
dgde rum vid tillfdllet for avmaskning av folen, samt 10-14 dagar dérpa. Undantaget for 10 av
folen som ingick i en kontrollgrupp, de hér individerna skulle slaktas och avmaskades saledes
ej. Trackprover togs fran kontrollgruppen 21 dagar efter det forsta provtagningstillfillet, vilket
var tidpunkten for slakt. Avmaskning av {6l 4gde rum mellan 30 september och 15 oktober
2019. Det sista uppfoljande trackprovet intrdffade den 27 oktober 2019.

Vid provtagning plockades en liten ndve avforing fran marken, omedelbart efter att ett fol
defekerat, och 6verfordes till en forsluten plastpase som marktes upp med ett individnummer.
Alternativt togs provet rektalt, men generellt erh6lls d& en mycket liten miangd avforing, varfor
den forstnimnda metoden anvéndes 1 allra storst utstrdckning. Proverna forvarades kylt i en
kylviska med frysklampar och direfter i kylskdp. Senast 36 timmar efter provtagningen
analyserades proverna.

Avmaskningen bestod av 4 ml (0,2 mg/kg) Ivomec® (10 mg/ml) (Boeringer-Ingelheim), som
injicerades subkutant i halsen. Stona avmaskades vid samma tidpunkt som f6len, varfor folen
aven tillfordes ivermektin peroralt via stomjolken. Samtliga behandlingar utférdes av isldndska
veterindrer. Likemedlet finns registrerat for notkreatur och svin.

Enkatfragor

Information angdende djurhéllningen samlades genom att djurdgaren pa garden fick svara pa
enkatfragor. Enkétens utformning finns i bilaga 1.

Analys
EPG

4 gram trick védgdes upp och tillsattes till 56 ml vatten i1 en rostfri stilkammare. Innehéllet
blandades i en Sorvall® omnimixer i ca 1500-2000 rpm under 30-60 sekunder. Blandningen
silades av varpa de storre partiklarna kasserades och av den silade viétskan hélldes knappt 10
ml upp 1 ett centrifugror av glas. Vitskenivdn markerades med en spritpenna och dérefter
centrifugerades vitskan 1 en Tabletop Laboratory Centrifuge fran Thermo Scientific Jouan Inc.,
under 5 minuter 1 2000 rpm. Supernatanten kasserades och roret med sedimentet fylldes upp
med maéttad magnesiumsulfatlésning (specifik vikt 1,225 g/ml) (Fasol® fran Kruuse,
Langeskov, Danmark) till den ursprungliga vitskenivdn. Med hjdlp av en pasteurpipett
blandades 10sningen noga innan den Overfordes till tvd McMaster-kammare. McMaster-
kamrarna tilldts vila 1 2 minuter innan de undersoktes under mikroskop 1 4 gangers forstoring.
Antalet dgg frin blodmask ridknades i hela kammaren vilket ger en ldgsta detektionsgrins pa
7,5 epg. Det totala antalet blodmaskigg multiplicerades med koncentrationsfaktorn 7,5 for att
erhdlla antalet 4gg per gram trick (epg). Samma procedur upprepades for samtliga prover.

Négra prover innehdll mindre &n 4 g trick. Nir detta intréffade blandades den trick som fanns
att tillgd, ut med 14 ml vatten per gram trick.



FECRT

FECRT beridknades gérdsvis respektive kontrollgruppen for sig. Inklusionskriterierna for de
individer som anvindes i berdkningen var att minst 4 fol fran respektive géard skulle ha epg >
100, med undantag for kontrollgruppen. Det hér gav 47 prover for berdkning samt kontroll-
gruppen om 10 prover.

For analys av den insamlade datan anvéndes ett web-baserat program av Swiss National Science
Foundation (2018), som har utvecklats av litteraturen av Torgerson et al. (2014).

RESULTAT
Enkatfragor

Av information som insamlades genom enkét framkom f6ljande. Gardarna som medverkade 1
studien hade 40-120 héstar samt mellan 4-47 f6l. Samtliga girdar grupperar histarna sa att
avelsston och {0l gar enskilt. Pa 4 av 10 gardar gar dven unghéstar upp till 2 &r tillsammans med
avelsstona. Samtliga fol har tillgang till bete aret runt och avelsston samt f6l fran 6 gardar delar
bete med histar frdn andra beséttningar pd sommarbetet. Betesmarker tillhorande gardarna,
exklusive tillgéngliga arealer under sommarbetet, var i storleksordningarna 9-1000 hektar. P&
alla gérdarna behandlades samtliga djur med ivermektin subkutant. P4 7 girdar behandlades
folen 1 gang per ér, pa hosten. Hos resterande 2 girdar gjordes avmaskning dven pa varen,
varav en gard valde att behandla med pyrantel vid detta tillfélle. En gard uppgav att de ger folen
en andra avmaskningsbehandling ”vid behov”. De flesta av gardarna har anvént ivermektin
historiskt, 1 upp till 35 ar. Tva gérdar har anvént fenbendazol och tvé gardar har anvint pyrantel
tidigare. Nu uppger de att ivermektin som injektionslosning underldttar avmasknings-
proceduren som tar ndgra timmar istéllet for flera dagar om de istillet skulle ge samtliga histar
oral pasta. P& frdgan om vilka parasiter som de tyckte var viktigast kom varierande svar. Fyra
gérdar uppgav pilslus, tre uppgav spolmask och tre angav stor blodmask. Ingen av gérdarna har
ndgonsin analyserat trickprov for analys av vilka parasiter som forekommer 1 beséttningen och
i vilken omfattning. Mockning av betesmarker intrdffade inte pa ndgon gard forutom pa gard 1.
P& 5 av gardarna sprids obrunnen histgodsel pa betesmarkerna.

EPG

Féljande information galler samtliga fol som provtogs i forsoket, det vill séga hela stickprovet,
ej endast de prover som inkluderades till utrdkningarna nedan. Pa samtliga gardar férekom bade
fol som urskilde <100 epg till de fol som urskilde nagra hundra &gg per gram track. Totalt 4 fol
av 85 provtagna hade vid forsta provtagningen 0 epg. Dessa fol kom fran gard 1, 4, 10 samt
kontrollgruppen och var 1,5 manad, 2 manader, 2 manader och 4-5 manader gamla. Hos 32 fol
pavisades minst mattlig forekomst eller mer, d v s >200 epg, 14 av dessa individer var 4-5
manader, 17 var 3 manader och 2 var 2 manader gamla. Gard 1 som hade hogst medeltal for
aggurskiljning innan behandling hade 3 f6l som hade >500 i epg. Pa gard 7 var epg < 100 for
alla fyra fol som var fodda mellan 27 maj — 10 juni. Det fol som hade hogst epg kom fran gard
1, hade 1770 epg och var 3 manader gammal. Vid den andra provtagningen hade samtliga ol
ingen aggurskiljning eller sparsam forekomst. | kontrollgruppen som inte behandlades hade 6
av 10 fol okat sin aggurskiljning till andra provtagningen varav 5 lag 6ver 200 epg. Tabell 2
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visar relevant information om medel- och maxvarden i epg-nivaer fore och efter avmaskning
samt antalet fol fran varje gard och deras alder.

Tabell 2. Visar information om gdardarna som inkluderades till FECRT, var pd Island respektive gdrd
dr beldgen, antal f6l och deras dlder vid forsta provtagningstillfillet, samt hur epg dndrades mellan
den forsta (pre) och andra (post) provtagningen. *: Antal fol ddr dgg i tricken pavisades vid andra
provtagningen

Gard Region Antal fol Alder Medel Medel Max Max

epg pre  epg epg pre  epg

post post
1 W 6 2-5man 562 0.04 1770 0 0
2 N 7 4-5man 272 21 585 120 4
3 NW 4 2-4man 360 46 975 180 1
4 N 6 3-4man 308 0.03 510 0 0
5 N 8 3-5man 276 12 368 8 1
6 N 7 35man 324 13 735 98 1
Kontroll N 10 4-5man 227 211 810 638 9

FECRT

Inklusionskriterierna gjorde att 4 gérdar foll bort, eftersom det var for fa prover som vid forsta
provtagningen hade epg > 100. Detta medforde att 28 parprov fran gérd 1-6 fanns kvar for
berdkning av FECR. I tabell 3 visas FECR och 95 % konfidensintervall.

Av proverna som insamlades minskade epg efter avmaskning hos 72 individer (96 %) och hos
52 individer (79 %) hade dggurskiljningen gétt ner till 0. Hos 3 individer (4 %) dkade epg
mellan provtagning 1 och 2. I kontrollgruppen minskade epg hos 4 individer (40 %) varav en
som inte urskiljde ndgra dgg alls vid andra provtagningen. Hos resterande 6 individer (60 %)
okade dggurskiljningen mellan forsta och andra provtagningen.

Tabell 3. Resultat av FECRT hos gdrd 1-6 samt kontrollgrupp

Gard FECR Konfidensintervall (95 %)
100 % 0.999-1

2 923 % 09120935

3 87.6 % 0.857-0.,895

4 100 % 0.98-1

5 99.6 % 0.992-0998

6 95,7 % 0.948-0.965

Kontroll 4.4 % 0.013-0,089
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DISKUSSION

Baserat pd berdkningar som gjordes frdn de 6 girdar som inkluderas i FECRT, hade
behandlingen 100 % effekt pa gérd 1 och 4 samt 99,6 % pé gard 5. Med den uppsatta defini-
tionen for resistens kunde resistens misstinkas pa gard 6 eftersom medel FECR var i spannet
95-98 % (95,7 %). Pa géard 2 och 3 var FECR 92,3 % respektive 87,6 %, vilket innebér att
resistens dr ytterst sannolik. Effekten av utebliven behandling hos kontrollgruppen gav 4,4 % 1
FECR dir sex av tio fol hade mer dn mattlig forekomst av dgg i tracken, > 200 epg. De ol som
urskilde mattliga nivaer epg tenderade att vara 1 aldersspannet 3-5 manader, men de fol som
hade mest respektive minst dggurskiljning kunde inte kopplas till nagon sérskild aldersgrupp,
vilket kan tolkas som en individuell skillnad i mottaglighet for infektion. Jamfort med
kontrollgruppen hade ivermektin en tydlig klinisk effekt pa sma blodmaskars dggurskiljning.
Resultaten visade att ivermektins effekt skiljer sig mellan de olika gardarna med god
behandlingseffekt pa de flesta girdarna, men péd tva gardar uppfylldes bada kriterierna for
resistens. Det betyder att det forekommer resistens mot ivermektin hos smé blodmaskar pa
Island. Med den tillimpade metodiken och urvalets storlek kan inte ndrmare precisering dn sa
visas fran den hir studien. Aven om resultaten visar pa bristande behandlingseffekt 4r den Anda
ganska god (87,6-100 %), varfor andra felkéllor till minskad klinisk effekt ocksa maste tas i
atanke. Gard 3, 5 och 6 hade 1 fol vardera med dggurskiljning efter andra provtagningen. Gard
2 hade hela 4 ol med positiv epg vid den andra provtagningen, av totalt 7 provtagna fol. Gard
2 har 120 histar, vilket &r det hogsta antalet av de medverkande gérdarna. Ar 2019 hade gard 2
47 161, som ar overldgset hogst antal fol jamfort med 6vriga medverkande héstgardars 4-12 {6l.
En teori dr att en hogre beldggningsgrad och kontamination av betesmark i storre utstrickning
leder till ett okat selektionstryck pa parasiters resistensgener. Detta ar skél till att misstanken
om sann resistens forstirks pa denna gard, snarare @n att behandlingssvikten skulle bero pa
misslyckad ldkemedelsadministration.

FECRT miater endast effekten av en substans och inte forekomsten av resistensgener, vilket ar
vad som indirekt testas, men all behandlingssvikt behover inte bero pa resistens (Hoglund,
2017). Det finns flertalet andra faktorer som kan péverka effekten av ett anthelmintikum. Coles
et al. (1992) skriver att dggrdkning aldrig kan uppskattas exakt, den storsta forklaringen dr att
agg utsondras som aggregat i traicken. Om inte ett odndligt antal prover fran ett och samma
trackprov med epg 0 erhills, kan det aldrig ndgonsin faststéllas att det sanna vérdet ar 0 (Coles
et al., 1992). Programmet som anvindes for berdkning av FECR tar hansyn till bAde hand-
havandefel och aggregatbildningen baserat pa den ldgsta detektionsgrdans som anvénts och hur
stor sannolikheten hade varit att observera 0 d4gg vid ett visst epg-virde (Torgerson et al., 2014).

Forfattare forklarar ofta att en orsak till behandlingssvikt kan bero pa att avmaskningsmedel
har underdoserats (Sangster, 1999; Hoglund, 2017). Vid behandlingstillfallena administrerades
alla f6l med 4 ml Ivomec® (10 mg/ml). Folens vikt uppskattades till 150-200 kg av behandlande
veterindr, vilket innebér att dosen till folen blev inom spannet 0,2-0,27 mg/kg som dverens-
stimmer med tillverkarens och forfattares rekommendation, under forutséttning att folens vikt
uppskattades korrekt. Utdver injicerat ldkemedel har folen fatt i sig ytterligare ivermektin via
stonas mjolk, vilka erhdll behandling vid samma tidpunkt som folen. I en studie utford av
Gokbulut et al. (2016) undersoktes utsondringen av ivermektin i mjolk fran sto efter behandling
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med ivermektin per os. Kvoten mellan plasmakoncentration och mj6lkkoncentration var 0,19
och halveringstiden for ivermektin i mjolk var 3,87 dagar jamfort med plasmakoncentrationen
pa 3,67 dagar (Gokbulut et al., 2016). Men underdosering av likemedel 4r inte den enda
anledningen till att folen administrerats for liten miangd likemedel. Exempelvis observerades
fol vid flera tillfallen bli vata pd halsen dér ldkemedlet injicerats, vilket tolkades som att
aterflode av injektionen genom injektionshalet hade skett. Automatspruta anviandes vid
injicering av avmaskningsmedel i studien, skicket pa denna och huruvida doseringens exakthet
var konsekvent var oként. Ovanstdende innebér att dosen till respektive fol i forsoket inte kan
garanteras som den dndamalsenliga.

Ivermektin som injektionsform finns idag inte registrerat for hést, varfor biotillgédngligheten {for
parenteral administration av ivermektin diskuteras nedan. En studie av Egerton et al. (1981)
undersokte effekten av subkutan injektion med ivermektin mot bland annat smé blodmaskar.
Haéstarna var uppdelade i1 4 behandlingsgrupper med 5 héstar i vardera gruppen. Grupperna fick
injektioner berdknade pa 0,02 mg/kg, 0,1 mg/kg och 0,5 mg/kg. Effekten pad L4-larver och
adulter berdknades och i gruppen som fick den ldagsta dosen blev effekten 66 % mot L4-stadier
och 50 % mot adulta stadier av sma blodmaskar. I dvriga behandlingsgrupper var effekten 6ver
95 %. Rekommenderad dos for ivermektin dr 0,2 mg/kg kroppsvikt, vilken ligger mellan de
hogre doseringarna som undersoktes i studien av Egerton et al. (1981), som tyder pé att like-
medlet dven tycks ha god effekt vid subkutan injektion hos hést. Saumell et al. (2017) skriver
att de flesta tidiga studier pa effekten av ivermektin hos hést, utfordes genom intramuskulér
injektion. Campbell ez al. (1989) hinvisar till ett flertal studier som genomfordes pd 1980-talet
dér slutsatsen blev att effekten av ivermektin som oral pasta jamfort med intramuskuldr
behandling var i stort sett likvardiga. Men Saumell ef al. (2017) gjorde om ett forsok med syftet
att jimfora effekten av ivermektin vid olika administrationssdtt mot smd blodmaskar. Tva
preparat anvéndes, en oral pasta och en 16sning som administrerades oralt respektive injiceras
intramuskuldrt. Ddrefter togs trackprover dag 7, 15 och 21 efter likemedelsbehandlingen.
Resultaten blev att oral behandling med pasta och 16sning gav 100 % FECR pé dag 7, dag 15
och dag 21, men vid intramuskuldr administration av 16sningen blev FECR 62 % dag 7, 64 %
dag 14 och 38 % dag 21. Forfattarna skriver att det inte gér att tolka som resistens, eftersom att
den orala tillférseln hade utmaérkt effekt, diremot att det kan vara ett tecken pa minskad
kéanslighet for preparatet. Detta pastdende forsvaras med observationerna fran Campbell et al.
(1989), eftersom att bada behandlingarna da hade 100 % effekt. I studien analyserades dven
plasmakoncentrationen av ivermektin for respektive administreringssitt, vilken var vildigt lika
for de bdda orala likemedlen. Plasmaprofilen for det likemedel som hade tillforts intra-
muskulart var 115-155 % hogre och hade en lingre mean residence time (MRT, kon-
centrationen likemedel som finns tillgéingligt ver tid). And4 var effekten varken fullgod eller
langvarig, detta menar fOrfattarna kan forklaras med att koncentrationen ldkemedel 1
tarminnehéllet inte véntas bli lika hog vid parenteral tillforsel som vid oral tillférsel. Subkutan
administration anvéndes péd Island, men detta dr ocksd en parenteral administration, vilket
innebdr att problemet med l4gre koncentration likemedel i tarmlumen jamfort med vid peroral
tillforsel borde kvarsta. Detta beddms vara en viktig faktor till utfallet av studien.

En metod att komplettera FECRT é&r egg reappearance period (ERP). D& mits tiden fran
avmaskning tills dess att dgg aterkommer i tricken. Om tiden &r kortare dn normalt for
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substansen i fraga dr det ett tecken pé att resistens dr pa vég att utvecklas (Shea Porr et al.,
2017). Tvéa studier pa ERP efter behandling med ivermektin mot blodmask givet som oral pasta
respektive injicerat (ospecificerat om subkutant eller intramuskulért) finns frén Island. Bada
studierna genomfordes pé 90-talet dir den ena studien bestod av tva grupper héstar som fick en
behandling med oral ivermektinpasta och avforingsprover togs fore behandling samt foljdes
upp efter behandling. Agg fran strongylider aterfanns i tricken efter 10 respektive 12 veckor.
Den andra studien genomfordes 1997 och gick ut pa att en grupp histar behandlades med en
injektionslosning med ivermektin. Resultatet av den sistndmnda studien hade ett kortare ERP,
enbart fem veckor, jamfort med efter den orala behandlingen (Edvardsdottir, 2013). Det hér
Overensstimmer med det som Saumell et al. (2017) skriver om teorin att blodmaskars
kénslighet for ivermektin har minskat och blir mérkbart vid parenteral tillforsel. Edvardsdottir
(2013) genomforde sitt examensarbete pé Island med syftet att bland annat undersoka effekten
av ivermektinpasta pa strongylider. Resultatet blev 100 % FECR av strongyliddgg. Forkortat
ERP f0r parenteral tillforsel av ivermektin &r konstaterad pa 90-talet, men 100 % klinisk effekt
av oral pasta pavisades 2013. Enligt resultaten i denna studie har kinsligheten mot ivermektin
minskat d&nnu mer, eftersom ERP pa vissa gardar var kortare dn 2 veckor, FECR var inte 100 %
som mycket vl kan bero pd sann resistens.

2012 skrev Vidyashankar & Kaplan att det pad grund av for sma stickprov, inte fanns nigra
overtygande bevis for att pavisa resistens mot ivermektin hos blodmaskar (Peregrine et al.,
2014), men dérefter har det kommit rapporter om resistens 1 form av minskat FECR i Finland,
Italien och England samt forkortad ERP i Tyskland och England. Peregrine et al. (2014) skriver
att &ven om stickproverna varit smd, finns tidigare studier dir kénslighet for substansen hos
Cyathostominae spp. har bevisats. Samma resonemang har gjorts i denna diskussion dér
slutsatsen blir att resistens for substansen inte kan uteslutas, eller 100 % kénslighet inte kan
pévisas.

Utover det faktum att islandshésten har varit isolerad fran andra héstpopulationer 1 1100 ar,
skiljer sig histhdllningen avsevért fran hur den ser ut i Sverige. Utifran observationer fran
vistelsen samt svar pa enkétfragor framkom det att histarna har tillging till bete aret om med
undantag for ridhdstar som inhysas 1 boxar 1 stall under delar av dygnet. Betesmarkerna som
héstarna vistas pa dr avsevart storre dn 1 Sverige, héistdgarnas tillgdng pd mark var mellan 9-
1000 hektar och pa de flesta av gardarna d&ven sommarbete i fjadllmarker. Hastarna gar 1 flock
och drivs mellan platser pa gérden istillet for att ledas till hand och var av den anledningen till
synes skygga. Med tanke pa att histarna avmaskas sa pass sillan och att de har tillgang till stora
ytor betesmark kan det forefalla ovintat att resistens pévisades. Frekvent avmaskning okar
selektionstrycket och mindre betesmarker okar smittrycket, dd det tvingar héstarna att beta
nidrmre fekalt kontaminerade partier (Wood et al., 2012). Till nackdel f6r majoriteten av
gérdarna gir unghéstar tillsammans med flocken med avelsston. Enligt en studie genomford 1
England framkom det att héstar i dlderskategorierna unghéstar (2-5 ar) och aldrade héstar (>18
ar) urskilde signifikant hogre nivaer epg én fol (<2 ar) och vuxna histar (5-18 &r) (Wood et al.,
2012). Observationer fran Sveriges Veterindrmedicinska Anstalt dr ocksa att unga héstar
urskiljer mer strongyliddgg dn dldre individer (Osterman Lind ef al., 2007). Néstan ingen av
gérdarna brukar mocka hagarna, som skulle kunna vara ett mycket effektivt sitt att minska
kontamination av betesmark (Nielsen et al., 2019). P4 en del gardar har till och med
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kontaminationen oOkat efter att djurdgaren har anvint hidstgddsel (icke brunnen) som
godningsmedel. Forklaringen till varfor resistens har kunnat uppsta trots radande omsténdlig-
heter méste vara att kontamination sker i stor utstrickning, tillsammans med att markernas
fuktiga miljo ar gynnsamt for klackning av dgg. For att sékerstélla denna orsak, skulle en studie
av mycket storre slag behdva genomforas.

Det dr mycket obefogat att vélja en administreringsvdg som forsdmrar effekten av och driver
resistensutvecklingen for en substans ndr ett mer effektivt alternativ finns tillgédngligt.
Nuvarande injektionsbehandling har en effekt i forhdllandevis hog utstrackning, men den banar
vig for resistensutveckling. Ovriga virlden finner resistensutvecklingen mycket bekymmer-
samt och att fortsdtta med det mer bekvima behandlingsséttet kommer inte vara gynnsamt for
den islindska héstniringen pa lang sikt. Onskvirt vore att FECRT genomfordes nigon gang for
att sékerstilla att vald behandling har 6nskad effekt eller &nnu hellre avmaska selektivt. Enligt
Sangster (1999) dr mélet med avmaskning att forhindra de forsta stegen mot resistensutveckling
och att forhindra ackumulering av resistensgener. Risken r att behandlingen fungerar ett tag
till pa Island men plotsligt forlorar sin verkan nér resistenta parasiter star for en tillrickligt stor
andel av populationen.
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KONKLUSION

Med det hdr examensarbetet kan resistens hos sméd blodmaskar sannolikt misstdnkas pa gard 2
och 3, eftersom FECR endast blev 92,3 % respektive 87,6 %. Gransvirdet for att klassificera
resistens mot ivermektin hos sma blodmaskar ar att effekten understiger 95 %. Gard 1 och 4
hade 100 % FECR och pé gard 3, 5 och 6 kan resistens mot ivermektin misstinkas. Det dr dock
viktigt att belysa de felkéllor som har diskuterats ovan, och hur litet och icke-slumpmaéssigt
urval av testindivider var. Enligt undertecknads observationer dr eventuell resistens i ett tidigt
stadie, men det dr ytterst onskvért att behandlingseffekten av valda avmaskningsmedel
kontrolleras sé att de fortsitter att fylla sin funktion i framtiden. Av praktiska skil avmaskas
samtliga hdstar med subkutan injektion en eller tvd génger arligen, vilket inte adr sa hog
behandlingsfrekvens. Diremot, vid parenteral tillforsel istédllet for peroral, tycks effekten av
lakemedlet minska frdn 100 % effekt, som gynnar de parasiter som inte ldngre &r lika kénsliga,
varfor det rekommenderas att i den utstrackning det gar, istillet vélja oral pasta. I ett storre
perspektiv, utover for den islindska héstniringens skull, kan fortsatt forskning pa isldndska
parasitpopulationers gener och orsaken till uppkomsten av dem, jimforas med andra
parasitpopulationers som en del i forstaelsen av dess uppkomst, forvirvande och hur den gér
att forebygga.

15



POPULARVETENSKAPLIG SAMMANFATTNING
Bakgrund

Alla hastar som betar gris infekteras med indlvsparasiter. Lilla blodmasken, vetenskapligt
bendmnd som Cyathostominae spp., dr hdstens vanligaste parasit som forekommer hos
uppskattningsvis 80-100 % av alla individer. Agg sprids med hiistens triick till betesmark och
miljo dér dgget klacks och mognar till en smittsam larv. Den mogna larven dts upp tillsammans
med betesgrds och ndr de nar histens grovtarm kapslar den in sig 1 tarmvdggen dér larverna
mognar ut till en vuxen mask. Unikt for lilla blodmasken r att den kan fordrdja sin utveckling
genom att stanna kvar i tarmvéggen i1 upp till tva ar. Det dr sdllan hastar blir sjuka pa grund
vuxna sma blodmaskar, men vid kraftiga angrepp kan de dock drabbas av generell forsvagning
1 form av viktforlust, nedsatt prestation och ruggig harrem. Lilla blodmaskens larver kan
diaremot 1 séllsynta fall orsaka ett sjukdomstillstind som kallas for larval cyathostominos.
Sjukdomen uppkommer nir en stor mangd larver aterupptar sin utveckling och tar sig ut fran
cystorna i tarmvaggen samtidigt. Larvernas uttrdde ger upphov till en inflammation i tarmen
och lackage av vitska och protein. Sjukdomsforloppet dr snabbt och dodligheten kan bli sd hog
som 50 %. Detta sker vanligtvis pa senvintern infor kommande betessdsong, men tros dven
kunna triggas av avmaskning och eliminering av vuxna maskstadier i tarmen.

For att halla parasiten under kontroll och forhindra att héstarna blir sjuka avmaskas de
regelbundet. Problematiken dr att avmaskningen historiskt sett har varit sa intensiv att parasiter,
inklusive lilla blodmasken, har utvecklat resistens mot avmaskningsmedlen. Att en parasit ar
resistent betyder att den Overlever en dos avmaskningsmedel som majoriteten av parasit-
populationen tidigare har varit kéinslig mot, med andra ord détt, av. Det finns tre ldkemedels-
klasser som dr verksamma mot lilla blodmasken: markocykliska laktoner, benzimidazol och
pyrantel. Den mest spridda resistensen hos Cyathostominae spp. d&r mot benzimidazoler {6ljt av
pyrantel. Men sedan 2000-talet har dock allt fler rapporter om resistens d&ven mot makrocykliska
laktoner gjorts, bland annat fran Storbritannien, Finland, Italien och Brasilien. Malet for
parasitkontrollen maste forutom att kontrollera parasiterna dven vara utformade for att bevara
befintliga avmaskningsmedels effekt. For att forhindra forokning och spridning av resistenta
parasiter maste val av avmaskningens tidpunkt, méngd och substans avvigas noggrant.

Islandshistar pa Island dr intressanta att studera eftersom att den populationen har varit isolerad
1 1100 ar, vilket d&ven géller deras parasiter. Om resistens péavisas hos parasiter hos islands-
histarna, innebir det att dess resistens har utvecklats oberoende av utbyte av gener fran ovriga
véirldens parasitpopulationer. Ser resistensmonstren likadana ut? Har de utvecklats pa
motsvarande vis? Beroende pé svaret pa de hér frigorna kan forstdelsen for uppkomsten av
parasiters resistensgener 0ka. Syftet med det hdr examensarbetet var att undersoka effekten av
injektion under huden av ivermektin pa sma blodmaskar hos islédndska fol.

Examensarbetet genomfordes genom att trickprover fran totalt 48 fol fran 6 olika gérdar
analyserades. Frin varje 6l samlades tva trickprover, det forsta vid tidpunkten for avmaskning
och det andra ca 14 dagar senare. 10 av folen ingick i en kontrollgrupp och behandlades inte
med avmaskningsmedel, men trick samlades frdn de hér folen med 21 dagars mellanrum.
Genom metoden modifierat McMaster-test spidddes trdcken ut och med en koncentrations-
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gradient kunde antal dgg per gram, egg per gram (epg), beréknas. Respektive epg parades ihop
fore och efter avmaskning och med hjilp av en berdkningsmetod, faecal egg count reduction
test (FECRT), kunde den procentuella minskningen i dggurskiljning under 2-veckorsperioden
faststéllas. Denna minskning ska utgora en viss procentsats for att lidkemedlets effekt ska
klassas som god och misstanke om resistens ska avfirdas. Ivermektins effekt pa lilla
blodmasken ska vara < 98 9% for att den kliniska effekten ska klassas som fullgod. Om
minskningen dr mellan 95-98 % kan resistens hos patasitpopulationen misstdnkas och om
minskningen av dggurskiljningen &r mindre dn 95 % &ar populationen definierad som resistent
mot ivermektin.

Hastégarna fick dven besvara en enkit om deras hésthéllning och hur avmaskningsrutinerna ser
ut.

Ivermektin, som &r en substans tillhorande likemedelsklassen markocykliska laktoner, har
anviants som avmaskningsmedel sedan 1980-talet. Likemedlet &r sédkert att anvinda for
patienten, kan tillforas pa flertalet olika vis och har brett spektrum mot bade invértes och
utvértes parasiter, vilket har gjort substansen till en hornsten inom modern parasitkontroll bade
inom veterindr- och humanmedicin. Till hést finns ivermektin registrerat som oral pasta, oral
16sning och tuggtablett. For andra djurslag tillhdrande lantbrukets djur finns ldkemedlet
tillgdngligt som injektionslosning och 10sning att droppa pa nacke och rygg (“pour-on”). Pa
Island anvénds injektionslosningen dven till hist av praktiska skédl. En majoritet av islands-
histarna dr ganska skygga och det &r inte ovanligt att en histidgare har uppét 50 héstar. Att ge
oral pasta till dem skulle bdde vara praktiskt svirt och tidskrdvande. Darfor anvénds
injektionslosningen for nét och gris off lable” till hast istéllet.

Ett viktigt komplement till avmaskning &r rutiner kring skotsel av betesmark och gruppering av
djur. Det innefattar metoder som pé nagot sitt pdverkar dgg och/eller larvstadier 1 miljén och
madste anpassas till det klimat som rader. Blodmaskigg 6verlever och utvecklas utmarkt i fuktigt
klimat, men dor av torka. Vid frost kan inte dgg utvecklas till smittsamma larver, men befintliga
larver kan overleva frost 1 upp till 6-9 méanader. Ett sitt att reducera smittan pa ett betesfilt &dr
att 1ata det sta tomt under en tid, lata andra arter dn virddjuret dela bete antingen samtidigt eller
under olika perioder. Ett mer konkret sétt att eliminera track ar att avldgsna den, d.v.s. mocka.

Resultat och kommentarer

Av de 75 individer som avmaskades minskade dggurskiljningen hos 72 av dem (96 %), 52
individer av dessa (79 %) hade 0 epg vid den andra provtagningen. 3 individer okade
aggurskiljningen (4 %). I kontrollgruppen gick dggurskiljningen ner hos 4 individer (40 %) men
Okade hos 6 individer (60 %). For att medverka i studien krdvdes minst 4 individer med <100
epg frén varje gard, vilket medforde att fyra girdar foll bort och sex gérdar fanns kvar for analys
av FECR. Tva av gdrdarna hade fullstindig minskning av epg, d.v.s. 100 % FECR och en gérd
minskade dggurskiljningen med 99,6 %. De hir gardarna hade klinisk effekt >95 % varfor
forekomst av resistens inte kunde missténkas. En gird hade en medeleffekt pa 95,7 % vilket
enligt definitionen dr missténkt resistensforekomst. De tva kvarvarande gérdarna 1ag bada under
95 % FECR, pa 87,6 respektive 92,3 %, och populationerna ér saledes per definition resistenta
mot ivermektin.
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Av enkétsvaren framkom det att hasthallningen skiljer sig fran hur den ser ut i Sverige. Héstarna
har tillgdng till bete &ret om och girdarna som medverkade i studien har betesareal pa 9-1000
ha och pa de flesta av gardarna har histarna tillgang till bete i fjallmarkerna under sommar-
manaderna. Avmaskning sker pa hdsten pa alla gdrdar med ivermektin som injiceras under
huden. En gird uppgav att folen ges en andra avmaskning vid behov, till exempel om de ser ut
att vara efter 1 vixten. Hos tva gardar sker ytterligare en avmaskning av folen pa véren. Ingen
av gardarna har ndgonsin gjort en trickprovsanalys varken for att identifiera vilka parasiter som
forekommer hos hdstarna, eller for att verifiera att avmaskningsbehandlingen ger 6nskad effekt.

Med tanke pa att histarna avmaskas relativt sdllan och har tillgdng till si stora betesareal,
forefoll fyndet av resistens ovéntat. Ddremot har det genomforts tvé studier pa Island under 90-
talet, med avseende pd ivermektins effekt mot Cyathostominae spp.. 1 den ena studien
behandlades héstarna med injektion av ivermektin och i den andra gavs histarna oral pasta.
Darefter mittes tiden det tog innan dgg aterfanns i tricken, egg reappearance period (ERP),
vilket dven &r en tidig indikator pa att resistens ar pa vag att utvecklas. Normalt virde for sma
blodmaskar ar 8 veckor. Hastarna som behandlades med oral pasta hade mellan 10—12 veckors
ERP, men héstarna som fick injektion med ivermektin hade endast 5 veckor. Det fanns alltsa
tidiga indikationer pa att populationer av blodmaskar pa Island hade minskad kénslighet for
avmaskningsmedlet, nédr det gavs som injektion, redan pa 90-talet. Med andra ord ar det inte
otroligt att kénsligheten har minskat ytterligare fram till idag. Utdver studien fran Island finns
det ytterligare en utford 1 Argentina dar effekten av ivermektin givet som oral pasta jimfordes
med effekten av injektionslosning. Den orala pastan gav 100 % minskning av blodmaskigg
medan injektionsformens FECRT blev 64 %. Teorin bakom denna skillnad &r att koncentra-
tionen likemedel 1 tarmen blir ldgre om det ges pd annat sitt dn direkt till mag- och tarmkanalen
via munnen.

Resistens eller minskad kénsligheten sdgs inte pa alla medverkande girdar och pa grund av
examensarbetets ringa storlek kan inte en bedomning av resistensldget for ivermektin hos sma
blodmaskar pd Island goras. For att bevara avmaskningsmedlens effekt framover dr en god
strategi att kontrollera hur vl behandlingen fungerar i den enskilda djurgruppen. Om tecken pa
resistens konstateras vid anviandning av injektionspreparat ska det overvigas att istéllet ge
avmaskningsmedlet som oral pasta. Detta for att avmaskningsbehandlingen inte ska bana vig
for de populationer som har minskad kénslighet. Ytterligare forskning pa ivermektins effekt pa
lilla blodmasken hos isldndska héstar kravs for kartliggning av resistenslédget. P4 grund av
islandshéstens isolering kan deras populationer av parasiter ldra oss mer om bakgrunden till
uppkomst och spridning av resistensgener.
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BILAGA 1 - ENKAT

Questionnaire on deworming and pasture management

1. Farm address

2. Number of horses

3. Number of foals

4. Are the horses divided into different groups based on e.g. age, usage?
e No

e Yes, please specify:

5. When do the horses have access to pasture?

e Never



e Allyear

e Summer
e Fall

e  Winter
e Spring

e Other, explain:

Size of pasture in hectare

Do the horses share pasture with horses from other farms?
o Yes

e No

Do you perform any type of pasture management?
e No
e Rotation
e Alternate/mixed grazing with other species
e Separation of age groups
e Removal of dung

e Use of fertilizer



e Pasture sweeping

e Other, please specify:

9. Frequency of anthelmintic treatment
a. Foals
b. Adults
10. What time/times of the year does treatment usually take place? More than one option
is possible.
e January

e February

e March
e April
e May
e June
e July
e August

e September



11.

12.

13.

October
November
December

Other, please specify:

Choice of anthelmintic drug?

What anthelmintic drugs have been used historically on the farm?

Why do you use anthelmintic treatment?
Based on faecal examination, EPG
Il thrift or poor growth
Clinical signs of disease
To reduce parasitic burden in pasture
Recommendation by veterinarian

Other, please specify:



14. If fecal egg count (EPG) is performed, how frequently are they done?

15. Which animals are chosen for treatment? (all, specific age group)
e Al
e Animals with clinical signs of disease
e Foals
e Yearlings
e Adults

e Other, please specify:

16. Do you seek veterinary advice on parasite control?
e Yes
e No
17. Do you use a quarantine and/or treatment of new animals before they are allowed

with the herd?
e No

e Yes, please specify:



18. Do you use feacal sampling to analyse present parasites in you herd?

e No
e Yes
19. What known parasites do you have in your herd?
20. Do you consider any parasite of special importance? If yes, please specify which one

and for what reason this parasite is of importance to you and your herd.

Vi



