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SAMMANFATTNING

Hastens spolmask, Parascaris spp., ar en vanligt forekommande nematod hos unga hastar och fol. Fran
sex manaders alder utvecklas immunitet och infektion hos vuxna individer &r ovanlig. Eftersom hdg
parasitbdrda kan ge upphov till mycket allvarlig sjukdom avmaskas fol runt om i varlden regelbundet.
Pa senare ar har man funnit resistens mot ivermektin pa flera gardar éver flera kontinenter i varlden.
Syftet med den har studien ar att for forsta gangen undersoka lakemedelseffekt av ivermektin mot
Parascaris spp-infektion pa islandshastfol pa Island samt att undersoka vilka arter av spolmask som
forekommer pa Island.

Studien utfordes under hosten 2019 pa 85 f6l fran 10 olika gardar utspridda over sydvastra till norra
Island. Varje gard hade 4-12 fol i aldrarna 2-5 manader. Individparade trackprov samlades vid
avmaskningstillfallet samt 2 veckor senare. Fdlen avmaskades med ivermektin genom subkutan
injektion med en dos av 0,2-0,27 mg/kg. Tracken analyserades genom modifierad McMaster for dgg per
gram (EPG). Feacal egg count reduction test (FECRT) utférdes gardsvis.

Prevalensen av spolmask hos folen var 80 % (68 av 85). Fyrtiosju av folen hade mattlig eller kraftig
forekomst av spolmaskégg innan avmaskning (>200 EPG) och sa manga som 43 fol hade mattlig eller
kraftig forekomst av spolmaskégg aven efter avmaskning. Pa fem av tio gardar 6kade medelvérdet for
EPG efter avmaskning. FECRT visade en reduktion mellan 0-81 % av parasitégg efter behandling. Ingen
av gardar visade tillfredsstallande anthelmintisk (>95 % FECR) effekt av ivermektin. Pa fyra gardar
hade ivermektinbehandlingen 0 % effekt. Insamlade &gg artbestamdes till Parascaris univalens med
hjalp av karyotypning.

Islands hasthallning skiljer mycket fran den pa andra platser i varlden. Djuren halls pa stora ytor och far
under sommarhalvaret ga och beta uppe i bergen. Detta borde leda till ett 1agt smittryck av parasiter.
Hastarna i studien behandlades rutinmassigt 1-2 ganger per ar med avmaskningsmedelet ivermektin.
Lag frekvens av anthelmintikaanvandning borde leda till langsammare resistensutveckling. Hastagarna
i den hdr studien har av praktiska sjél valt subkutan injektion av ivermektin. Studier har dock visat
betydligt lagre koncentrationer av ivermektin uppnas i tarm dar parasiterna finns vid subkutan injektion
an vid per oral administrering. Suboptimala lakemedelskoncentrationer i tarm kan ha bidragit till 6kad
resistensutveckling. Majoriteten av félen var 3-4 manader gamla vid avmaskningen, nagot som i andra
studier har visat sig ha hogre selektionstryck for resistens an avmaskning vid andra aldrar. En stadig
population av parasiter i refugia, som inte exponeras for anthelmintika, minskar resistensutvecklingen.
Huruvida klimatet pa Island och tillgang till stora beten paverkar antal parasiter ar svart att uttala sig
om, men om dverlevnad pa beten Gversasonger ar 1ag skulle det potentiellt kunna vara en kalla till okat
selektionstryck for resistens.

Subkutaninjektion av 0,2-0,27 mg ivermektin per kilogram har ej tillrcklig anthelmintisk effekt mot
spolmask hos f6l pa Island. Detta kan bero pa behandlingssvikt pa grund av administreringsmetoden,
men sett till multipla studier pa senare ar som visar pa resistens hos spolmask mot ivermektin varlden
Over &r det med stor sannolikhet dven sann resistens vi ser i den hér studien. En uppféljande studie dar
oral beredningsform av ivermektin anvands skulle svara pa den fragan. Detta ar dven forsta gangen
resistens hos spolmask pavisas pa Island. Landet ligger naturligt isolerat och import av héstar har varit
forbjuden langre an det funnits avmaskningmedel tillgdngliga. Av detta kan man dra slutsatsen att
resistensen vi ser i studien med storsta sannolikhet har uppkommit enskilt pa Island utan inblandning
eller import fran andra parasitpopulationer.



SUMMARY

Parascaris spp., or commonly known as ascarids, is a ubiquitous nematode that infects foals and
yearlings. From the age of 6 months they develop a gradual immunity and infection is rarely seen in
adult horses. High parasite burden can cause small intestinal obstruction and rupture which in turn can
cause mortality. Therefore, foals are regularly treated with anthelmintics. In recent years there have been
multiple reports of anthelmintic resistance against ivermectin in farms across the globe. The aim of this
study is to establish if anthelmintic resistance to ivermectin is present in Iceland in Icelandic foals and
to determine the extant species of ascarid.

The study was performed during autumn in 2019 on 85 foals from 10 different farms located in
southwest, northwest and north of Iceland. Each farm hade 4-12 foals aged 2-5 months. Faecal samples
were collected and paired individually at the time of deworming and 14 days later. The anthelmintic
used was ivermectin administered through subcutaneous injection with a dose of 0.2-0.27 mg/kg. The
faeces were analysed with modified McMaster technique for egg per gram (EPG). Faecal egg count
reduction test (FECRT) was performed on each farm.

The prevalence of ascarid infection was 80% (68 of 85). Forty-seven of the foals were moderately or
heavily infected before treatment (>200 EPG). Forty-three of the foals were moderately or heavily
infected after treatment. In five of the farms mean EPG increased from the first to second sampling. The
FECRT ranged between 0-81% on the farms. Four of the farms had a FECR of 0%. Satisfactory
anthelmintic effect (FECR >95%) was not seen on any farm included in this study. The collected eggs
were identified as Parascaris univalens through karyotyping.

Horses in Iceland are held in a different way than in other parts of the world. They have access to very
large pasture and during the summer months they are moved up in the mountains to graze. This should
lead to a low parasite burden. The horses included in this study was regularly treated with ivermectin 1-
2 times per year. A low frequency of anthelmintic treatment should delay anthelmintic resistance
development. The horse owners in this study use subcutaneous injection of ivermectin for practical
reasons. Studies have shown that lower concentrations of ivermectin have been measured in the lumen
of intestines when administered subcutaneously compared with oral administration. Suboptimal
anthelmintic concentrations could contribute to development resistance. Most of the foals were 3-4
months old at the time of deworming. Deworming at this age has been shown to contribute to
development of resistance more than deworming at any other age. Maintaining a proportion of the
parasite population in ‘refugia’, unexposed to treatment slows development of resistance. Whether the
climate in Iceland and access to large pastures affects the number of parasites in refugia is a question
left unanswered but could potentially be a source of increased development of anthelmintic resistance.

Subcutaneous injection of 0.2-0.27 mg ivermectin per kilogram does not have adequate anthelmintic
efficacy on ascarids in Icelandic foals. Treatment failure could be due to the route of administration.
Considering multiple recent reports on global anthelmintic resistance against ivermectin, we should
interpret these results as evidence of anthelmintic resistance. A follow-up study examining the effect of
the oral administration would be of great value and give a more conclusive answer to this question. This
is also the first time that anthelmintic resistance is recognised in ascarids in Iceland. The country is
naturally isolated and import of horses has been forbidden longer that anthelmintics has been available.
For this reason, the anthelmintic resistance we observed in this study had likely developed in Iceland
without implication or through import of resistant worms from other parasite populations.
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INLEDNING

Parascaris spp. ar en utbredd och vanligt férekommande endoparasit i hela véarlden som
framforallt infekterar f6l och unga héstar. FOl infekteras tidigt i livet och urskiljer parasitdgg
vid ungefar tre manaders alder, efter sex manaders alder borjar immunitet utvecklas hos
individerna och infektion hos vuxna immunokompetenta individer ar ovanligt. Fol infekteras
genom att de far i sig 4gg med infektiva larver fran omgivningen. Larverna klacks i magséacken
och vandrar sedan genom lever och lunga dar de orsakar hosta och nasflode. De atervander
sedan till tarmen och utvecklas till vuxna parasiter som konkurrerar med varden om néring,
nagot som kan leda till daligt tillvaxt samt nedsatt prestation och allmantillstdnd. En hog
parasitbdrda kan leda till tunntarmsférstoppning (Clayton, 1986).

Det finns tva underarter av Parascaris spp., Parascaris equrom samt Parascaris univalens. |
litteraturen bendmns spolmask hos hast ofta som Parascaris equrom, men senare studier visar
pa att Parascaris univalens ar den dominerade arten hos hast (Nielsen et al., 2014b).

Pa grund av allvarliga symptom hos fol med spolmaskinfektion sker ofta flera behandlingar
med avmaskningsmedel under det forsta levnadsaret. Nar ivermektin lanserades pa marknaden
under 80-talet var effekten fullgod mot Parascaris spp. (Bello, 1989; French et al., 1988), men
ett 6veranvandande av ivermektin har resulterat i resistensutveckling for preparatet vilket har
rapporterats sedan borjan av 2000-talet pa flertalet gardar pa flera kontinenter (Armstrong et
al., 2014; Boersema et al., 2002; Craig et al., 2007; Hearn & Peregrine, 2003; Néareaho et al.,
2011; Schougaard & Nielsen, 2007; Slocombe et al., 2007; Veronesi et al., 2009; von Samson-
Himmelstjerna et al., 2007). Antalet fall med resistens &r sa manga att det ar rimligt att fraga
sig om ivermektin fortfarande &r verksamt mot spolmaskinfektion.

Islandshasten harstammar fran de hastar som togs med till Island av de forsta boséattarna pa 800-
talet. Ar 982 inférde Alltinget en lag som férbjéd import av hastar. Inhemskt uppfédda hastar
som ldamnat landet far inte heller atervanda. De hastar som idag finns pa Island har varit
isolerade i 6ver 1000 ar (Evans, 2008), med enbart enstaka undantag. Eftersom avmasknings-
medel borjade anvandas regelbundet forst pa 60-talet (Kaplan & Nielsen, 2010) kan det antas
att resistens som finns hos parasiter pa Island har uppkommit dar och ej importerats med
infekterade hastar. Hasthallningen pa Island skiljer sig fran hasthallning pa manga andra stallen
i varlden genom att hastarna pa Island traditionellt sett halls utomhus aret runt och gar pa
sommarbete pa hoglandet med tillgang till stora arealer. Detta borde i teorin bidra till ett lagre
parasitart smittryck. Avmaskning sker traditionellt mer séllan &n i andra delar av varlden, oftast
sker avmaskning endast en eller tva ganger per ar.

Ivermektin &r ett potent anthelmintika som finns i manga beredningsformer. I Sverige finns
bara orala beredningar registrerade som godkanda ldkemedel for hast. Pa Island anvands av
praktiska skél den subkutana injektionsberedningen.

Syftet med den har studien &ar artbestamma typen av spolmask pa Island samt att bedéma
lakemedelseffekten av ivermektin hos fol pa Island. Detta har inte tidigare gjorts trots mangarig
anvandning av ivermektin. Det geografiska laget och det faktum att import av héstar varit
forbjudet under langre tid &n anthelmintika har funnits gor det intressant att studera om



lakemedelsresistens forekommer pa Island, om resistensmonster finns har det troligen
uppkommit dar och inte genom import av resistenta parasiter.

Fragestallning

Vilken effekt har ivermektin pa dggurskiljning fran Parascaris spp. hos islandska fol? Vilken
art av spolmask forekommer pa Island?

LITTERATUROVERSIKT
Parascaris spp.

Parascaris spp. ar en vélkand och vida spridd parasit som infekterar fol och unga héstar. Det
finns tva arter som infekterar hastar Parascaris equorum och Parascaris univalens. Bada dessa
arter har varit kianda i 6ver 135 ar (van Beneden, 1883), men oftast hanvisas parasiten som P.
equorum, medan bendmningen P. univalens traditionellt anvéands mer sallan. Nya studier visar
dock pa att det ar P. univalens som &r den vanligast forekommande parasiten och P. equorum
pavisades inte alls i USA (Nielsen et al., 2014b). Parascaris univalens dr ocksa pavisad i
Schweiz (Jabbar et al., 2014). Begreppet Parascaris spp. bor darfér anvandas om inte typning
utforts som kan bekrafta vilken art det rér sig om.

Parascaris spp. ar den storsta nematoden som infekterar hastar och ar som adult ungefar lika
stor som en penna (Nielsen et al., 2014a). Som vuxen parasit finns den i tunntarmen dar den
ocksa parar sig och lagger 4gg. Beroende pa temperatur och vaderforhallanden tar det fran 10
dagar till flera veckor for ett embryonerat &gg att utvecklas till det infektidsa stadiet som inne-
haller en steg 2-larv (L2). Agg med en L2 intas fran omgivningen och klacks i tunntarmarna.
Larven passerar tunntarmen och transporteras sedan via portavenen till levern. Fran att agg
intagits tar det ungefar 24 timmar innan larverna nar levern. Efter en vecka vandrar larverna till
lungorna dar de lamnar blodcirkulationen och gar in alveolerna. Larverna migrerar sedan upp
for luftvagarna och hostas upp till farynx dar de sedan svéljs ned for att atervanda till
tunntarmarna for att slutfora sin mognad (Nielsen et al., 2014a). Prepatensperiod varierar i
studier, fran 80-104 dagar (Clayton & Duncan, 1977, 1978).

Utmarkande for Parascaris spp. ar att det infektiva stadiet (4gg innehallande en L2) &r
bestandig i miljon och kan var infektiv i 6ver 10 ar. Hastar utvecklar en effektiv forvarvad
immunitet mot parasiten och det ar darfor ovanligt att infektion ses hos hastar dver 18 manaders
alder. En Parascaris-infektion innebar ofta hundratals maskar i tunntarmarna och den samman-
lagda volymen av maskar kan dverstiga en liter (Nielsen et al., 2014a).

Patogenes och kliniska tecken

Patogenesen hos Parascaris spp. ar daligt kartlagd, men infekterade fol uppvisar samre tillvaxt
och kroppssammanséttning (Nielsen et al., 2014a). Den enklaste forklaringen till de kliniska
tecknen &r att en stor mangd mask i magen konkurrerar med varden om néring, framforallt
aminosyror. Detta tillsammans med minskat fodointag kan goéra att infekterade fol drabbas av
hypoproteinemi.



Migration i levern som sker en vecka efter intag ger inte nagra tydliga kliniska tecken. Invasion
av lungorna kan daremot orsaka frekventa hostningar och purulent gra-vitt nasfléde. Sekundara
bakteriella infektioner &r vanliga, da ofta med Streptococcus equi subsp. Zooepidemicus som
agens. Avvanda hastar och aringar som ar kraftigt infekterade med adulta maskar kan uppvisa
dalig tillvaxt trots god tillgang till foder samt ha rufsig pals och se bukiga ut. Unghéastar som &r
sparsamt infekterade uppvisar sallan symptom. En stor méngd mask i tunntarmarna kan ge
forstoppning, vilket kan leda till kolik och senare dven ruptur av tarm om stoppet ej loses.
Sannolikheten att drabbas av tarmruptur korrelerar inte direkt till antalet maskar i tunntarmarna.
Forutom tecken pa smarta fran buken kan hastar ocksa uppvisa gastroesophagealreflux (som
innehaller maskar) och chock sekundart till eventuell toxisk eller hypersensitiv reaktion mot
maskarna (Nielsen et al., 2014a).

Infektion med Parascaris spp. kan orsaka svar kolik till foljd av tarmobstruktion. Enligt en
studie (Cribb et al., 2006) hade 72 % av folen hade avmaskats 24 timmar innan symptomdebut,
vilket tyder pa att paralys av parasiten kan leda till obstruktion av tunntarm. | en retrospektiv
studie av fol med tunntarmsférstoppning till foljd av Parascaris spp.-infektion var median-
aldern 5 manader (med ett spann pa 4-24 manader). Hingstar drabbades oftare an ston och
majoriteten av fallen skedde under sensommar och tidig host (Tatz et al., 2012).

Diagnos

Infektion med adulta stadier av spolmask upptacks latt genom kvalitativ eller kvantitativ analys
av feces. Aggrakning har hog diagnostisk specificitet och mattlig sensitivitet. Ingen korrelation
har hittats mellan EPG och antal maskar i tarmarna (Nielsen et al., 2010). Aggrikning kan bara
detektera adulta stadier av parasiten, och migrerande larver i lever och lungor kan alltsa inte
diagnosticeras pa detta satt. Maskar i gastroesophagealreflux eller i avforing hos hastar 4-24
manader gamla med symptom pa akut kolik kan indikera diagnos. Diagnosticering av adulta
Parascaris spp. i tarm kan goras med ultraljud (Nielsen et al., 2016).

Lakemedelsanvandning och resistens

Enligt Sveriges veterinarmedicinska anstalt avmaskas fol rutinmassigt vid stuterier tva ganger,
vid 8-10 och 16-18 veckors alder och ytterligare en gang efter trackprov runt 1 ars alder. Fol
som inte vistas i stuterimiljé avmaskas efter trackprovsanalys (SVA, 2018).

De tre vanligaste anthelmintikagrupperna som anvands till hast &r makrocykliska laktoner (iver-
mektin, moxidektin), benzimidazoler (fenbendazol, oxibendazol) och tetrahydropyrimidiner
(pyrantel) (Kaplan & Nielsen, 2010). Makrocykliska laktoner och tetrahydropyrimidiner utdvar
sin anthelminska effekt genom paralys av parasiten. Benzimidazoler binder till parasitens -
tubulin och hdmmar syntes av mikrotubuli som &r viktig for transport av glukos. Utan mikro-
tubuli svélter parasiten ihjal (Rang & Dale, 2003). Parascaris spp. ar den dosbestdammande
parasiten for vissa hastanthelmintika. Det betyder att det krdvs en hogre dos av ett givet
lakemedel for att avdoda Parascaris spp. jamfort med 6vriga nematoder (Nielsen et al., 2014a).

Adulta och juvenila stadier av Parascaris spp. i tunntarmslumen har visat kénslighet for
benzimidazol, makrocykliska laktoner och tetrahydropyrimidin nar lakemedelena lanserades pa
marknaden (Nielsen et al., 2014a). Ett 6veranvandande av lakemedel har resulterat i resistenta



parasiter. Sedan borjan pa 2000-talet har det rapporterats om minskad effekt av makrocykliska
laktoner vid behandling av spolmaskinfektion i Nederlanderna, Kanada, Sverige och Danmark
(Boersema et al., 2002; Hearn & Peregrine, 2003; Lindgren et al., 2008; Schougaard & Nielsen,
2007). Enligt en studie (Lyons et al., 2008) gjord pa gardar i Kentucky sags god effekt mot
Parascaris spp. av oxibendazol, nagot samre effekt hos fenbendazol och mycket dalig effekt
hos pyrantel, trots dubbel dos, och praktiskt taget ingen effekt av ivermektin. Detta till skillnad
mot en svensk studie som visar god effekt hos pyrantel och fenbendazol (Lind & Christensson,
2009). Tio ar senare visade en annan svensk studie det forsta tecknen pa resistens mot pyrantel
I Europa men fortsatt god effekt hos fenbendazol (Martin et al., 2018). Sveriges veterinar-
medicinska anstalt rekommenderar att anvanda pyrantel eller fenbendazol vid avmaskning for
spolmask pa grund av den utbredda resistensen mot ivermektin (SVA, 2018).

Ivermektin finns tillgangligt som injektionsvétska, oral pasta, oral 16sning, tuggtabletter, pour-
on och premix till foder. | Sverige finns bara den orala pastan med indikation for hast (FASS,
2020). 1 en studie (Marriner et al., 1987) jamfordes plasmakoncentrationer av ivermektin vid
oral och subkutan administrering. Hogra plasmanivaer uppnaddes under langre tid med den
subkutana injektionen &n oral administrering. Smaérta, svullnad och varme upptradde dock vid
injektionsplatsen. Den rekommenderade dosen av ivermektin & 0,2 milligram per kilo
kroppsvikt for den orala beredningen pa hast (FASS, 2020).

Faecal egg count reduction test (FECRT)

FECRT ér idag det enda tillgdngliga metoden for att utvéardera klinisk resistens hos parasiter.
For att utfora FECRT tas ett trackprov innan avmaskning och ett uppféljande prov efter 14
dagar. Den procentuella minskningen beréknas for varje hast med hjalp av formeln nedan. Ett
snittvarde for hastarna raknas ut och ger den enskilda individen eller garden en procentuell
minskning av agg per gram, EPG. Detta vérde anvédnds sedan for att avgdra om resistens
foreligger eller inte (Nielsen et al., 2019). En minskad lakemedelseffekt behdver dock inte alltid
betyda att resistens foreligger. Foreslagna gransvarden bor tolkas som en riktlinje och inte ett
absolut svar.

EPG (innan avmaskning) — EPG (14 dagar efter avmaskning) = 100 FECRT

EPG (innan avmaskning)

Det finns for tillféllet inga specifika riktlinjer for hur FECRT ska tolkas for Parascaris spp..
American Association of Equine Practitioners har dock publicerat en vagledning for tolkning
av FECRT for cyathostominer, se tabell 1 (Nielsen et al., 2019).

Tabell 1. Vagledande gransvarden publicerade av American Association of Equine Practitioners for
cyathostominer (Nielsen et al., 2019)

Anthelmintika Kénslig Missténkt resistens Resistens
Fenbendazol/oxibendazol ~ >95 % 90-95 % <90 %
Pyrantel >90 % 85-90 % <85 %

Ivermektin/moxidektin >98 % 95-98 % <95 %



Det ar rekommenderat att anvanda detektionsgrans pa 25 EPG eller mindre. Hastar med EPG
under 200 ska exkluderas. Om FECRT visar sig under gransvérdet bor andra orsaker till
minskad effekt av lakemedlet uteslutas innan man forklarar parasiten resistent, till exempel
feldosering, felaktig forvaring av lakemedel med mera. Man maste ocksa ta i beaktning hur
manga hastar som testats och hur hog EPG de hade innan behandling. Om resultaten ar
svartolkade rekommenderas det att upprepa testet (Nielsen et al., 2014a).

Identifiering och karyotypning

Inom veterinér parasitologi har hastens spolmask traditionellt refererats till som Parascaris
equorum, men det finns ocksa en annan art av spolmask som namnts mycket mer séllan i
litteraturen — Parascaris univalens. Bada parasiterna beskrevs forst av van Beneden (1883). De
tva arterna ar morfologiskt identiska men skiljs at genom att Parascaris eqourum har tva
kromosompar medan Parascaris univalens bara har ett (Biocca et al., 1978). En teknik som
anvands for differentiering mellan de tva arterna ar karyotypning. Tekniken gar ut pa att
kromosomer fran tidiga embryon fixeras och fargas vid deras forsta mitos (Goday & Pimpinelli,
1984). Enligt Nielsen et al. (2014b) ar Parascaris univalens den idag mest forekommande arten
av spolmask hos hast och om inte differentiering mellan de olika arterna gjorts bor parasiten
refereras till som Parascaris spp.

MATERIAL OCH METODER
Gardar och hastar

I studien ingar 85 fol, inklusive 10 kontroller, i dldrarna 2-5 manader som skulle avmaskas med
ivermektin enligt plan fran djuragare och lokal veterinar. Félen kom fran 10 olika gardar, som
var utspridda 6ver sydvastra till norra Island, med 4-12 fol per gard. Tre gardar befann sig i
sydvastra Island, tre gardar i nordvastra Island och fyra gardar i norra Island (figur 1).

Kontrollerna utgjordes av en grupp obehandlade fol pa gard 1 som holls tillsammans med félen
fran gard 1 men som inte behandlades. Trackprover togs fran folen i samband med avmaskning
och uppfoljande trackprov togs 10-16 dagar senare. Alla folen avmaskades mellan den 30
september och 15 oktober. De flesta trackprov togs fran marken efter att félen setts defekera,
men i de fall folen inte defekerade togs prov rektalt. Proverna parades pa individniva och
identifikation gjordes med hjalp av signalement fran djuragare och ID-markning. Proverna
forvarades kylda fram till analysering. Analysering gjordes inom 72 timmar fér samtliga prov.

Alla folen avmaskades med ivermektin (4 ml, s.c. injektion, lvomec 10 mg/ml, Boehringer
Ingelheim Animal Health eller Noromectin vet. 10 mg/ml, Norbrook) av lokal veterinér. Tiden
for avmaskning paverkades inte av studien utan skedde nar den normalt skulle ske enligt
djuragarens plan. Folens vikt ar uppskattad till 150-200 kg. Dosen blev da beroende pa folens
vikt 0,2-0,27 mg/kg.
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Figur 1. Karta dver gardarnas lokalisation (Google Maps, 2020).

Modifierad McMaster

For att analysera trackproverna anvéndes modifierad McMaster-metod enligt Roepstorff &
Nansen (1998). Fyra gram track blandades med 56 ml kranvatten i Sorvall® Omni-mixer i 30-
60 sekunder i en hastighet av 1500-2000 varv per minut. Mixturen halldes genom en stalsil med
halstorleken 0,8 mm. Den avsilade vétskan samlades upp i en bégare. Innehallet i silen
skrapades ihop och tryckes till med en tesked ett par ganger innan det kastades. Den avsilade
vatskan sogs upp med en pipett fem ganger for att blandas innan den éverfordes till ett 10 ml
provrér som fylldes upp till 1,5 cm fran kanten. Provroret centrifugerades i 5 minuter vid en
hastighet av 2000 varv per minut. Dérefter halldes supernatanten av och kastades. Roret fylldes
med mattad magnesiumsulfatlosning (FASOL® reagent fran Kruuse, Langeskov, Danmark,
specifik vikt 1.225 g/ml) till samma niva som innan. Innehdllet blandades med hjalp av
trapinnar. Roret vandes 4 ganger med tummen for 6ppningen och flyttades sedan omedelbart
over till tva McMasterkammare med hjalp av en pipett. Tva McMaster-kammare fylldes for
varje prov. Kamrarna tillats vila 3-5 minuter innan rakning.

Vissa prover innehdll mindre dn 4 gram track. Mangden vétska modifierades da sa att det blev
14 ml vatten per gram tréck.



Faecal egg count reduction test

Inklusionskriterierna var att folen vid forsta provtagning skulle ha 6ver 100 EPG och att det var
minst 4 fol pa samma gard med minst 100 EPG. Data analyserades genom ett webbaserat
program utvecklat av matematikinstutitionen vid Zirichs universitet, sponsrat av Schweiz
nationella forskningsstiftelse. Metoden finns beskriven av Torgerson et al. (2014).

Karyotypning

Tréackprover fran tva gardar fran olika regioner polades ihop gardsvis. Tracken blandades sedan
med vatten och silades tva ganger, forst genom 1 mm och sedan 150 um. Sedan tvattades dggen
och samlades upp i en sil med 60 um hal. Aggens kapsel avlidgsnades med tre tvattar i 2 %
natriumhypoklorid i 16,5 % natriumklorid. Darefter skoljdes aggen sex ganger i vatten. Aggen
koncentrerades genom centrifugering och forvarades i 4°C eller inkuberades i 37°C i 2 timmar
i vantan pa forsta eller andra celldelningen. Aggen fixerades sedan i en mixtur av metanol,
attiksyra och kloroform (6:3:1) och tvattades sedan tva ganger med vatten. En droppe med
ungefar 500 agg placerades sedan pa ett objektglas under ett tackglas. Tryck sattes pa tackglaset
under 1 minut for att krossa dggen och placerades sedan i flytande kvave i 1 minut for frysning.
Tackglaset togs sedan bort och ett nytt tdckglas med ProLong® Diamond Antifade Mountant
med DAPI (Life Technologies) anlades. Efter en inkubationstid pa 24 timmar i rumstemperatur
skyddat fran ljus undersoktes dggen i ett fluorescerande mikroskop (Nikon).

RESULTAT
EPG och FECRT

Pa alla 10 gardar samt i kontrollgruppen fanns det 2 eller fler f6l som urskilde Parascaris-agg
i feces (tabell 2). Prevalensen av spolmask hos de 85 provtagna folen var 80 % (68 st). Fore
avmaskning var det totalt 17 fol som urskilde <7,5 EPG och efter behandling var det 18 fol som
urskilde <7,5 EPG. 47 av folen hade mattlig eller kraftig forekomst av agg i track innan
avmaskning (>200 EPG) och 43 hade mattlig eller kraftig forekomst efter avmaskning.
Medianen innan avmaskning var 270 EPG och 188 EPG efter avmaskning. Hogst uppmatta
forekomst hos en individ fore avmaskning var 3735 EPG, hogsta forekomsten efter var 8183
EPG, dessa prover var fran samma individ fran gard nummer 6. Pa fem av gardarna (gard 1, 3,
6, 8 och 10) samt kontrollgarden 6kade medelvardet for EPG vid andra provtagningen. Pa tre
av gardarna (gard 2, 5 och 9) minskade medelvérdet for EPG och pa en gard var det oférandrat
(gard 7).



Tabell 2. Lista 6ver gardarna, i vilken region de fanns, antal fol och aldersspann. EPG beraknades
innan samt ungefar 14 dagar efter behandling. Tabellen visar medeltal for EPG innan och efter
behandling. Tabellen visar ocksa EPG for den individ som urskiljde minst agg vid respektive
provtagning (EPG min) samt EPG for den individ som urskiljde hégst antal agg vid respektive
provtagning (EPG max). 'Se figur 1 for karta

Fére behandling Efter behandling
Gird  Region® Antal fol %\Ider EPG EEG EPG EPG EEG EPG
(manader)  medel min max medel min  max
1 N 8 4-5 512 53 1290 572 23 1725
2 N 12 2-4 1033 0 2378 693 0 1298
3 N 9 3-5 318 0 735 569 0 1583
4 N 9 3-5 240 0 1478 100 0 255
5 NW 7 2-5 514 0 1140 229 0 848
6 SW 4 3-4 2987 1943 3735 3651 8 8183
7 SW 8 2-5 473 0 1688 473 0 2640
8 SW 7 3-5 658 0 1575 804 15 1943
9 NW 6 2-4 140 0 518 133 0 780
10 NW 5 3 5 0 15 24 0 53
Kontroll N 10 4-5 509 8 1763 517 8 1583

For berdkning av FECR-test motte gard 9 och 10 samt totalt 35 av 85 6l inte inklusions-
kriterierna om att ha minst 100 EPG och att minst 4 fol fran varje gard skulle ha 6ver 100 EPG
vid forsta provtagningen. Totalt inkluderades 44 f6l och 6 kontroller (tabell 3). Inga f6l som var
<2 manader inkluderades i testet. Mest troligt var aven dessa individer infekterade men under
prepatensperioden. | dvrigt sags inga tydliga samband mellan alder och &ggurskiljning.

Tabell 3. Lista 6ver gardar och antal fol som inkluderats i FECRT. Medelvardet for EPG hos
inkluderade individer vid provtagning innan och efter behandling presenteras gardsvis

Gérd Region Antal fol Alder (mdnader) Medelvdrde EPG fore Medelvérde EPG efter
1 N 7 4-5 578 641
2 N 9 4 1370 908
3 N 6 3-4 478 738
4 N 4 4-5 488 100
5 NW 5 3-5 708 229
6 SW 4 3-4 2987 3651
7 SW 4 3-4 939 473
8 SW 5 4-5 905 804
Kontroll N 6 4-5 823 548

Tillfredsstallande anthelmintisk effekt (>95 %) uppnaddes inte pa nadgon av gardarna (tabell 4).
Fyra av gardarna hade 0 % FECR. Kontrollgruppen hade 34 % reducering av parasitdgg
(FECR), vilket aterspeglar den naturliga férandringen av EPG under studiens utférande.



Tabell 4. Resultat av FECRT. Presenteras gardsvis med konfidensintervall (95 %)

Gard FECR Konfidensintervall (95 %)

1 0% 0-0,01
2 34 % 0,32-0,36
3 0% 0-0
4 81 % 0,79-0,83
5 56 % 0,54-0,59
6 0% 0-0
7 6 % 0,01-0,1
8 0% 0-0,01

Kontroll 34 % 0,31-0,36

Karyotypning

Fran de bada gardarna fran olika regioner, sydvastra respektive norra Island, pavisades
Parascaris univalens. Arten identifierades med sitt enkla par av kromosomer i mitotisk anafas.
Inga celler med dubbel uppséttning som ses hos Parascaris equorum kunde pavisas.

50 pm
e |

Figur 2. 400X forstoring. DAPI-fargat Parascaris univalensigg vid forsta miotiska delningen dér ett
par kromosomer ses.

DISKUSSION

I denna studie identifierades arten av spolmask som Parascaris univalens. Detta ar i enlighet
med Nielsen et al. (2014b) dar den senaste forskningen tyder pa att Parascaris univalens ar mer
vanligt forekommande &n Parascaris equorum (Jabbar et al., 2014; Martin et al., 2018; Nielsen
et al., 2014b).

Resultatet av den har studien visar mycket dalig anthelmintisk effekt av ivermektin vid
behandling av spolmaskinfektion. Resistenslaget liknar det som setts i Australien,
Nederlanderna, USA, Kanada, Finland, Danmark, Italien och Tyskland (Armstrong et al., 2014;
Boersema et al., 2002; Craig et al., 2007; Hearn & Peregrine, 2003; Né&reaho et al., 2011;
Schougaard & Nielsen, 2007; Slocombe et al., 2007; Veronesi et al., 2009; von Samson-
Himmelstjerna et al., 2007). Med Islands geografiska lage och importférbud av hést sedan dver



1000 ar kan det antas att den resistens som ses i den har studien har utvecklats enskilt och
oberoende av import av resistenta maskar hos levande djur fran andra delar av vélden. Detta ar
mycket intressant da Parascaris spp. verkar mycket benagen till att utveckla resistens, trots att
ivermektin anvands mindre frekvent &n i andra lander &n Island. | den hdr studien ses
resistensmonster hos Parascaris spp. liknande dem i andra lander i varlden, nagot som tyder pa
att resistens har utvecklats pa ett liknande satt trots mycket olika avmaskningsrutiner, geografi,
historia och hasthallning. Av detta kan vi dra slutsatsen att &ven mindre frekvent avmaskning
an var 6-8 vecka leder till resistensutveckling. Detta stdimmer Overens med studien av
Leathwick et al. (2017) som genom en matematisk modell visar att resistens kan utvecklas &dven
vid avmaskning en gang pa ar och att félens alder vid avmaskningen hade stor paverkan pa hur
snabbt resistensen utvecklads. Enligt modellen ses det forsta tecknet pa resistens (FECR <90
%) nar folen avmaskades en gang per ar vid 3 eller 4 manaders alder redan efter ungefar 2000
dagar. Vid avmaskning vid 2 manaders alder sags resistens efter 4500 dagar. Vid avmaskning
vid 5 manaders alder utvecklades resistens efter knappt 7000 dagar. Om avmaskning skedde
vid en manads alder eller 6-12 manaders alder sags ingen resistensutveckling under de 20 ar
man foljt samma avmaskningsstrategi.

Ivermektin &r ett av de anthelmintikum som snabbast utvecklar resistens (Leathwick et al.,
2017). Detta kan forklaras av dess avdodande effekt pa samtliga utvecklingsstadier hos
nematoder. Enligt Leathwick et al. (2017) selekterar behandling vid 3 eller 4 manaders alder
hardare for resistens &n om man avmaskar tidigare eller senare. Detta tros bero pa att en enkel
behandling vid denna alder har storst effekt pa aggproduktion hos mottagliga genotyper. De
parasiter som Gverlever behandlingen och &r resistenta kommer da att utgora en storre andel av
populationen framoéver. Den del av populationen som inte utsatts for behandling kallas for att
vara i refugia och utsétts inte for selektionstryck. Att medvetet se till att en del av
parasitpopulationen inte utsétts for anthelmintika kan minska utveckling av resistens, till
exempel genom att inte behandla en andel av individerna som bér pa parasiter (Waghorn et al.,
2008). Detta leder till att kommande generationer parasiter i storre utstrackning kommer vara
kansliga for behandling vid anthelmintika eftersom selektionstryck inte utfvats. En annan
aspekt av detta tillvagagangssatt &r att man riskerar att oka den totala parasitbordan inom en
grupp eller pa ett bete, nagot som kan leda till negativa konsekvenser for djuren trots att
parasiterna ar kénsligare for anthelmintikum.

Efter 6 manaders alder utvecklar fol gradvis immunitet mot Parascaris spp., detta gor att bara
en enda behandling under denna period eliminerar en stor del av de mottagliga parasiterna. En
strategi som denna medfor ett okat selektionstryck for resistens och 0kad andel resistenta
individer i kommande generationer (Leathwick et al., 2016). Folen i den hér studien var mellan
2-5 manader gamla, varav de flesta 3-4 manader gamla vid behandlingen. Detta kan forklara
varfor vi ser sa utbredd resistens hos parasiterna i den har studien.

Pa Island har hastarna oftast tillgang till stora eller mycket stora betesmarker. Detta torde i
teorin bidra till ett lagt smittyck och minskat behov av avmaskning. Hur Parascaris-agg
Overlever i miljon ar inte helt klarlagt. Tidigare antogs det att de hade god Overlevnad i minst
18 manader (lhler, 1995), men en senare dversiktsartikel sammanfattade att 6verlevnaden kan
vara betydlig kortare an sa (Nielsen, 2016). Enligt Ihler (1995) paverkade ocksa typen av
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jordman 6verlevnaden hos dgg. Nagon analys av jordmanen har inte gjorts i den har studien.
Om o6verlevnaden ar dalig pa beten och smittrycket ar lagt blir populationen parasiter i refugia
lag, vilket kan bidra till en snabbare resistensutveckling. Huruvida klimatet paverkar
aggoverlevnaden pa beten dr annu ej klarlagt, och darmed gar det inte ange om klimatet pa
Island &r gynnsamt eller ej for parasitagg pa beten.

Héstarna och folen i den hér studien behandlades subkutant med ivermektin. Det &r tidigare
visat att den subkutana injektionen uppnar hogre plasmanivaer under langre tid an den orala
beredningen (Marriner et al., 1987). En senare studie jamforde effekten av oral administrering
jamfort med intramuskular injektion pa sma blodmaskar (Saumell et al., 2017). Hogst
plasmakoncentrationer uppnaddes vid intramuskular injektion, men den orala beredningen hade
100 % minskning av EPG efter behandling medan den intramuskuléra injektionen bara hade
36-64 % lakemedelseffekt. Slutsatsen av den studien var att hogre koncentrationer uppnas i
tarmen vid oral administration, detta paverkar parasiterna direkt och har pa sa satt en béttre
anthelmintisk effekt. Relevansen av detta &r stor da suboptimala koncentrationer av lakemedlet
kan bidra till 6kad resistensutveckling. Med den informationen maste vi stalla oss fragan om
verklig resistens foreligger eller om det &r dos och administrationssatt som &r orsak till
behandlingssvikt i denna studie. En studie som utfordes parallellt med denna undersokte
anthelmintisk effekt av ivermektin mot en annan nematod, lilla blodmasken, hos samma
individer som deltog i denna studie med samma administrationssatt. D&r var resultatet
annorlunda och betydligt béttre effekt sags, FECR 87,6 % - 100 % (opublicerade data). | den
studien verkar man ha kommit upp i terapeutisk dos. Parascaris spp. r dock minst kanslig for
anthelmintika av de nematoder som finns hos hést och darmed den parasit som ar
dosbestammande (Nielsen et al., 2014a). Anledningen till att den subkutana injektionen
anvandes av hastagarna i den har studien var att det sparade tid da det var manga, ofta
ohanterade hastar férutom folen som skulle avmaskas pa varje gard.

KONKLUSION

Subkutaninjektion av ivermektin med en dos av 0,2-0,27 mg/kg ej har tillracklig anthelmintisk
effekt. Om detta beror pa behandlingssvikt pa grund av for laga lakemedelkoncentrationer eller
om det foreligger verklig resistens &r svart att svara pa. En uppfoljande studie dar effekt av oral
administrering testas hade varit ett bra komplement till denna studie. Den vanligt
forekommande resistensen pa manga andra platser i varlden talar dock for att det med stor
sannolikhet ar resistens vi ser dven i denna studie. Fragan ar da om suboptimala
lakemedelskoncentrationer pa grund av subkutan administration bidragit till resistensutveckling
eller inte. Om sann resistens foreligger pa Island &r det intressant att analysera vilka gener det
ar som ligger bakom resistensen for att fa storre forstaelse kring hur anthelmintikaanvéandning
orsakar lakemedelsresistens hos indlvsparasiter hos hast.
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POPULARVETENSKAPLIG SAMMANFATTNING

Spolmask hos hast &r en vanligt forekommande parasit som finns i tunntarmen hos f6l och unga
héastar. Hastarna infekteras pa betet vid tidig alder och bygger succesivt upp ett effektivt
immunforsvar mot parasiten, varfor infektion hos vuxna hastar ar ovanlig. Spolmaskéagg pa
beten intas av hastarna nar dom betar. Aggen klacks i tarmen och migrerar sedan genom lever
och lungor. Frén lungorna hostas de upp och svéljs sedan ner till magen igen. Ater i tarmen
mognar parasiten till vuxet stadie, den ar da ungefar lika stor som en penna. Den vuxna masken
lagger dgg som utsondras tillsammans med avforingen. Pa sa satt ar livscykeln fullbordad och
aggen kan via betet infektera nya individer. Symptom fran luftvagar i form av nasfléde och
hosta, dalig tillvaxt samt i allvarliga fall forstoppning och tarmruptur till foljd av hog
parasitborda kan ses. Pa grund av de potentiellt allvarliga biverkningarna avmaskas de flesta
folen mot spolmask en till flera ganger under sitt forsta levnadsar. Pa senare ar har man sett
oOkat antal fall dar avmaskningsmedel ej haft fullgod effekt vilket innebér att maskarna uppvisar
resistens mot avmaskningsmedel. Av denna anledning undersoker den har studien effekten av
ivermektin, ett vanligt forekommande avmaskningsmedel, pa spolmask pa Island. Effekten av
ivermektin har aldrig tidigare undersokts pa Island.

Island har en speciell hasthallning. Hastarna gar i stora grupper éver stora ytor. Avmaskning-
arna sker endast 1-2 ganger per ar pa de gardar som ingar i studien. Flera av gardarna later
héstarna beta fritt uppe i bergen pa somrarna. Studien genomférdes genom att avféringsprov
fran 85 fol i dldrarna 2-5 manader. Folen befann sig pa 10 olika gardar med 4-12 fol per gard,
utspridda dver syd-vastra till norra Island. Avféringsprover togs i samband med avmaskning
och 14 dagar senare. Proverna analyserades for forekomsten av spolmaskégg. For att saga att
avmaskningsmedlet har god effekt ska man se 95 % minskad mangd agg i avféringen mellan
den forsta och andra provtagningen. | den har studien sdgs mycket dalig effekt av ivermektin.
Resultatet varierade mellan 0 % - 81 % minskning av &gg i avféringen per gard.

Det finns tva arter av spolmask hos hast. Den ena bendmns Parascaris equorum och den andra
Parascaris univalens. Det har tidigare antagits att P. equorum varit den vanligare av de tva
arterna, men nyare studier visar pa att forhallandet ar det omvanda. Arterna ar mycket lika och
har identiskt levnadssatt. Skillnaden mellan arterna att & P. univalens har en enkel
kromosomuppséttning medan P. equorum har dubbel. Detta kan askadliggoras genom att man
inkuberar dggen sa att den forsta celldelningen sker. Sedan fixerar man aggen i det laget, fargar
in dem med fluorescerande farg och tittar pa i ett fluorescerande mikroskop. | den héar studien
kunde endast enkla uppséttningar av kromosomer ses, och darmed identifierades arten P.
univalens.

| det har forsoket anvandes en injektionsform av ivermektin. Detta & pa grund av att
hasthallningen pa Island ser annorlunda ut an pa manga andra platser i vérlden. Pa somrarna
gar ston och fol uppe pa bergen och betar och nar folen ska avmaskas pa hosten ar det ofta deras
forsta kontakt med manniskor. Av denna anledning har vissa hastagare och veterindrer valt att
administrera lakemedlet genom injektion. I Sverige finns l&kemedlet ivermektin till hast bara
registrerat som pasta som ges via munnen. Djurdgarna anser att det tar langre tid och ar mer
stressande for héstarna att ge lakemedlet via munnen, darav har man valt injektionsformen
istallet. | studier har man sett att ivermektin har bast effekt nar det ges via munnen eftersom

12



hogst koncentration uppnas dar parasiterna befinner sig — i tarmen. Att lakemedlet getts via
injektion skulle kunna forklara varfor otillracklig behandlingseffekt ses.

Eftersom det ar omajligt att sanera bort parasitagg fran miljo och beten &r inte malet med
avmaskning av hast att fa bort alla parasiter. Malet &r att minska risken for sjukdom till foljd av
infektion samtidigt som man behandlar pa ett sddant satt som i minsta mojlig man orsakar
resistens. FOr att uppna detta ar det av stor vikt att hastarna avmaskas vid ratt alder. Avmaskning
vid 3 och 4 manaders alder har visat sig bidra till resistensutveckling i hdgre utstrackning an
vid avmaskning vid andra tidpunkter under félets forsta levnadsar. Majoriteten av hastarna i
den har studien var 3 och 4 manader gamla da avmaskningen agde rum. Ett annat satt att
fordroja resistensutveckling ar att man behandlar sa liten del av parasitpopulationen som
mojligt. Ej behandlade parasiter bidrar inte till 6kad resistens. Detta innebér att man ej bor
avmaska nar forhallandena gor att parasitagg har svart att dverleva i miljon, till exempel vid
torka. En kombination av avmaskning av fol i fel alder samt en liten population av obehandlade
maskar varje ar kan ha bidragit till resistensutvecklingen vi ser i var studie.
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