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Sammanfattning

Stora leverflundran, Fasciola hepatica, ér en endoparasit med predilektionsstille i gallgdngarna
och kan drabba en rad olika diggdjur. Parasiten har en indirekt livscykel med sotvattenslevande
snickor som mellanvérd samt har ofta idisslare som huvudvard. F. hepaticas livscykeln gynnas av
ett fuktigt och milt klimat och forekommer i Sverige, framfor allt landets s6dra delar. En 6kad
spridning av parasiten kan forvéntas till foljd av klimatfordndringar som orsakar varmare tempe-
raturer och mildare vintrar. Far r extra kénsliga for infektion och besittningar dar parasiten fore-
kommer kan drabbas av akut sjuka djur, nedsatt produktion och ekonomiska forluster.

Idag stélls diagnos oftast genom att parasiten pavisas hos djuren vid slakt eller genom tréck-
provtagning dir parasitigg pavisas genom sedimentation. Aven PCR kan goras pa trick for att
stilla diagnosen. cELISA &r annan diagnostisk metod som anvinds frimst i samband med forsk-
ning, men som enligt litteraturen har hog potential inom omradet. Syftet med denna studie ar att
jamfora sedimentation, PCR och cELISA vid diagnostik av F. hepatica hos tackor. Ett ytterligare
syfte dr att undersoka lantbrukares rutiner kring trickprovtagning och avmaskning samt undersoka
tidigare historik av F. hepatica i deras beséttningar.

For utférande av undersokningen samlades triack fran totalt 65 farbesattningar. Fran dessa
analyserades 105 samlingsprover, dér varje samlingsprov innehdll trick fran tre individer. Pro-
verna analyserades med sedimentation, PCR och cELISA for forekomst av F. hepatica. Prov-
svarens frén de olika diagnostiska metoderna jamférdes sedan med hjélp av Cohens kappa for att
berikna dverensstimmelsen. Resultatet visar en stark dverensstimmelse mellan sedimentation och
PCR (k = 0,72) samt mellan PCR och cELISA (k = 0,61). Overensstimmelsen mellan sedimenta-
tion och cELISA dr maéttlig (x = 0,56). Fran den genomforda undersékningen, i kombination med
tidigare litteratur inom omradet, dras slutsatsen att anvéindning av cELISA inom kommersiell
diagnostik har god potential, sérskilt som ett komplement till annan diagnostik och vid detektion
av tidiga infektioner. Emellertid foreligger det en risk for falskt negativa provsvar vid anvéndning
av cELISA vid analys av samlingsprov, vilket visar att det sannolikt inte r aktuellt att ersétta
sedimentation och PCR med cELISA.

Vidare undersoktes lantbrukares rutiner kring trackprovtagning och avmaskning samt besétt-
ningarnas tidigare historik av F. hepatica med en enkétstudie. Resultatet visar att lantbrukarna har
en generellt god kinnedom om parasitldget i beséttningarna samt att rutinerna hos en majoritet av
de som medverkat dr i enlighet med de rekommendationer som finns avseende trickprovtagning
och avmaskning.

Nyckelord: cELISA, diagnostik, Fasciola hepatica, far, PCR, sedimentation, stora leverflundran



Abstract

The common liver fluke, Fasciola hepatica, is an endoparasite with predilection site in the bile
ducts and it can cause disease in several different mammals. The parasite has an indirect life cycle
with freshwater snails as its intermediate host and often ruminants as its main host. The life cycle
of F. hepatica benefits from a humid and mild climate and in Sweden it occurs mainly in the
southern parts. An increased spread of the parasite can be expected because of climate change that
causes warmer temperatures and shorter winters. Sheep are sensitive to infection and herds where
the parasite occurs can suffer from acute illness, reduced production and financial loss.

Diagnosis is usually made by detecting the parasite when slaughtering the animals or by fecal
sampling where parasite eggs are detected by sedimentation. Another method that can be used for
diagnosis is PCR. cELISA is diagnostic method that is primarily used in research, but according to
the literature has a high potential in the field. The aim of this study is to compare sedimentation,
PCR and cELISA as methods for diagnosing F. hepatica in ewes. A further aim is to examine
farmers' routines regarding fecal sampling and deworming, as well as to examine the previous
history of F. hepatica in their herds.

Samples were collected from a total of 65 herds. From these, 105 pooled samples were ana-
lyzed, where each pooled sample contained fecal samples from three individuals. The samples
were analyzed by sedimentation, PCR and cELISA for the presence of F. hepatica. The test results
from the different diagnostic methods were then compared using Cohen's kappa to calculate
agreement. The result shows a strong agreement between sedimentation and PCR (x = 0.72) and
between PCR and cELISA (k= 0.61). The agreement between sedimentation and cELISA is
moderate (k = 0.56). From this study, together with previous literature in the field, it is concluded
that the use of cELISA in commercial diagnostics has good potential, especially as a supplemen-
tary method to other diagnostics and for the detection of early infections. However, there is a risk
of false negative test results when using cELISA alone when analyzing pooled samples, which
indicates that it is probably not appropriate to replace sedimentation and PCR with cELISA.

Furthermore, farmers' routines regarding fecal sampling and deworming as well as the herds'
previous history of F. hepatica were investigated with a questionnaire study. The results shows
that the farmers have a generally good knowledge of the parasite burden in their herds. The
routines of a majority of those who participated is in accordance with the recommendations
regarding fecal sampling and deworming.

Keywords: cELISA, diagnostics, Fasciola hepatica, sheep, PCR, sedimentation, common liver
fluke
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1. Inledning

Stora leverflundran, Fasciola hepatica, ar en parasit som tillhor gruppen sug-
maskar, trematoder (Jacobs ef al. 2016). Dess huvudsakliga slutvérd &r idisslare,
men den kan dven infektera en rad andra daggdjur, inklusive ménniska (Jacobs et
al. 2016; Hoglund & Johansson 2020). F. hepatica trivs 1 omrdden med milda
temperaturer, sanka marker och hog nederbord, eftersom det framjar bade para-
sitens mellanvard och dess olika larvstadium (Relf ez al. 2011; Hoglund & Jo-
hansson 2020). Krav pa véaderforhallandet leder till en sdsongsbunden variation 1

forekomst av infektion hos djuren (Bloemhoff et al. 2015).
Parasiten har en indirekt livscykel med vissa s6tvattenslevande sndckor som

mellanvird (Jacobs ef al. 2016). Nér parasiten forokat sig hos mellanvérden
smittas djur pa betet genom att de far i sig larver (metacerkarier) som finns i
graset (Jacobs et al. 2016). Bade F. hepatica och dess mellanvérd har en god
forméga att anpassa sig i miljon. Det i kombination med klimatforandringar och
global uppviarmning 6kar risken for 6kad prevalens hos idisslare (Fairweather
2011; Fox et al. 2011). Med stigande temperaturer forldngs betesperioden och
didrmed tiden ndr smitta kan spridas (Fairweather 2011). Flera lander i Europa har
de senaste aren dokumenterat ett 6kat antal fall av fasciolos (se referenser
Fairweather 2011; Beesley et al. 2017).

Trots omfattande forskning kring diagnostik av F. hepatica finns ett fortsatt
stort behov och globalt intresse for utveckling av forbattrade metoder inom om-
radet (Alvarez et al. 2014). I Sverige saknas d@ven kunskap om vilken metod som,
med hogst sensitivitet och specificitet, kan anvidndas for att Gvervaka smittan och
ta reda pa effekten av avmaskning. Huvudsyftet med denna studie &r att jimfora
de diagnostiska metoderna sedimentation, cELISA och PCR vid diagnostik av F.
hepatica hos tackor. Ett ytterligare syfte dr att med hjélp av en enkétstudie under-
sOka lantbrukares rutiner kring trickprovtagning och avmaskning samt undersoka
tidigare historik av F. hepatica 1 deras besittningar.



2. Litteraturoversikt

2.1 Forekomst och statistik

Ar 2010 uppmiittes prevalensen av F. hepatica hos svenska notkreaturbesittningar
1 s0dra och mellersta Sverige till 7,1 % nér tankmjolk testades for antikroppar
(Hoglund et al. 2010). Hoglund et al. (2014) menar att F. hepatica har blivit allt
vanligare i Sverige och rapporter om klinisk sjukdom har ocksé okat, det géller
aven fran omraden dédr man tidigare ar inte haft problem med parasiten. I kontrast,
visar Gard & Djurhilsans FarmStat-rapport for 2022 att forekomsten av slaktan-
markningar for F. hepatica hos kor har mer &n halverats fran 9 % 2018 till drygt

4 % 2022 (Reneby 2022).
I FarmStat-rapporten for 2023 presenteras de senaste siffrorna for forekomsten

av F. hepatica hos svenska farbesittningar (Reneby & Jonasson 2024). Ar 2022
testades trackprover frdn 164 farbeséttningar varav 8 % var positiva. Motsvarande
siffra for 2023, dd 151 farbesittningar testades, var 5 %. Vid jamforelse av parasi-
tdra fyndkoder i slaktrapporter fran kor i Sverige bekriftades att F. hepatica ér
overrepresenterad i sydvéstra Sverige och Véstra Gotaland, &ven mellersta Sve-
rige hade en 0kad forekomst (Reneby & Jonasson 2024).

2.2 Livscykel

F. hepatica har en indirekt livscykel med olika ddggdjur som slutvird och sot-
vattenslevande snickor som mellanvird (Jacobs et al. 2016). Agg fran F. hepatica
kommer ut med tracken, utvecklas och klécks pa betet till larver (miracidium)
(Fairweather 2011; Jacobs ef al. 2016; Howell & Williams 2020). For detta krivs
temperaturer 6ver 10 °C (Boray 1969; Jacobs ef al. 2016). Dirmed kommer dgg
som utsondras under tidig var inte att kldckas forrdn det blir varmare. Inkuba-
tionstiden for d4ggen ar temperaturberoende och gar snabbare vid hogre tempera-
turer, vid 15 °C tar det som minst 21 dagar tills 4ggen klacks (Boray 1969). Vid
temperaturer under -5 °C under lidngre &n 2 veckor dor dggen (Howell & Williams
2020). Miracidier klicks ur dggen och simmar med hjélp av cilier for att s& snart
som mojligt efter klackning hitta en snédcka (Jacobs et al. 2016; Howell &
Williams 2020). F. hepaticas huvudsakliga mellanvérd &r den amfibiska damm-
snidckan, Galba truncatula, som lever 1 sétvatten (Howell & Williams 2020;
Hoéglund & Johansson 2020). Aven nirbesliktade snickor inom familjen damm-
snickor, Lymnaeidae, agerar sporadiskt som mellanvédrdar men spelar en under-

ordnad roll (Hoglund et al. 2014).
I snédckan sker tre faser av asexuell reproduktion dér slutprodukten &r ytter-

ligare ett larvstadium, cerkarier, som ldmnar snickan (Jacobs et al. 2016). For
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varje miracidie som infekterar en sndcka kan 600—1 000 cerkarier utvecklas,
denna process r temperaturberoende och kan ta upp till flera veckor (Fairweather
2011 se Krull 1941; Jacobs et al. 2016). Cerkarierna simmar och faster sig till
grasstran och andra vattennira vixter (Hoglund et al. 2014; Jacobs et al. 2016;
Howell & Williams 2020). Dér slédpper de sin svans och utvecklas till infektions-
dugliga metacerkarier som encysterar i betesgriset (Boray 1969; Jacobs ef al.
2016). Utvecklingen fran miracidie till metacerkarie tar cirka 2 manader vid
optimala vdderforhdllanden. Parasitens larver &r mycket motstdndskraftiga och
kan vara infektionsdugliga pa betet i upp till ett &r, men dor vid temperaturer
under -10 °C (Boray 1969).

Idisslare far i sig larverna via gréaset nér de betar (Hoglund ef al. 2014; Hog-
lund & Johansson 2020). I mag-tarmkanalen tringer larverna sig igenom tarm-
viggen och tar sig ut i bukhdlan. De tar sig sedan till levern dar de borrar sig fram
genom levervidvnaden under 68 veckor innan de nér gallgangarna. I gallgédngar-
na utvecklas larverna till mogna flundror (Alvarez et al. 2014; Héglund et al.
2014; Howell & Williams 2020; Hoglund & Johansson 2020). Som vuxen blir F.
hepatica 2-5 cm lang (Jacobs et al. 2016). Efter parning och ytterligare ett par
veckor borjar de mogna flundrorna producera d4gg som kommer ut via gallan med
djurets avforing (Howell & Williams 2020; Hoglund & Johansson 2020). Vuxna
flundror kan 6verleva i far under flera ars tid (Howell & Williams 2020).

Pé varmare breddgrader har F. hepatica setts kunna dvervintra pé betet, bade 1
dess larvstadium och i 4gg, samt inuti mellanvérden eller inuti slutvirden (Hog-
lund ef al. 2014; Jacobs et al. 2016). Parasitens forméga att dvervintra under
svenska forhallanden &r delvis klarlagd och i1 Sverige tros det 1 huvudsak ske inuti
slutviarden. Parasitens metod for 6vervintring spelar en stor roll for tidpunkten da
nya djur infekteras pa betet kommande sdsong (Hoglund et al. 2014). Majoriteten
av betande djur som infekteras blir infekterade under den senare delen av betes-
sasongen (Hoglund et al. 2014; Novobilsky et al. 2012a).

2.3 Fasciolos hos far

Fér ar ytterst mottagliga for F. hepatica och ar betydligt kénsligare for infektion
an notkreatur (Alvarez et al. 2014; Hoglund et al. 2014). Trots det kan en l1ag-
gradig infektion forekomma utan kliniska tecken pa sjukdom (Bjork & Konig
2013). Akut sjukdom uppstér ndr faret fitt i sig en stor mdngd metacerkarier
(Boray 1969; Bjork & Konig 2013). I en experimentell studie uppvisade far som
administrerades 1000 metacerkarier subakut sjukdom, respektive 4000 meta-
cerkarier for perakut sjukdom (Boray 1969). Akuta symtom bryter vanligtvis ut
1-8 veckor efter infektionstillfallet (Alvarez et al. 2014; Howell & Williams
2020). Symtom uppstar pa grund av invértes blddningar 1 samband med att lar-
verna borrar sig igenom levern. Karakteristiska sjukdomstecken ar buksmértor,
anemi (Bjork & Konig 2013; Alvarez ef al. 2014), feber, hepatomegali, diarré,
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minskad tillvixt (Alvarez et al. 2014), ikterus och ibland plotsliga dodsfall (Bjork
& Konig 2013).

Den vanligaste formen vid infektion med F. hepatica ar kronisk infektion
(Bjork & Konig 2013). Den kroniska sjukdomsfasen borjar niar vuxna flundror har
etablerat sig 1 gallgdngarna (Alvarez et al. 2014) ofta 4-5 ménader efter infek-
tionstillfallet (Howell & Williams 2020). Manga djur visar inga eller milda kli-
niska symtom, sdésom minskad tillvixt. Andra sjukdomstecken dr avmagring,
nedsatt aptit, 1 grava fall kdftgropsédem, anemi (Bjork & Konig 2013; Howell &
Williams 2020) och ascites (Howell & Williams 2020). Digivande och hogdrak-
tiga tackor samt djur i dalig kondition av andra orsaker paverkas mest. Drabbade
tackor kan dven fa problem med att bli driktiga. Kronisk sjukdom ses vanligen
hos far under senvintern och tidig var (Bjork & Konig 2013).

Djur som har flera olika mognadsstadier av parasiten samtidigt uppvisar en mer
komplex sjukdomsbild (Bjork & Konig 2013). Bade far och notkreatur utvecklar
en immunrespons, men den r otillrdcklig for att utveckla forvéarvad skyddande
immunitet (Howell & Williams 2020). Den kliniska manifestationen kan skilja sig
at och beror pa flera olika faktorer, bland annat infektionsdos, varddjurets gene-
tiska komposition och immunforsvarets respons (Alvarez et al. 2014). Ibland
associeras fasciolos med samtidig bakteriell infektion, till exempel Clostridium
novyi som orsakar “’black disease” hos far (Alvarez et al. 2014; Howell & Wil-
liams 2020). Om sjukdomen férekommer i Sverige &r inte klarlagt men den &r i s
fall troligtvis mycket ovanlig.

2.4 Fynd vid post-mortembesiktning

Vid infektion med F. hepatica orsakar larvernas vandring genom levern skador 1
levervivnaden (Hoglund & Johansson 2020). Vid den akuta fasen dr fibrindst
exsudat pé leverkapseln, blodningar, vivnadsdestruktion, juvenila flundror och
inflammation vanliga patologiska fordandringar (Alvarez et al. 2014). I senare
forlopp av sjukdomen ses vivnadsirr och atrofi tillsammans med svullnad eller
kollaps av en eller flera leverlober och fibrin (Alvarez et al. 2014). Nér vuxna
parasiter etablerat sig i gallgdngarna ses ofta gallgangshyperplasi och fibros runt
dessa (Alvarez et al. 2014; Bernhard & Rockstrom 2024). Aven ocklusion av
gallgangar, minskat gallflode och forstoring av gallblasan noteras i grava fall
(Alvarez et al. 2014). Skadorna upptécks vid slaktbesiktningen och kan anvédndas
for att stélla en besattningsdiagnos (Hoglund & Johansson 2020). Hos fér kan
parasiten patrdffas hos lamm som slaktas pd hosten, vintern och véren forutsatt att
de varit pa bete, men dven hos utslagstackor (Bjork & Konig 2013; Novobilsky et
al. 2012a).

Vid rapportering om skador pé slakteriet anvénds kod 79/80 for stora lever-
flundran nir man pavisar parasiten i levern (Bernhard & Rockstrom 2024; Novo-
bilsky ef al. 2012a). Vid skador 1 levervidvnaden och/eller gallgangarna utan att
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flundror kan pévisas anvénds kod 83/84 for parasitér leverskada (Bernhard &
Rockstrom 2024; Novobilsky et al. 2012a). Denna typ av skador kan dven orsakas
av lilla leverflundran, Dicrocoelium dendriticum, och dirmed innebér kod 83/84
inte sékert att skadorna ar till foljd av F. hepatica (Novobilsky et al. 2012a).

Rapportering fran slakterierna dr ett vardefullt verktyg nir det kommer till
overvakning av F. hepatica (Novobilsky et al. 2012a). Ett problem 1 6vervak-
ningen dr att smaskaliga slakterier inte alltid l1dmnar ut rapporter om besiktnings-
fynd regelmassigt till djurdgarna (Novobilsky ef al. 2012a). Vidare ar rutinbe-
siktning, &ven om den sker enligt ett visst protokoll, personberoende och bedom-
ningar fran olika personer kan variera.

2.5 Diagnostik

For en definitiv diagnos av F. hepatica krévs pavisande av parasiten i djurets
gallgangar i samband med okuldr inspektion vid slakt (Munita ef al. 2019).
Obduktion av sjdlvdoda djur dr ocksé ett vardefullt hjdlpmedel for att diag-
nostisera en besédttning (Bjork & Konig 2013). Nackdelen med slakt och obduk-
tion &r att diagnos bara kan stillas post-mortem, {or diagnos ante-mortem finns
dven en rad olika metoder (Munita et al. 2019). Ett problem kopplat till diag-
nostiken r att det i Sverige saknas kunskap om vilken metod som, med hogst
sensitivitet och specificitet, kan anvindas exempelvis for att overvaka smittan och
ta reda pd effekten av avmaskning.

2.5.1 Sedimentation

Den vanligaste metoden for att diagnostisera F. hepatica hos levande djur ar
sedimentation som mdjliggor detektion av dgg 1 trdcken och som 1 engelsk
litteratur kallas fecal egg count (FEC) (Fairweather 2011; Alvarez et al. 2014;
Munita et al. 2019). Metoden anviinds rutinméssigt i Sverige (SVA 2024). Aggen
utsondras via galla med djurets avforing nér flundrorna dr vuxna (Jacobs et al.
2016), vilket sker tidigast 10—12 veckor efter intag av metacerkarier (Mezo et al.
2004 se Zimmerman et al. 1982; Munita ef al. 2019). Eftersom djuren oftast in-
fekteras pa sensommaren brukar man inte kunna pavisa dgg fran forstagangs-
betande djur forrén fran och med kommande december (Hoglund et al. 2014).

En nackdel med sedimentation &r att dggen fran F. hepatica utsondras
intermittent, vilket ger en risk for falskt negativa provsvar (Fairweather 2011;
Gordon et al. 2012; Alvarez et al. 2014; Kahl et al. 2023). Aven efter en lyckad
avmaskning kan dgg finnas kvar i gallbldsan och utsondras med tridcken i upp till
3 veckor, vilket kan leda till falskt positiva provsvar (Gordon et al. 2012). For att
metoden ska kunna utforas krivs ocksé en stor méngd fekalt material (3—10 g
track) (Gordon ef al. 2012; Kahl et al. 2023), men med mer provmaterial och upp-
repade undersdkningar dkar bade sensitiviteten och specificiteten (Munita et al.
2019).
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Mingden dgg fran F. hepatica i trick dr generellt sett 14g om man jaimfor med
mingden dgg fran gastrointestinala nematoder (Kahl ez al. 2023) och korrelerar
heller inte med antalet flundror eller graden av klinisk sjukdom (Fairweather
2011; Alvarez et al. 2014; Kahl et al. 2023). Provmaterial som vintar pd analys
kan forvaras i kylskapstemperatur i upp till en vecka, vilket gor metoden tids-
kanslig (Gordon et al. 2012).

Agg fran sugmaskar #r tunga och sjunker dé provmaterialet blandas med vat-
ten, vilket gor att sedimentationsteknik &r battre 1dmpad 4n flotation (Jacobs et al.
2016). Provmaterialet blandas med vatten och silas for att avldgsna storre partik-
lar. Efter flera tvittsteg granskas sedimentet som ansamlas pd botten under mikro-
skop (Jacobs et al. 2016). Agg fran F. hepatica #r ovalt formade, 130145 pm
langa och 70-90 pum breda. De har en tunn vigg och ér fyllda med granulerat gul-
brunt material (Thienpont et al. 2003) (se figur 1). For mikroskopisk detektion av
dgg kravs att varje prov analyseras individuellt samt att det gors av trdnad perso-
nal (Mezo et al. 2004; Munita et al. 2019). Metoden éar relativt tidskrdvande och
lampar sig darfor inte vid storskaliga undersokningar (Mezo ef al. 2004; Munita et
al. 2019). Agg fran F. hepatica har dven en liknande morfologi som dgg fran
vamflundran, Calicophoron/Paramphistomum, och det finns ddrmed en risk for
forvixling mellan dessa parasiter (Wenzel et al. 2019).
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Figur 1. Agg fidn F. hepatica i
ljusmikroskop. Foto: Matilda Fellinder

I en studie jamforde Kahl et al. (2023) den traditionella sedimentationsmetoden
med en modifierad metod som kallas Flukefinder (FLUKEFINDER®). Det ér en
variant av sedimentationsmetoden men déar provmaterialet 16ses 1 vatten och silas
genom tva silar med olika maskvidd. Den forsta silen avldgsnar storre partiklar
men sldpper igenom dgg frdn F. hepatica. Den andra silen fangar upp dggen men
slapper igenom mindre partiklar. Materialet 1 den andra silen spolas ut i en bégare,
sedimenteras och provet kan sedan l4sas av i mikroskop. Studien visade att fler
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dgg per gram (EPQG) hittades med Flukefinder jamfort med den traditionella
sedimentationsmetoden (Kahl ez al. 2023).

2.5.2 Koproantigen enzyme-linked immunosorbent assay

Koproantigen enzyme-linked immunosorbent assay (cELISA) dr en metod som ar
baserad pé detektion av antigen frén F. hepatica som utsondras i djurets track
(Fairweather 2011). Det dr en form av indirekt diagnostik och baseras pa att
specifika antikroppar binder till proteiner (antigen) som avges av F. hepatica
(Bio-X Diagnostics 2017). Enligt en studie gjord av Mezo ef al. (2004) kan
parasiten detekteras med hjélp av cELISA redan 5-8 veckor efter infektions-
tillféllet hos bade far och ndtkreatur. Det ger en betydligt tidigare diagnos 4n om
den stélls genom FEC. Djuren kan ddrmed diagnostiseras under prepatens-
perioden, vilket ger mojlighet till tidigare behandling, undvikande av lingre tids
paverkan pé levern och minskad ytterligare kontamination av betesmarker.
Samma studie visade dven att djuren forblev positiva 1 minst 18 veckor efter
infektionstillfallet (Mezo et al. 2004).

I jaimforelse med FEC ar cELISA betydligt mindre tidskrdvande om man
raknar i tid for laboratoriearbetet per djur (Gordon ef al. 2012). En annan fordel ar
att det finns mojlighet att frysa provmaterial innan analysen, vilket gér metoden
mindre tidskénslig (Gordon et al. 2012). Aven om metoden ir mindre beroende av
parasitologisk expertis, krdvs dock tillgang till viss laboratorieutrustning (se
nedan), som till exempel spektrofotometer och automatpipetter. Pa grund av detta
och kostnad for provtagningskit 4r cELISA dyrare och ddrmed inte lika
lattillgénglig som sedimentation (Collyer 2024).

Mezo et al. (2004) beskriver ett cELISA-test baserat pa en monoklonal
antikropp (mAb MM3). I studien visade testet bade en hog sensitivitet och en hog
specificitet med franvaro av korsreaktioner med andra gastrointestinala parasiter.
Antalet flundror som infekterar ett djur verkar dven vara korrelerat till koncentra-
tionen av antigen i tricken, ett lagt antal flundror ger alltsa en ldgre koncentration
av antigen. Trots detta visar studien att testet kan detektera 100 % av fir med en
flundra och 100 % av notkreatur med tva flundror (Mezo ef al. 2004). En studie
pa samma typ av cELISA-test gjordes av Palmer et al. (2014) och visade da en
lagre sensitivitet &n vad andra tidigare hdvdat. Enligt studien var sensitiviteten hos
far 88 % vid anvéndning av kittets rekommenderade troskelvirden.

Ett kommersiellt tillgdngligt cELISA-test for F. hepatica tillverkas av Bio-X
Diagnostics (Bio-X Diagnostics 2017). Testet utfors pd en mikroplatta med 96
brunnar. Hélften av brunnarna &r sensibiliserade med en specifik polyklonal anti-
kropp mot F. hepatica. Antikroppen binder till koproantigen som finns i trdcken.
Darefter appliceras en specifik monoklonal antikropp riktat mot F. hepatica-
antigen som &r kopplad till biotin. Sedan appliceras en peroxidas-kopplad avidin
som &r specifik for biotin varefter ett kromogen (tetramethylbenzidine) appliceras
(se figur 2). Om F. hepatica dr narvarande 1 provet kommer konjugaten vara
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bundna till varandra och en enzymreaktion omvandlar kromogenet fran farglost
till blatt. Slutligen tillsétts en stopplosning och resultatet ldses av i form av optisk
densitet (OD) i en spektrofotometer. Resterande hélften av brunnarna anvinds
som negativa kontroller (Bio-X Diagnostics 2017).

Tetramethylbenzidine

Avidin kopplad till peroxidas
(specifik for biotin)

Monoklonal antikropp
kopplad till biotin

. Koproantigen fran fekalt material

Polyklonal antikropp

Figur 2. Forfattarens illustration av de
olika komponenterna och dess bindningar
till varandra vid ett positivt cELISA-test.

Det rader konsensus i litteraturen att det troskelvérde for optisk densitet (OD cut-
off nivd) som rekommenderas av tillverkaren i cELISA-kit &r for hogt for att pa
ett exakt sitt kunna identifiera skillnaden mellan positiva och negativa prover
(Kelley et al. 2021). Déarfor finns det flera studier dar man provat att anvinda

olika troskelvidrden for att identifiera positiva prover (se referenser Kelley et al.
2021).

2.5.3 Polymerase chain reaction

Den molekyldra metoden polymerase chain reaction (PCR) kan anvéndas for att
diagnostisera F. hepatica och har visat potential inom omradet (Arifin et al.
2016). I en studie gjord av Kozak et al. (2008) kunde positiva PCR-resultat hos
fér ses atta veckor efter infektionstillfdllet vid analys av track och alla djur som
deltog 1 studien var positiva med PCR innan dgg kunde detekteras mikroskopiskt.
Liknande resultat sdgs dven i en studie av Le et al. (2012). Waseem et al. (2012)
jamforde PCR och FEC pa trick frin far och getter. 4,5 % av proverna fran far
testade positivt med PCR medan FEC var positivt i 3,5 % av samma prover.
Motsvarande siffror for get var 3,5 % respektive 2 %.

PCR baseras pa kopiering (amplifiering) av genetiskt material for detektion av
sma mingder deoxyribonukleinsyra (DNA) (Alvarez et al. 2014). I metoden
anvinds ett enzym som kallas DNA-polymeras. Det som vanligen anvénds vid
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PCR dr Tag-DNA (Khehra et al. 2024). Taq-DNA isoleras ur bakterien Thermus
aquaticus och anvénds tack vare dess virmetoleranta egenskaper. For utforande
av PCR krévs ett primerpar som binder till bdda sidor om en specifik DNA-
sekvens. Proceduren borjar med att provet hettas upp till 95 °C, vilket bryter
vatebindningarna mellan basparen och separerar de tva DNA-strdngarna. Sedan
sdnks temperaturen for att primrarna ska binda till det enkelstrdngade DNAL.
Temperaturen hojs sedan och DNA-polymeras bygger upp nytt identiskt dub-
belstringat DNA med hjélp av nukleotider. Denna procedur upprepas flera
génger, vilket resulterar i en stor mings identiska DNA-sekvenser (Khehra ef al.
2024). I realtids-PCR léses en fluorescerande signal av, som &r proportionell till
mingden DNA i provet, med hjélp av ett PCR-instrument (Godfrey 2009).

2.5.4 Andra diagnostiska metoder

Ytterligare metoder som kan anvéndas som diagnostiska hjdlpmedel, men som
inte utvérderas 1 denna studie, dr bland annat detektion av antikroppar eller anti-
gen 1 serum eller mjolk samt andra blodanalyser. Antikroppar kan detekteras 1
blod eller mj6lk hos djur som ér eller har varit infekterade med F. hepatica (Fair-
weather 2011; Gordon et al. 2012; Alvarez et al. 2014; Munita et al. 2019). Nack-
delen ir att det, vid ett positivt testresultat, inte gar att avgéra om djuret har en
pagéende infektion eller om djuret nyligen har genomgatt infektionen, eftersom
antikroppar kan finnas kvar i blodet exempelvis efter lyckad behandling (Fair-
weather 2011; Gordon et al. 2012; Alvarez et al. 2014; Munita et al. 2019).
Genom detektion av antikroppar kan diagnos stéllas som tidigast 3—5 veckor efter
infektionstillfallet (Mezo et al. 2004; Novobilsky et al. 2012b). Vissa lamm kan
ha antikroppar innan betesperioden paborjats, vilket beror pa passiv overforing
fran seropositiva tackor via kolostrum (Novobilsky et al. 2012a).

Antigen fran F. hepatica har dven visats kunna detekteras i blod fran 1 vecka
efter infektionstillfallet med ett ELISA-test baserat pa polyklonala antikroppar. I
kontrast till serumantikroppar, minskar antigen 1 serum snabbt efter en lyckad
avmaskning (Alvarez ef al. 2014).

Genom blodanalys kan @ven GLDH och GGT mitas och dkade nivder av dessa
leverenzymer dr en indikation pa leverskada (Gordon et al. 2012; Alvarez et al.
2014). Aven blodparametrar som visar anemi, eosinofili och hypoalbuminemi kan
relateras till infektion med F. hepatica och vara av diagnostiskt virde (Fair-
weather 2011). Inga av ndmnda blodparametrar ar specifika for fasciolos och
blodprovssvar bor darfor kombineras med annan diagnostik innan diagnos fast-
stélls (Gordon ef al. 2012).

Ytterligare en molekylar diagnostisk metod dr loop-mediated isothermal ampli-
fication (LAMP) som specifikt kan identifiera F. hepatica och som har visat sig
vara mer sensitiv dn den konventionella PCR-metoden (Alvarez et al. 2014).
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2.6 Behandling med avmaskningsmedel

En viktig del i kontrollen av F. hepatica ér korrekt behandling av drabbade besétt-
ningar. Avmaskning bor i huvudsak ske i beséttningar med problem och dér diag-
nosen har bekriftats (Bjork & Konig 2013; Howell & Williams 2020). I Sverige
finns tre substanser registrerade, triklabendazol, albendazol och klosantel, for an-
vandning till djur och olika likemedlen 4r verksamma mot olika livsstadier av
parasiten (Fass Djurlikemedel 2024a, b, c). En korrekt dosering av ldkemedel ar
viktigt for att uppné onskad effekt och undvika utveckling av ldkemedelsresistens
(Howell & Williams 2020).

I norra Europa, dér djur infekteras under sensommaren, dr den mest effektiva
tidpunkten for avmaskning under sen host eller vinter (Howell & Williams 2020).
Behandlingen bor ges ndgra veckor efter installning. Om djuren behandlas vid rétt
tidpunkt riacker ofta en behandling arligen. Avmaskning kan dven utforas pa varen
innan djuren sldpps ut pa bete for att undvika att betet kontamineras av dgg fran
flundror som dvervintrat i djuren (Howell & Williams 2020).

Triklabendazol dr en unik benzimidazol som har effekt mot alla stadier av F.
hepatica, fran 2 veckor efter infektionstillfallet (Howell & Williams 2020). Tri-
klabendazol ar det enda ldkemedlet for behandling akut fasciolos som kan uppsta
vid migration av omogna larver (Howell & Williams 2020; Novobilsky et al.
2012a). Déarmed ir det extra viktigt att undvika onddig anvéndning samt vélja
andra ldkemedel 1 den mén det gér (Fairweather 2011). Det finns flera rapporter
om en utbredd resistens mot triklabendazol 1 Europa, vilket ar extra problematiskt
for farbesittningar da faren har hog risk att utveckla akut fasciolos (Howell &
Williams 2020).

Aven albendazol 4r en benzimidazol men som endast har effekt mot vuxna
flundror, frén 10 veckor efter infektionstillfallet (Howell & Williams 2020). En-
ligt Fass Djurldkemedels webbsida (2024b) dr doseringen av albendazol 5 mg/kg
medan internationella rekommendationer ligger pd 7,5 mg/kg. I ett samarbetspro-
jekt mellan Gard & Djurhidlsan och SLU ar 2011 jdmfordes effekten av dessa tva
doser, och slutsatsen var att enbart den hogre dosen gav dnskad effekt (Novo-
bilsky et al. 2012a).

Ett annat ldkemedel verksamt mot F. hepatica ar klosantel som tillhor gruppen
salicylanilider (Fass Djurldkemedel 2024c). Klosantel har effekt mot bdde vuxna
flundror och sena larvstadier, frdn 7-8 veckor efter infektionstillfdllet (Howell &
Williams 2020). Rapporter om viss resistensutveckling finns bade for albendazol
och klosantel (Novobilsky & Hoglund 2015; Novobilsky ef al. 2012b).

2.7 Profylaktiska atgarder

F. hepatica kan dven forebyggas genom att dika ut eller stingsla av runt sanka
marker, minska betestrycket eller infora vixelbete med en mindre kénslig djurart
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(Fairweather 2011; Novobilsky et al. 2012a). En god betesplanering dér man inte
later faren beta pa sanka marker under sensommaren, fran slutet av augusti, mot-
verkar ocksa att djur smittas och betet kontamineras med flundrans dgg. Ett alter-
nativ &r att dverviga att stalla in djuren tidigare pa sdasongen (Novobilsky et al.
2012a). Vid ink6p av nya djur bor man efterfraga status for stora leverflundran i
den siljande beséttningen samt behandla djur som ar kopta fran riskbeséttningar i
karantén (Fairweather 2011; Novobilsky et al. 2012a).
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3. Material och metod

3.1 Urval av besattningar

Under februari 2024 skickades ett upprop ut till farbesattningar som var kunder
inom Gérd & Djurhélsan i Skane, Halland och Vistra Gotaland och dér djur-
dgarna uppmanades att skicka in trickprover som undersoktes gratis for F. hepa-
tica. Totalt valde 42 besittningar att delta och varje beséttning skickade in tre
separata trackprover fran tackor till Vidilab fran mitten av februari till mitten av

mars 2024.
I september 2024 uppmanades samma djurdgare att skicka in nya trickprover,

helst frdn samma tackor som undersoktes tidigare eller fran tackor frén samma
djurgrupp. Av dessa var det 26 djurdgare som skickade in nya prover. For att fa
maximalt antal prover till undersdkningen av koproantigen valdes ytterligare 31
trackprover ut fran 23 besittningar som skickats till Vidilab under hosten. Dessa
prover inkom till Vidilab fran mitten av september till mitten av oktober och kom
fran sddra och mellersta Sverige. Totalt inkluderades 105 samlingsprover fran 65
olika besittningar 1 undersdkningen.

3.2 Enkatstudie

I september skickades en enkét ut till de 42 beséttningar som deltagit i studien
under véren. I enkéten stilldes frdgor om beséttningarnas rutiner for trackprov-
tagning och avmaskning samt tidigare historik av F. hepatica 1 besittningen (se
bilaga 1).

3.3 Sedimentation

Fran varje besittning analyserades minst ett trickprov som samlingsprov fran tre
djur enligt de rutiner som anvinds pa Vidilab (Vidilab AB 2021). Tva g trick per
djur togs frén tre individer (6 g per prov totalt) och mixades med stavmixer till-
sammans med 84 ml vatten i en biagare. Provvitskan silades genom en dubbel
gasviv, sé att storre partiklar avlidgsnades, och hilldes upp i ett provror. Over-
flodig provvitska sparades for PCR-analys. Provroret fick sedan sta i 20 minuter.
Diérefter aspirerades 6verfasen med hjélp av en vattensug fran vattenytan tills 2—3
cm av provvitskan dterstod 1 provroret. Provroret fylldes sedan med vatten dnda
upp. Det hir steget upprepades cirka fyra ginger med 20 min mellanrum tills pro-
vet var tillrackligt rent for avldsning och hela processen tog ca 2—3 timmar (se
figur 3). Vitska sogs da fran vattenytan tills 2-3 cm av provvitskan aterstod med
hjéilp av vattensug (Vidilab AB 2021).
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Figur 3. Bild A visar nyligen satta prover. Bild B visar prover som snart dr klara
for avidsning. Foto: Matilda Felldnder

Den slutliga provvitskan blandades i provroret och hélldes upp i en petriskal med
ndgra droppar diskmedel. Provet ldstes av under ett vanligt ljusmikroskop med
40X forstoring. Resultatet uttrycktes som positivt eller negativt for forekomst av
dgg frn F. hepatica. Pa en arbetsdag analyserades som mest ca 10 prover at
gingen med sedimentation.

3.4 Koproantigen enzyme-linked immunosorbent
assay

Pévisande av koproantigen gjordes med Bio-X Diagnostics ELISA-kit (BIO K
201 - Monoscreen AgELISA Fasciola hepatica / indirect sandwich, double wells).
Forberedelse och utforande av analys tog tva dagar. Forsta dagen forbereddes
spadningar bestaende av cirka 0,7 g trick, taget fran tre tackor i samma besétt-
ning, och 2 ml buffert. Nagra prover analyserades dven som enskilda prover med
0,7 g track frén en tacka per prov. De spddda proverna centrifugerades i 10
minuter pa 1000 g, varpa dverfasen fran varje prov samlades upp i separata ror.
Proverna forvarades i kyl vid 4 °C &ver natt. Proceduren utfordes enligt Bio-X
Diagnostics instruktionsblad (Bio-X Diagnostics 2017), men enstaka fordndringar
i proce-duren gjordes: i analysen anvédndes i majoriteten av proverna 0,7 g track
fran tre individer istillet for 0,5 g frdn en individ som instruktionen foreslog och

forbe-redda prover inkuberades Gver natten 1 kylskap.

Figur 4. Bild A visar cELISA mikroplattor med provmaterial. Bild
B visar en ELISA mikroplatt-tvdtt. Foto: Matilda Felldnder
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Andra dagen slutférdes analysen med cELISA. For analys anvéndes en mikro-
platta med plats f6r 47 prover och 1 kontroll, tvittlosning, 16sning med biotin-
konjugerade antikroppar {or F. hepatica, avidin-peroxidas, kromogenldsning
(tetramethylbenzidine) och stopplosning. Under utforandet av analysen foljdes
instruktionen strikt frdn Bio-X Diagnostics instruktionsblad (Bio-X Diagnostics
2017) déar mikroplattorna tvittades mellan varje tillsatt konjugat (se figur 4). Efter
slutford procedur lastes OD-virdena av i alla brunnar pa mikroplattan med hjilp
av en spektrofotometer vid 450 nm filter. I Excel berdknades optiska densiteter i
procent for varje prov (se bilaga 3) och de bedomdes som positiva eller negativa
baserat pa tvé olika troskelviarden. De troskelvirden som anvéndes var det rekom-
menderade troskelvérdet fran cELISA-kitet pd 8 % samt ett lagre troskelvarde
baserat pa vad man anvént i tidigare studier pa 2 %. Hela analysen med cELISA
tog 5—6 timmar att utfora.

3.5 Polymerase chain reaction

Den overflodiga provvitskan fran sedimentationen forbereddes for DNA extrak-
tion genom att centrifugeras i 706g i 5 min. Sedan aspirerades Overfasen. Mittad
saltlosning tillsattes till provet, det blandades vil och centrifugerades vid 706g 1 5
min. Overfasen aspirerades. Sedan tillsattes PBS, det blandades vil och centrifu-
gerades vid 400g i 1 min. Overfasen aspirerades. PBS tillsattes och provet hante-
rades pa samma sétt ytterligera tva gdnger. Efter den sista omgangen centrifugera-
des inte provet utan fick sta for att sedimenteras i 20 min (se figur 5). Overfasen
aspirerades och 1000 pl av det sedimenterade materialet 6verfordes till bead-be-
tingror innehallande tungstenskulor.

,*‘
T s T T T =

Figur 5. Prover under forberedelse for DNA
extraktion. Foto: Matilda Fellinder

Under utfoérandet foljdes Vidilabs rutiner for PCR-analys (Vidilab AB 2024). For
att extrahera DNA anvindes en metod som kallas bead-beting. Proverna centrifu-
gerades vid 2000g i 1 min. Overfasen aspirerades och direfter tillsattes lyserings-
buffert. Lock sattes pd och plattan kordes 1 Tissuelyser I och skakades vid 30 Hz
1 2x1 min. Proverna centrifugerades vid 2000g 1 1 min. Sedan tillsattes Proteinase
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K och nya lock sattes pé plattorna. Proverna vortexades och inkuberades i virme-
block vid 90 °C i 10 min. Proverna centrifugerades sedan vid 2000g i 1 min (Vidi-

lab AB 2024).
Med hjélp av labbrobot TANbread 4800 extraherades DNA frén proverna (Vi-

dilab AB 2024). 300 pl av proverna dverfordes till extraktionsplattor och spetsar
applicerades i roboten. Plattorna sattes in i roboten varefter programmet kordes
(Vidilab AB 2024).

En mastermix gjordes genom att tillsdtta PerFeCta ThoughMix med MQ type 1
vatten och primer-probemix (Vidilab AB 2024). Roret vortexades vil. 22 ul
mastermix tillsattes till brunnarna pa en PCR platta. Sedan 6verfordes 3 pl DNA-
prov till varje brunn pd PCR-plattan. Positiv DNA-kontroll tillsattes som positiv
kontroll och vatten tillsattes som negativ kontroll. Plattan forseglades sedan med
en plastfilm och placerades i qPCR-instrument (Vidilab AB 2024). Proverna be-
domdes som positiva eller negativa baserat pa kurvorna frdn qPCR- instrument (se
figur 6). Extraktion av DNA och PCR-analys for med plats for 48 prover tog ca 5-
6 timmar.

;

R Foto: Matilda Fellinder

Figur 6. gPCR-instrument

under pdgdende analys.

3.6 Statistisk analys

Alla provsvar och svar fran den utskickade enkiten sammanstélldes i Microsoft
Excel. Overensstimmelsen mellan de olika diagnostiska testerna beriiknades med

hjélp av Cohens kappa och formeln k = Po”Pe 1 formeln star Do for “observed”

1-pe

och dr andelen provsvar som observerats stimma Overens mellan tva tester, me-
dan p. star for “expected” och dr den hypotetiska sannolikheten for en slump-
missig Overensstimmelse mellan testerna (DATAtab 2024).
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4. Resultat

4.1 Sedimentation

Totalt analyserades 105 samlingsprover under vér och host med sedimentations-
metoden. Varje samlingsprov innehdll track fran tre individer och proverna var
samlade frén 65 olika besédttningar. I de undersokta proverna péavisades dgg fran
F. hepatica i tolv prover fran elva beséttningar (se bilaga 2). Samtliga av dessa
prover bedomdes som positiva (se tabell 1).

4.2 Koproantigen enzyme-linked immunosorbent
assay

Proverna som analyserades med cELISA bedomdes pa tva olika troskelvarden,
2 % respektive 8 %. Alla prover som analyserades med sedimentationsmetoden
analyserades dven med cELISA. Vid beddmning pa 8 % var 8 prover positiva.
Vid bedémning pa 2 % var 24 prover positiva (se tabell 1). Firgomslaget pa

mikroplattorna kan ses i figur 7.
28 av de 58 samlingsproverna som analyserades pd hosten kdrdes dven som 83

individuella trackprover i cELISA. Pa 8 % beddmdes fyra som positiva, varav tva
ingick 1 positiva samlingsprov. De andra tva proverna som var positiva vid indivi-
duell analys ingick i negativa samlingsprov. Vid bedomning av de individuella
trackproverna pa 2 % var 26 positiva, varav alla utom tre dven ingick i positiva
samlingsprov (se bilaga 2).

Pé en av mikroplattorna (mikroplatta 3) var OD-vérdet f6r den positiva kont-
rollen 0,708, vilket anses vara for lagt enligt tillverkaren som menar att det bor
vara 6ver 0,800 for att klara kvalitetskontrollen. Ddrmed uppstod en risk att ett
fatal prover felaktigt kan ha beddmts som positiva och resultatet fran mikroplatan
bor dirfor tolkas med viss forsiktighet (se bilaga 3).

2

Figur 7. Bilderna visar de cELISA mikroplattor som anvdndes till alla testade
prover. Brunn G1 dr positiv kontroll. For OD-vdrden i individuella brunnar se
bilaga 3 Foto: Matilda Felldnder
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4.3 Polymerase chain reaction

Totalt analyserades 78 samlingsprover med PCR under var och host. Av dessa var
nio prover positiva dir DNA frén F. hepatica kunde identifieras (se tabell 1). Pa
grund av brist pé resurser kunde inte alla prover analyseras med PCR, dirav
begrinsades PCR-undersokningen till endast 78 prover jamfort med 105 prover
for sedimentation och cELISA.

Tabell 1. Visar antalet positiva och negativa samlingsprover under vdr, host och totalt
for sedimentation, cELISA med tréskelvirde pd 2 % respektive 8 % samt PCR.

Var Host Totalt

Pos Neg Pos Neg Pos Neg
Sedimentation 10 37 2 56 12 93
cELISA (8 %) 5 42 3 55 8 97
cELISA (2 %) 9 38 15 43 24 81
PCR 7 24 2 45 9 69

4.4 Jamforelse av diagnostiska metoder

Vid jamforelse for Overensstimmelse av provresultatet for de olika metoderna an-
vindes Cohens kappa. For sedimentation och cELISA med troskelvérde pé 8 %
var k = 0,56, vilket bedoms som en méttlig 6verensstimmelse. Vid jamforelse av
sedimentation och cELISA med troskelvérde pa 2 % var k = -0,02, vilket betyder
att overensstimmelsen dr obefintlig. Nar PCR jamfordes med cELISA pa 8 % var
k= 0,61 och det indikerar en stark 6verensstaimmelse. Vid PCR jamfort med
cELISA pa 2 % var i stdllet k = 0,34 och indikerar en svag dverensstimmelse.
Starkast 6verensstimmelse sdgs mellan PCR och sedimentation dér k = 0,72 (se
tabell 2). Antalet positiva prover som identifierades av respektive metod samt hur
provsvaren stimde dverens med varandra presenteras 1 figur 8.

Tabell 2. Visar k -virdet berdknat med Cohens kappa vid jadmforelse av dverens-
stimmelsen mellan de olika diagnostiska metoderna samt bedémningen av detta vdrde.

K -vdrde Overensstimmelse
Sedimentation jfr. cELISA (8 %) 0,56 Mattlig
Sedimentation jfr. cELISA (2 %) -0,02 Ingen
cELISA (8 %) jfr. PCR 0,61 Stark
cELISA (2 %) jfr. PCR 0,34 Svag
Sedimentation jfr. PCR 0,72 Stark
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Overensstammelse av diagnostiska metoder for positiva prover

Var (n=47) Host (n=58)

 Positiva prover sedimentation (' Positiva prover cELISA (8 %)

Var (n=31) Hést (n=47)

 Positiva prover sedimentation  Positiva prover PCR

Var (n=31) Host (n=47)

(' Positiva prover cELISA (8 %) " Positiva prover PCR

Figur 8. Venndiagrammen visar éverensstammelsen mellan de olika diagnostiska
metoderna under vdren och hésten 2024. Siffrorna i cirklarna anger antalet positiva
prover med den specifika diagnostiska metoden. Siffran ddr cirklarna overlappar anger
antalet positiva prover som identifierades av bada metoderna. Det totala antalet prover
som testats med bdda metoderna anges som n.
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4.5 Geografisk spridning

De besittningar som testade positivt for F. hepatica befann sig framfor allt i
Skéne, Halland och Vistra Gotaland samt ett enstaka i mellersta Sverige (se figur
9). En liknande geografisk spridning kunde ses for de besattningar som angett i

enkétstudien att de ndgon gang tidigare fatt diagnosen F. hepatica i beséttningen
(se figur 10).

\ . o Y

\,‘.; 'h/“rkmj @ Positiv \. .‘f"" @ Tidigare férekomst
s ..9§ ® Negativ I {) Aldrig férekomit
o | —

Figur 10. Kartan visar den geografiska

Figur 9. Kartan visar den geografiska o ) o
spridningen for positiva och negativa spridningen for besdttningar som angett
besdttningar utifran resultatet for

sedimentation. PCR och cELISA med forekomst av F. hepatica i besdttningen i
’ enkdtstudien.

respektive ej angett att de haft tidigare

troskelvdrde pa 8 %.

4.6 Enkatstudie

Totalt svarade 33 av 42 lantbrukare med firbeséttningar pd enkiten, vilket gav en
svarsfrekvens pa 79 %. Beséttningarna var av olika storlekar fran fyra till 500
tackor, 1 genomsnitt var det 57 tackor per beséttning. Det var vanligare med

mindre beséttningar pd <40 tackor (se figur 11).
Sammanlagt 85 % av besédttningarna angav att de rutinméssigt tog trackprov

for grundanalys (ej F. hepatica) fran faren. 54 % angav att de arligen tog track-
prov fran bade tackor och lamm medan 30 % angav att de endast tog trackprover
arligen frén tackorna. 6 % tog trackprover oregelbundet, vid misstanke om sjuk-
dom (se figur 12).
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v Antal tackor per besattning

12
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4-20tackor  21-d0tackor  41-60tackor  61-80tackor >80 tackor

Rutiner for trackprovtagning (n = 33)

= Arligen fran tackor och
lamm

= Arligen fran enbart
tackor

= Vid misstanke om
sjukdom

= Vet ej/ej angett

Figur 11. Diagrammet visar antalet  Figur 12. Diagrammet visar vilka rutiner for
tackor i de besdttningar som deltog i trickprovtagning de olika farbesdttningarna som
enkdtstudien. deltog i studien tillimpar.

Lantbrukarna fick dven svara pa vad som hittades vid senaste trickprovtagningen
1 besittningen. 36 % angav att faren haft trichostrongylida 4gg med forekomst av
Haemonchus contortus, 24 % trichostrongylida 4gg utan forekomst av H. contor-
tus samt 12 % svarade att inga parasitdgg kunnat pdvisas 1 trackprovet (se figur
13).

)AV de som deltog i1 enkitstudien angav 16 besittningar att de haft tidigare fore-
komst av F. hepatica vid minst ett tillfille. Den geografiska spridningen for dessa
beséttningar kan ses i figur 10. Av dessa angav 38 % att diagnosen F. hepatica
stéllts enbart vid slakt, 13 % hade fatt diagnosen stédlld genom enbart trackprov-
tagning och 44 % hade fétt diagnos stélld med bade trackprovtagning och slakt-
fynd (se figur 14).

Parasitférekomst vid senaste tréackprovtagningen (n = 33)

Metod vid konstaterad F. hepatica (n = 16)

= Trichostrongylida med "
H. contortus = Trackprov
= Trichostrongylida utan

= Slaktfynd
H. contortus

= Bade tréckprov och
slaktfynd

= Vet ej/ej angett

= Inga parasitdgg
pavisade

" Vet ej/ej angett

Figur 13. Diagrammet visar vilka parasiter Figur 14. Diagrammet visar vilken metod

som forekommit i de olika besdttningarna  som anvints vid konstaterande av F.

vid den senaste trdckprovtagningen. hepatica i de besdttningar dir parasiten
forekommit tidigare.

Flera besittningar angav att de tidigare fétt slaktanmérkningar med olika koder

som kan kopplas till parasiter i mag-tarmkanalen. Stora leverflundran (kod 79/80),
lilla leveflundran (kod 81/82), parasitér leverskada (kod 83/84) och 6vrig lever-
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skada (kod 87/88) forekom i olika grad. Fem beséttningar svarade att det nuvaran-
de slakteriet inte ldmnar ut nagra rapporter om slaktfynd till lantbrukaren (se figur
15).

)Totalt 82 % av besittningarna angav att de avmaskat sina djur mot ndgon form
av parasiter under ar 2024. Majoriteten hade enbart avmaskat mot trichostrongy-
lida maskar. Det var fem beséttningar som hade avmaskat djuren mot F. hepatica,
varav 1 besittning fortfarande testade positivt for F. hepatica under hosten. Lant-
brukarna fick dven ange vilken ldkemedelssubstans som de anvént vid avmask-
ning. Det vanligaste ldkemedlet var ivermektin som hade anvénts 1 tio besétt-
ningar. Sju beséttningar hade anvint albendazol, tva hade avmaskat med trikla-
bendazol, en med fenbendazol och en med levamisole (se figur 16). 21 % av de
undersokta beséttningarna angav att de tog uppfoljande trackprover efter behand-
ling for att kontrollera behandlingsresultatet.

14 Slaktanmarkningar

6
4
Z .
o

Stora leverflundran Lilla leverf| rig leverskada Slakteriet lamnar ej Ej slaktat
(kod 79/80) (kod ewm Iev:rskadu (kud kod 87/88) ut rapprter slauanmarkmngar

Figur 15. Diagrammet visar olika slaktanmdrkningar som
forekommit i de olika besdittningarna.

12 Lakemedelssubstans vid avmaskning

10
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7
6
a
2
| .
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Albendazol Triklabendazol Ivermektin Fenbendazol Levamisole Vet ej'ej angett

Figur 16. Diagrammet visar anvdndningen av olika
ldkemedelssubstanser vid avmaskning hos de
besdttningar som deltog i enkdtstudien.
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5. Diskussion

Det huvudsakliga malet med undersokningen var att jaimfora overrensstimmelsen
mellan cELISA, sedimentation och PCR vid diagnostik av F. hepatica. Vid jam-
forelse av sedimentation och cELISA med troskelvdrde pd 8 % visar resultatet en
mattlig overensstimmelse (k = 0,56). Totalt sex prover som testade positivt vid
sedimentation var negativa med cELISA (8 %), medan tvé prover som var
positiva med cELISA (8 %) var negativa efter sedimentation (se figur 8 och bilaga
2). Arifin et al. (2016) gjorde en liknande studie for att jaimfora bland annat FEC
med cELISA och sag, liksom i den hir studien, en positiv korrelation mellan de
bada undersokningsmetoderna. Det rader ingen tvekan om att sedimentation och
cELISA stimmer 6verens till viss del, men det finns ocksa egenskaper hos de

olika diagnostika metoderna som kan skilja resultaten at.
En orsak till att cELISA var positiv medan sedimentation var negativ pa vissa

prover skulle kunna vara tidpunkten for provtagning. Agg fran F. hepatica ut-
sondras tidigast 10—12 veckor efter infektionstillfallet (Mezo ef al. 2004 se Zim-
merman et al. 1982; Munita et al. 2019). Da djuren i forsta hand exponeras under
sensommaren (Hoglund et al. 2014), 4r det mindre troligt att flundrorna hunnit
para sig och borjat utsondra dgg 1 de djur som testas under hdsten. Just det hér
monstret identifierades dven i denna studie da de trackprover som var positiva
med cELISA (8 %) och negativa med sedimentation hittades under hosten. Gor-
don et al. (2012) visar, i kontrast, att cELISA och FEC blev positiva vid samma
tidpunkt i en studie gjord pa far i Skottland. Forfattarna forklarar resultatet med
att laggradiga infektioner (<5 flundror) kan ge ett forsenat positivt provsvar med
cELISA men medger samtidigt att upprepade provtagningar under en kortare
period skulle kravas for sidkrare resultat (Gordon et al. 2012). En ytterligare for-
klaring till ett negativt resultat med sedimentation skulle kunna vara att F. hepa-
tica utsondrar 4gg intermittent, vilket i sin tur leder till en risk att missa 4gg med
sedimentation om djuren provtas vid ett enstaka tillfdlle (Fairweather 2011; Gor-
don et al. 2012; Alvarez et al. 2014; Kahl et al. 2023).

I Gérd & Djurhilsans FarmStat-rapport fran 2021 beskrivs dven forekomsten
av F. hepatica i trickprover per kvartal hos svenska farbeséttningar. Under det
tredje kvartalet registrerades 0 % forekomst av positiva besittningar, vilket kan
forklaras med F. hepaticas typiska livscykel. Hogst forekomst av positiva besétt-
ningar var 1 kvartal 2 pd 11 % (Géard & Djurhélsan 2021). Liknande resultat sags
dven i den hir studien, dd de flesta positiva beséttningarna hittades under varen
medan f beséttningar var positiva under hdsten.

En annan aspekt dr att flera prover var positiva vid sedimentation men negativa
pa cELISA (8 %). Detta finns inte beskrivet i litteraturen da cELISA generellt
anses kénsligare dn sedimentation och kan detektera 1dga nivaer antigen i tricken
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(Mezo et al. 2004). En mojlig forklaring till detta &r att cELISAn i den hér studien
analyserades som samlingsprov for att pa ett sa korrekt sitt som mojligt kunna
spegla hur trackprover rutinméssigt analyseras pa labb och jamforas med sedi-
mentationen. Enligt metodbeskrivningen for Bio-X Diagnostics ELISA-kit bor
tracken testas individuellt (Bio-X Diagnostics 2017), vilket frangicks i den hér
studien och sannolikt 6kade risken for falskt negativa provsvar. Enligt den egna
studien dar négra prover analyserades individuellt i kombination med att de dven
analyseras som samlingsprov sags ett tydligt samband dér individuella prover som
var svagt positiva blev negativa i samlingsprovet (se bilaga 2). Detta samband ar
en mdjlig forklaring till den sdmre Gverensstimmelsen mellan sedimentation och
cELISA som observerades.

Négot som stack ut fran resultatet var att de prover som bedomts som positiva
genom cELISA med troskelvirde pé 2 % gav fler positiva svar pd hdsten dn pa
varen. Overensstimmelsen mellan cELISA (2 %) och sedimentationen var obe-
fintlig och dverensstimmelsen mellan cELISA (2 %) och PCR var svag. Resul-
tatet pekar pa att ett troskelvérde pa 2 % troligen dr oldmpligt och risken for falskt
positiva svar framstar som hog. I motsats till detta beskriver Palmer ef al. (2014)
anviandandet av ett specifikt anpassat OD-troskelvérde till far dar de bedomt pro-
ver som positiva vid 23 % av kittets rekommenderade troskelvarde och med detta
uppnétt 100 och 99 % sensitivitet respektive specificitet. | manga tidigare studier
finns en bristande konsekvens i1 anvindandet av olika troskelvéarden, darmed ar det
svart att jamfora resultatet (Kelley ef al. 2021).

Vid PCR undersokning var det nagra fler prover som var positiva for F. hepa-
tica jamfort med vid sedimentation (se figur 8 och bilaga 2). Nér Arifin ef al.
(2016) genomforde en liknande studie konstaterades FEC med sedimentation ha
hogre sensitivitet &n PCR. Forfattarna menar att resultatet kan bero pa proceduren
som anvéndes for extraktion av DNA av trickproverna innan analys. Tidigare
studier har visat pa en god sensitivitet for PCR (Robles-Pérez et al. 2013). I den
hir studien var 6verensstimmelsen béttre (k = 0,72) mellan de tva metoderna.
Liknande resultat kunde ses av Waseem et al. (2012) som jaimférde PCR och FEC
pa triack fran fir och getter. Dér var 4,5 % av prover fran féir positiva med PCR
medan FEC var positivt i 3,5 % av samma prover. Motsvarande siffror for get var
3,5 % respektive 2 % (Waseem et al. 2012).

Overensstimmelsen mellan PCR och cELISA med tréskelvirde pa 8 % be-
domdes ocksa som stark (x = 0,61). Totalt fyra prover var positiva med PCR men
negativa med cELISA (8 %), medan tva prover som var positiva med cELISA
(8 %) men negativa med PCR (se figur 8 och bilaga 2). Aven hir ir en méjlig
forklaring till de negativa PCR-resultaten att cELISA dven fangar upp infekterade
djur innan infektionen &r patent (Kozak et al. 2008). Bada proverna som var
positiva med cELISA (8 %) men negativa pad PCR sdgs under hdsten, vilket
starker denna forklaring med tanke pd att F. hepatica foretradesvis inflekterar
djuren under sen-sommaren (Hoglund et al. 2014).
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Arifin et al. (2016) tog upp en intressant teori om att F. hepaticas DNA moj-
ligtvis distribueras béttre i trick fran notkreatur an i track fran far pd grund av
olika konsistens hos de olika djurslagen. I studien testade man triack fran bada
djurslagen och kom fram till att PCR och LAMP bara blev positiva i prover fran
notkreatur (Arifin ef al. 2016). Problemet med distribution dggen och de antigen
som finns 1 track fran far skulle eventuellt &ven kunna vara applicerbart som fel-
kalla 1 den hér studien, vilket i sa fall kan vara en forklaring till varfor de olika
diagnostiska metoderna gav olika resultat d4 material till de olika analyserna togs
frén olika delar av samma trackprov.

En ytterligare anledning till att prover var positiva vid sedimentation men
sedan negativa vid bade cELISA och PCR skulle kunna vara forvéixling med dgg
fran Caliphoron/Paramphistomum som har en liknande morfologi pa dggen som
F. hepatica (Wenzel et al. 2019). Vamflundror féorekommer hos idisslare 1 Stor-
britannien och véstra Europa (Huson et al. 2017), men forekomsten i Sverige
sannolikt aldrig undersokt och dirmed fortfarande oklar.

Under utférandet av denna studie konstaterades det dven att de olika diagnos-
tiska metoderna var olika tidskrdvande. Sedimentation tog langst tid per analyse-
rat prov. PCR och cELISA var ungefar lika tidskrdvande och fordelen med dessa
metoder var att en storre mangd prover kunde analyseras samtidigt. Sedimentation
var ddremot den billigaste metoden dé den inte kréver ndgra speciella instrument
forutom mikroskop. PCR ér sannolikt den dyraste metoden d det krévs flera
avancerade instrument bdde for DNA-extraktion och sjdlva PCR-analysen.

Den geografiska utbredningen for de besittningar som testades positivt samt de
som angett att de haft tidigare forekomst av F. hepatica stimmer bra 6verens med
vad litteraturen séger. Man vet sedan tidigare att F. hepatica ér verrepresenterad
1 sydvéstra Sverige och Vistra Gotaland (Reneby & Jonasson 2024). En 6kad
forekomst 1 mellersta Sverige 1 nirtid finns dokumenterad (Reneby & Jonasson
2024) och bekréftas av den hir studien. Med tanke pa F. hepaticas forméga att
anpassa sig 1 miljon och i kombination med klimatférdndringarna dr det mojligt
att man kan forvinta sig ytterligare spridning av parasiten inom de ndrmsta aren
(Fairweather 2011; Fox et al. 2011).

Av de besittningar som deltog i enkétstudien hade den genomsnittliga be-
sattningen 57 tackor. Enligt Jordbruksverket lag snittet i Sverige pa 31,7 tackor
och baggar per beséttning ar 2023 (Jordbruksverket 2023). Svenska farbesatt-
ningar ar generellt fortfarande relativt smé. Detta dr positivt ur perspektivet att det
blir mer kontakt mellan ménniska och det individuella djuret samt tid for att ob-
servera djuret (Stafford & Gregory 2008), vilket ger storre chans att uppticka
sjukdom och behandla i tid.

Enligt Gérd & Djurhélsan dr rekommendationen att provta tackor innan
betesslépp och att sedan folja lammen med flera trackprover under betesperioden
(Konig 2024). Majoriteten av lantbrukarna som deltog i enkitstudien hade goda
rutiner for trackprovtagning. De flesta tog prover fran bade tackor och lamm eller
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bara tackor arligen. Beskrivna rekommendationer giller framfor allt for prov-
tagning for rundmaskar, nematoder. Provtagning for F. hepatica gors vanligtvis
inte rutinmissigt utan rekommenderas i samband med att besattningen fatt slakt-
anmirkningar eller att man missténker att djuren har drabbats (Lindqvist 2019).
Det kan dven vara en trolig anledning till att diagnosen F. hepatica oftare stills
genom slaktfynd och att det var mindre vanligt att fa diagnosen fran trackprov-
tagning 1 de besattningar som tidigare haft forekomst av F. hepatica. Trackprov-
tagning for F. hepatica ér en enkel metod for att pavisa parasiten i ett tidigt skede
och kan bidra till att bromsa smittspridning om djuren avmaskas. Detta skulle i
hogre grad 4n vad som sker idag kunna implementeras som rutin i riskomraden.
Enligt FarmStat-rapporten 2023 hade 89 % av firbeséttningarna forekomst av
trichostrongylida maskégg, varav 50 % dven hade forekomst av H. contortus
ndgon gang under 2023 (Reneby & Jonasson 2024). Bortsett fran de beséttningar
som ej angett provsvaret fran sina senaste trackprover i enkétstudien, stimmer
resultatet véldigt vél dverens med statistiken som presenterades 1 FarmStat-
rapporten 2023. En intressant iakttagelse dr dven att cirka i av lantbrukarna

verkade ha dalig koll pa vilka parasiter som forekom i beséttningen samt att cirka
§ inte visste vilket 1ikemedel de avmaskat sina djur med.

Resultatet for de slaktanmérkningar som forekommit i de besdttningar som
deltog i enkétstudien skiljer sig kraftigt mot vad som anses vara genomsnittet 1
Sverige. I FarmStat-rapporten 2023 presenteras lilla leverflundran (kod 81/82)
som den vanligaste slaktanmérkningen hos far och férekom hos hela 28 % av
slaktade far under 2023 (Reneby & Jonasson 2024). Rapporter om lilla lever-
flundran var drygt sju ganger vanligare dn rapporter om parasitér leverskada (kod
83/84). Forekomsten av stora leverflundran (kod 78/80) samt 6vrig leverskada
(kod 87/88) var sa pass l1ag att den inte presenterades bland de vanligaste slakt-
anmarkningarna (Reneby & Jonasson 2024). I kontrast, angav flertalet av de
lantbrukare som deltog i1 enkétstudien att de haft slaktanmérkningar for stora
leverflundran (kod 79/80). En eventuell forklaring till detta skulle kunna vara att
de som som svarat pa enkéten 1 sjdlva verket angav om de nagonsin tidigare haft
slaktanmérkningar for stora leverflundran. Detta jamfort med Farmstat-rapporten
som var en sammanstillning av data endast fran 2023. En ytterligare orsak kan
vara att de lantbrukare som nidgon géng har fatt anmirkningen stora leverflundran
troligtvis kommer komma ihag det eftersom det &r en viktig orsak till ohélsa 1 far-
besittningen, medan andra slaktanmirkningar, av mindre patogen betydelse, latt
gloms bort. Ett skevt urval for denna typ av undersokning kan troligtvis ocksa
ligga till grund for resultatet, eftersom inbjudan till att vara med i undersékningen
endast skickats ut till besattningar som 14g i riskomréde for F. hepatica.

I enkéten identifierades dven problemet med att vissa slakterier inte [dmnar ut
rapporter om besiktningsfynd, ndgot som Novobilsky et al. (2012a) tidigare
podngterat. Detta leder till problem i 6vervakningen av sjukdomen men ocksa
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problem for de enskilda lantbrukarna vars djur fir vinta lingre pé behandling
innan problemet uppticks.

En majoritet av de som deltog i enkétstudien hade avmaskat sina djur mot
trichostrongylida maskar. Den vanligaste ldkemedelssubstansen som anviandes var
ivermektin. Liknande data har 4ven konstaterats 1 andra studier, 1 en svensk enkét-
studie gjord av Halvarsson et al. (2022) avmaskade 59 % av farbesdttningar med
ivermektin. Ivermektin har god effekt vid avmaskning av trichostrongylida inklu-
sive H. contortus (Gonzalez et al. 2009), det anses dirmed rimligt att denna ar
utbrett anviind bland farbesittningar. Aven albendazol var populirt som avmask-
ningsmedel bland beséttningarna och anvindes dven av flera besittningar som
inte hade forekomst av F. hepatica. Albendazol ar verksamt mot ett brett spekt-
rum av parasiter men dr ocksé ett av fa ldkemedel som vid forhdjd dos dven ér
verksamt mot F. hepatica (Fass Djurlikemedel 2024b). Med tanke pa att man bor-
jat se tecken pé resistensutveckling hos F. hepatica mot albendazol (Novobilsky
et al. 2012b) skulle dess effekt kunna bevaras béttre genom en mer sparsam
anviandning och korrekt dosering.

Av de som deltog i enkétstudien och avmaskat djuren mot F. hepatica var det
endast en besdttning som fortfarande var positiv under hdsten nér uppfoljande
trackprover analyserades. Av intresse ér att denna besittning hade avmaskat dju-
ren med triklabendazol. Resistensutvecklingen for triklabendazol har den senaste
tiden blivit mer utbredd i Europa (Howell & Williams 2020). Ddrmed kan man
spekulera 1 att detta skulle kunna vara en orsak till den misslyckade behandlingen.
Effekten av triklabendazol har dock aldrig blivit undersokt pa ett systematiskt vis
1 Sverige.

Klosantel &r enligt litteraturen ett bra alternativt lakemedel for behandling av
F. hepatica med effekt mot bade vuxna flundror och vissa larvstadier (Howell &
Williams 2020). Trots det visar enkédtsvaren att ingen besittning anvént sig av
lakemedlet vid behandling av F. hepatica. P4 den svenska marknaden finns ldke-
medlet i form av ett kombinationspreparat som dven innehaller ivermektin (Fass
Djurldkemedel 2024c¢). Dock finns det bara registrerat for notkreatur, vilket
forklarar varfor det inte har anvénts i firbeséttningarna.

Resultatet frdn enkitstudien visade dven att endast ett fatal beséittningar (21 %)
hade tagit uppfoljande trackprover efter avmaskning i ar for att kontrollera be-
handlingsresultatet. Det dr allmédnt rekommenderat utféra denna typ av behand-
lingskontroll cirka vart annat ar, sirskilt om beséttningen har aterkommande hogt
EPG och forekomst av H. contortus (Gustafsson & Hoglund 2019). Uppfdljande
trackprover dr ett forsta steg till att kunna finga upp eventuella resistensproblem i
besittningen och da dven kunna genomfora en mer utforlig resistensunderdkning
samt vidta dtgdrder (Gustafsson & Hoglund 2019).
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6. Slutsats

Sammanfattningsvis, de tre diagnostiska metoderna som undersokts for diagnos
av F. hepatica 1 denna studie har en 6verensstimmelse, men denna begréinsas av
att testerna har olika formaga att detektera parasiten i olika situationer. Bade
litteraturen och den utférda undersdkningen pekar pa att det finns en potential for
anvindning av cELISA for kommersiell diagnostik, sirskilt vid detektion av ti-
diga infektioner. Da fler prover testat positivt med sedimentation 4n med cELISA
(8 %) finns en risk for falskt negativa provsvar vid enbart anvindning av cELISA
vid analys av samlingsprover, vilket tyder pa att det sannolikt inte ar aktuellt att
ersitta sedimentation och PCR med cELISA. cELISA skulle snarare kunna anvén-
das som ett komplement i diagnostiken. For 6kad sensitivitet och specificitet med
cELISA skulle ytterligare undersdkningar kring OD-troskelvédrden f6r bedomning

av prover behovas.
Vidare kunde studien dven konstatera att lantbrukares rutiner kring trackprov-

tagning och avmaskning varierar beroende pa beséttningen men hos en majoritet
av de som medverkat &r rutinerna i enlighet med de rekommendationer som finns.
Da provtagning for F. hepatica vanligtvis inte gors rutinmassigt dr det ndgot som,
1 hogre grad &n vad som sker idag, skulle kunna implementeras som rutin i risk-
omraden.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Stora leverflundran &r en parasit som lever i gallgdngarna i levern och har {or-
magan att infektera en rad daggdjur. Parasitens livscykel sker genom att dgg
kommer ut med track fran djuren pa betet. Dér kliacks dggen till larver som sedan
infekterar sotvattenslevande sndckor som agerar som mellanvird. Parasitens
huvudvérd ér ofta idisslare som far 1 sig infektionsdugliga larver pa betet. Stora
leverflundran gynnas av ett milt och fuktigt klimat och den férekommer framfor
allt 1 Sveriges sodra delar. En 6kad spridning av parasiten kan forvéantas till f6ljd
av klimatfordndringar som orsakar varmare temperaturer och mildare vintrar. Far
ar extra kdnsliga for infektion och beséttningar dér parasiten forekommer kan
drabbas av akut sjuka djur, nedsatt produktion och ekonomiska forluster.

Idag stills diagnos oftast genom att parasiten pavisas hos djuren vid slakt eller
genom trickprovtagning dér parasitdgg pdvisas genom en metod som kallas sedi-
mentation. En annan metod som brukar anvéndas kallas PCR och bygger pa iden-
tifiering av parasitens DNA 1 tricken. En tredje metod som finns &dr koproantigen-
ELISA, vilken baseras pd identifiering av specifika proteiner som utsondras fran
parasiten i tricken. Koproantigen-ELISA brukar mest anvdndas inom forskning,
men har enligt litteraturen hog potential {or ytterligare anvindning inom omradet.
Syftet med denna studie &r att jamfora sedimentation, PCR och cELISA som me-
toder fOr att stilla diagnosen stora leverflundran hos far. Ett ytterligare syfte ar att
med hjélp av en enkétstudie undersdka lantbrukares rutiner kring trackprovtag-
ning och avmaskning samt undersoka tidigare historik av stora leverflundran i
deras besittningar.

For utforande av undersdkningen samlades trackprover in fran totalt 65 firbe-
sattningar. Proverna analyserades med sedimentation, PCR och koproantigen-
ELISA for forekomst av stora leverflundran. Provsvaren fran de olika diagnos-
tiska metoderna jamfordes sedan med hjélp av en statistisk metod som kallas
Cohens kappa, vilket gjorde det mdjligt att jamfora de olika metodernas dver-
ensstimmelse. Resultatet visar en stark dverensstimmelse mellan sedimentation
och PCR samt mellan PCR och koproantigen-ELISA. Overensstimmelsen mellan
sedimentation och koproantigen-ELISA ar mattlig. Frdn den genomf6rda under-
sOkningen, 1 kombination med tidigare litteratur inom omradet, dras slutsatsen att
anvindning av koproantigen-ELISA har god potential, sarskilt som ett komple-
ment till annan diagnostik och for att hitta infektioner tidigt. Emellertid foreligger
det en risk att prover felaktigt testar negativt vid anvandning av koproantigen-
ELISA, vilket tyder pd att det sannolikt inte dr aktuellt att ersétta de redan
etablerade metoderna med koproantigen-ELISA.

Vidare undersoktes lantbrukares rutiner kring trackprovtagning och avmask-
ning samt besdttningarnas tidigare historik av stora leverflundran med en enkat-
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studie. Resultatet visar att lantbrukarna har en generellt god kdnnedom om
parasitldget i beséttningarna samt att rutinerna hos en majoritet av de som
medverkat dr 1 enlighet med de rekommendationer som finns avseende trick-

provtagning och avmaskning.
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Bilagor

Bilaga 1

Fragor enkatundersdkning

Sida 1 - Fraga 1: Djurdgarens namn

Sida 1 - Fraga 2: Hur manga tackor finns 1 beséttningen?

Sida 2 - Fraga 1: Tas normalt trickprov i din beséttning?

Sida 2 - Fraga 2: Om ja, hur ofta tas trackprov i beséttningen?

Sida 2 - Fraga 3: Om ja, vad hittades vid senaste trackprovtagningen?

Sida 3 - Fraga 1: Har stora leverflundran hittats i din beséttning?

Sida 3 - Fraga 2: Om stora leverflundran hittats tidigare, hur konstaterades detta?
Sida 4 - Fraga 1: Vilka slaktanmérkningar har rapporterats i din beséttning?
Sida 5 - Fraga 1: Har beséttningen avmaskats i ar?

Sida 5 - Fraga 2: Om ja, vilka parasiter avmaskades beséttningen mot?

Sida 5 - Fraga 3: Om ja, vilket ldkemedel anvéndes vid avmaskning av djuren?

Sida 5 - Fraga 4: Har man tagit uppfoljande trackprover for att kontrollera
behandlingsresultat efter avmaskning?
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Bilaga 2

Provsvar varen 2024

Djurdgare Sedimentation cELISA samlingsproy (B %)°

1
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MNag
MNag
MNag
MNeg
MNeg
MNeg
MNag
MNeg
Pos
Pos
MNag
Meg

MNag
MNag
MNag
MNeg
MNag

MNeg
MNeg
MNeg
MNag

MNeg

MNag
MNag
MNeg
MNag
MNag

MNeg
MNeg
MNag

MNag
MNag

Meg
MNag
MNag

Mag (1,0)
Mag (0.3)
Mag (0.3)
Mag (-0,6)
Mag (-1,6)
Meg (-0,1)
Mag (-7.2)
Mag (-1,3)
Meag (1.9)
Meg (1.0)
Mag (2.7)
Mag (0.0)
Meag (0.5)
Mag (-0,8)
Mag (0.0)
Mag (-0,2)
Meag (0.0}
Pos (13,6)
Mag (-0,9)
Mag (4,8)
Meg (-1,8)
Meg (0.5)
Mag {-0,5)
Mag (0.4)
Pos (44,0)
Mag (-0,7)
Mag (-0,6)
Meg (-0,2)
Meag (1.0)
Mag (-0,4)
Pos (13,9)
Mag (-1,1)
Mag (0.8)
Meag (0.3)
Pos (32,8)
Mag (1,3)
Mag (-0,2)
Mag (-0,3)
Mag (0,8)
Mag (6.0)
Meg (6.2)
Meag (0.0}

45

cELIZA samlingsproy (2 %)*
Mag (1.0)
MNag (0.9)
Mag (0.3)
Meg (-0,6)
MNeg {-1,6)
MNeag {-0,1)
MNag {-7.2)
MNag {-1,3)
MNeg (1,9)
Meag (1,00
Pos (2,7)
Mag (0.0)
MNag (0,5)
MNag {-0,8)
Mag (0.0}
Meg {-0,Z)
MNeag (0,00
Pos (13,6)
Mag (-0,9]
Pos (4,6)
Neag {-1,8)
MNag (0,5)
Mag (-0,5]
Mag (0.4)
Pos (44,0)
MNag {-0,7)
MNag {-0,6)
Meg {-0,Z)
Mag (1,00
MNeag {-0,4)
Pos (13.9)
Meg {-1,1)
Mag (0.8)
MNag (0,9)
Pos (32,8)
Mag (1.3)
Mag {-0,2)
Neag {-0,3)
Mag (0.8)
Pos (6,0)
Pos (6,2)
Mag (0,00



Djurigare Sedimentation cELISA samlingeprov [B%)°  cELISA samlingsprov [2%)° PCR
44  Pos Pos (56,0) Pos (56,0) Pos
45 Mag Mag (0,00 Meag (0,0) Meg
46 Meg Mag (0.1} Nag (0.1) -
47  Mag Mag {-0,3) Mag {-0,3) -

Neg Mag (0.0} Nag (0,0) Meg

EEEL8REBR288 5

Bl - : 3 i
62 - - N .
B3 - - - -

B5 - - - -
66 - - - -
67 - - - -
68 - - - -
B9 - - - -
70 - - - -
- - - -
72 - - - -
73 - - - -
74 - - - -
75 - - - -
T - - - -
77- - - -
78 - - - -
79 - - - -

*troskelvardet som anvénts for bedomning av cELISA anges 1 parentes.
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Provsvar hosten 2024

Djurdigare Sedimentation cELISA samlingsprov (B %)°

1
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L = = -~ R I = T L = N =<~ T N = TR . IR Sy U U = < - I L . R - - R %

Mag
Mag
Mag
Mag
Mag
Mag
Mag
Mag
Mag
Mag
Meag
Mag
Mag

Nag (3.9)
Neag (3.7)
Mag (3.0)
Neag (-0,1)
Nag (0.7)
Neag (-0,7)
Neag (-0,4)
Neag (-0,2)
Mag (0.3)
Pos (21,8)
Nag (-3,3)
Mag (-3.4)
Neag (B.5)
Mag (6.3)
Mag (4.3)
Neag (3.4)
Nag (0.4)
Mag (-0,3)
Mag (0.1)
Mag (0.4)
Nag (0.5)
Nag (0.1)
Mag (-3.4)
Mag (-2,5)
Mag (-3,3)
Mag (0.2)
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cELISA samlingsprov (2 %)*
Pos (3,9)
Pas (3,7}
Pos (3,0)
Meg (-0,1)
Meg (0,7)
Meg (-0,7)
Mag (-0.4)
Mag (-0,2)
Meg (0.3}
Pos (21.8)
Meg {-3,3)
Mag (-3,4)
Pos (B.5)
Pos (6,3)
Pos (4,3)
Pos (3.4)
Meg (0.4)
Meg (-0,3)
Meg (0,1}
Meg (0.4}
MNeg (0.5)
MNeg (0,1)
Mag (-3,4)
Mag (-2,5)
Meg (-3,3)
Neg (0.2)

PCR
Meg
Meg
Meg
Meg
Mag
Mag
Meg
Meg
Meg
Mag
Meg

Meg
Meg
Meg
Mag
Mag
Mag
Meg
Meg
Mag
Mag
Meg
Meg
Meg
Meg



Djurigare Sedimentation cELISA samlingsprov (8 %)* cEUSA samlingsprov 2 %)* PCR

44 - - - -
45 - - - -
46 - - - -
47 - - - -
48  Meg FPos (8.2) Pas (9,2) Mag
49  Meg Mag (5,3) Pas (5,3) -
50  Meg Mag (5.0) Pas (5,0} Mag
&1 Meg Mag (4.7) Pas (4,T) Mag
52  Meg Mag (8,1) Pas (6,1} Mag
53 Meg Mag {-0,6) Meg [-0,6) Meg
54  Meg Mag {-1,5) Meq (-1.5) -
55 Meg Meg {-0,3) Meg (-0,3) Meg
56 Meg Mag (-0,8) Meg (-0.8) -
&7 Meg Mag {-0,2) Meg [-0.2) Meg
58  Meg Mag (-1,1) Meg (-1.1) -
53 Meg Mag {-0,2) Meg (-0.2) Meg
60 Meg Meg {-0,3) Meg (-0.3) MNeg
61 Pos Mag (3.3) Pas (3,9) Pos
62 Meg Mag (-8,7) Meg [-B.7) -
63 Meg Meag {-2,3) Meg (-2.3) MNeg
64  Meg Mag (-0,3) Meg (0.3} -
65  Meg Meag {-0,8) Meg (-0.8) MNeg
GiE Meg Meg {-1,1) Meg (-1,1) Meg
67  Meg Meg (-0,2) Meg (-0.2}) MNeg
68  Meg Mag (0.2) Meg (0,2) MNeg
69  Meg Mag (0.2) Meg (0,2) MNeg
0 Meg Mag (0.5) Meg (0,5) -
il Meg Mag (0.2) Meg (0,2) -
T2 Meg Mag (0.0) Meg (0,0) MNeg
T3 Meg Meag {-6,0] Meg (5.0} MNeg
T4 Meg Mag {-5,5) MNeqg [-5.5) -
TS5 Meg Mag (-5,2) Meqg [-5.2) -
T8  Meg Mag (-6,3) Meg (-6,3) Mag
T7 Meg Meg (-5.5] Meqg [-5.5) MNeg
T8 Meg Meag {-7.4) Meg (-T7.4) MNeg
™8 Pos Pos (107 .83) Pas (107,9) Pos

*troskelvardet som anvénts for bedomning av cELISA anges 1 parentes.
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Provsvar individuella prover cELISA hosten 2024

Djurigare cELISA1 (8 %)°

BEE Y EEYHEHEYENENNENYENNNNEZEERIZFIEIR 22 voyomawma

& 8a

Mag (4.9)
Meg (5.8)
Nag (2.9)
Mag (0.4)
Meg (-0,1}
Meg (-0,5)
Meg (0.4)
Meg (0.0)
Meg (3.4)
Mag (-3,7)
Mag (-3.9)
Meg (-3,5)
Meg (4.0
Meg (3.2)
Mag (4.5)
Meg (3.2)
Meg (-0,8)
Mag (0.0)
Mag (0.3)
Mag (0.0
Meg (0.7)
Mag (-0,3)
Mag (-3,1)
Mag (-4,5)
Mag (-4,1)
Mag (0.5)

CELISAT (2 %) cELISAZ (8% cELISAZ (2%)"

Pas (4,9)
Paos (5,6)
Paos (2,9)
Meg (0,4)
Meg (-0.1)
Meg (-0.5)
Meg (04)
Meg (0,0}
Pas (3,4)
Meg (-3.7)
Meg (-3.9)
Meg (-3,5)
Pos (4,0)
Pas (3,2)
Pas (4,5)
Paos (3,2)
Meq (0.8}
Meg (0,0}
Meg (0,3)
Meg (0,0}
Meg (0,7}
Meg (-0.3)
Meg (-3,1)
Meg (-4,5)
Meg (-4.1)
Meg (0,5)

Meg (3,3)
Meg (2,1}
Meg (4,1}
Meg (0,3}
Meg (0,0}
Meg (-0.1)
Meg (-0.1)
Meg (2,9}
Meg (0,5)
Meg (T 4)
Meg (-3.1)
Meg (-6.2)
Meg (4,7}
Meg (1.8}
Meg (2,6)
Meg (3.5)
Meg (-0,2)
Meg (-0,6)
Meq (-0.2)
Meq (-0.1)
Meg (-0.3)
Meg (0.9}
Meg (-2.6)
Meg (-2.3)
Meg (-4.3)
Meg (0.2)
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Pos (3,3)
Pos (2,1)
Pos (4.1)
MNeg (0,3)
Meg (0.0}
Meg (-0,1)
Meag (-0,1)
Fos (2.9)
Mag (0.5)
Pos (7.4)
Meg (-3,1)
Mag (-6,2)
Pos (4.7)
MNeg (1.8)
Pos (2.8)
Pos (3.5)
Meag (-0,2)
Meg (-0,6)
Mag (-0,2)
Meg (-0,1)
Meg (-0,3)
MNeg (0.%)
Meag (-2,6)
Meag (-2,3)
Meg (-4,3)
Mag (0.2)

cELISA 3 (B %)
Mag (B,0)
Meg (3,1)
Mag (2,6)
Mag {-0,1)
Neg {0,1)
MNag {0,0)
Neg (0,1)
Mag (0,7)
Mag (0,4)
Pos (64,4)
Neg {-2.2)
Pos (10,4)
MNag (2,3)
Meag (4,8)
Mag (2,7)
Mag (-0,2)
Neg {-0,6)
Neg {-0,3)
Mag {-0,1)
Neg {1,1)
Meg (0,3)
Neg (-2,6)
Mag (-3,4)
Meg (4,2)
Mag {-0,3)

cELIGA 3 (2 %)
Pas (6,0)
Pos (3,1)
Pos (2,6)
Meg (-0.1)
Mag (0,1)
Mag (0,0}
Meg (0,1)
Neg (0,7)
Neg (0,4)
Pos (64,4)
Neg (-2.2)
Pas (10,4)
Pas (2,3)
Pas (4,8)
Pos (2.7)
Meg (-0.2)
Neg (-0,6)
Meg (-0.3)
Meg (-0.1)
Mag (1,1}
Meg (0,3}
Neg (-2,6)
Nag (-3.4)
Pos (4,2)
Neg (-0,3)



Dijurdgare
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b= I

71

73
74
75
TG

Ta

cELISA1 (B %)°

MNeg (-7 4)

Pos (156.5)

CELISA 1 (2 %)

Mag (-7 4)

Pas (156,5)

cELISA 2 (8 %)

Paos (53.8)

Meg (5,5)

cELISA 2 {2 %)°

Pos (53,6)

Pos (5.5)

cELIZA S (B %)

Meg (-7 ,8)

MNeg (-0,2)

cELIZA 3 (2 %)*

Mag (-7.6)

Meg (-0,2)

*troskelvardet som anvénts for bedomning av cELISA anges 1 parentes.
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Bilaga 3

OD-varden och berakningar

Bilagan visar OD-vérden for samtliga brunnar som analyserades pad cELISA-
plattorna. Berdkningar av viarden som anvéndes for att beddmning av positiva och
negativa prover finns ocksa redovisade nedan. Nummer pa bla bakgrund ar OD
skillnad (AOD) mellan de specifikt och de ospecifikt sensitiserade brunnarna.
Nummer pé lila bakgrund ar OD uttryckt i procent, vilket berdknades genom att
dividera AOD for varje prov med AOD for den positiva kontrollen. Positiv
kontroll &r i brunn G1.

Mikroplatta 1 2024-10-10

1 2 3 4 5 6 7 & 8 10 11 12
0,119 0,123 0,107 0,136 0,116 0,137 0,1 0,106 0,107 0,105 0,117 0,105
0,079 0,073 0,073 0075 0,078 008 0079 0,074 0,077 0,076 0,075 0,079
0,075 0,081 0,079 0076 0,082 0,073 0075 0,077 0,078 0,081 0,075 0,079
0,076 0,077 0,076 0077 0,075 0,074 0075 0,076 0,085 0,086 0,076 0,079
0,07 0077 007 0082 0091 0083 0,115 0,081 0,085 0,114 0,073 0,106
0,074 0,073 0,071 0081 0,093 0,083 0086 0,074 0,082 0,079 0,074 0,102
P 0346 0079 0211 079 009 0083 0,084 009 008 0081 0,087
0,098 0,125 0,117 0,136 0,136 0,124 0123 0,115 0,112 0,115 0,117 0,15

o Y s T2 T o T o IO T = = B -2

Berakningar mikroplatta 1

004 005 0,034 0061 0,038 0057 0021 0,032 003 0029 0,042 0,026
39 43 3.3 6,0 3.7 5,6 2,1 31 3.0 29 4,1 26
-0,001 0004 0,003 -0,001 0,007 -0,001 0 0,001 -0.007 -D,005 -0 4]
01 04 03 01 07 01 00 01 07 05 -01 00
-0,004 0,004 -0,001 0,001 -0,002 0 0029 0,007 0,003 0,035 0,005 0,004
04 04 0,1 01 02 o000 29 07 03 34 05 04
1,016 0,221 -0,038 0,075 0,654 -0,034 -0,04 -0,03 -0,022 -0,035 -0,04 -0,06
1000 218 37 74 B44 33 -39 -31 22 34 -35 -62

Mikroplatta 2 2024-10-10

1 2 3 4 5 & 7 & 8 10 11 12
048 011 01 0098 0144 0,131 0,117 0,149 0,117 0,112 0,116 0,111
0,075 0,073 0079 0,072 0,094 0073 0,087 0,083 0,077 0,075 0,075 0,08
0,088 0,085 0079 0,073 0,076 0073 0,071 0,078 0,075 0,079 0,075 0,073
0,083 0,094 0081 0075 0079 0073 0,078 0085 0,074 0,076 0,077 0,076
0,08 0071 0075 0074 0,085 0084 0073 0,087 008 0076 015 0,078
0,075 0071 0076 0075 0079 0076 0,077 0,074 0,079 008 0,14 0,074
B o076 0073 0072 0069 0071 0,072 0,076 0,068 0,083 0,078 0,078
0,14 0,115 0,109 0,102 0,099 01 0,124 0,103 0,107 0,121 0,126 0,128

o Y B2 T o O e O T == B =

Berakningar mikroplatta 2

0,073 0037 0021 0027 005 0,052 003 005 004 0,037 0,041 0031
63 32 1.8 23 43 45 256 48 34 32 35 27
0,005 -0,008 -0,002 -0,002 -0003 0 -001 -001 0001 0003 -0 -0
o4 08 92 02 03 00 -06 -06 01 03 -02 03
0005 O -0,001 -0,001 0,006 0,008 -0 0,013 0,001 -0,004 0,01 0,004
04 00 91 01 05 07 03 11 01 03 03 03
1,163 -0,03% -0,036 -0,08 -0,03 -0,029 -0,05 -0,03 -0,039 -0,038 -0,05 -0,05
000 -34 31 26 26 -25 -45 -23 34 33 -41 43
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Mikroplatta 3 2024-10-10

I OMMOoOO w>

1
0,09
0,064
0,075
0,079
0,06
0,057

0,09

2
0,111
0,071
0,069
0,078
0,061

0,06
0,071
0,108

3
0,093
0,068
0,063
0,065
0,058

0,06
0,057
0,091

Berakningar mikroplatta 3

0,026
42
-0,004
0.6
0,003
05
0,618

0,04
65
-0,009
1,5
0,001
02
-0,037
-6,0

0,025
40
0,002
0,3
-0,002
03
0,034
-5,5

Mikroplatta 4 2024-05-22

A
B
C
D
E
F
G
H

1
0,0696
0,065
0,0687
0,0792
0,0684
0,0703

0,0705

2
0,0603
0,0682
0,0671
0,0695
0,0892
0,0884
0,0677
0,0705

3
0,0602
0,0669
0,0745
0,0652
0,0861
0,0806
0,1332
0,0735

Berakningar mikroplatta 4
0,0046 -0008 -00067

05

0.8

07

-0,0105 -0,002 0,0093

-1,12
0
0.2

-0.26
0
009

0.99
0
059

08357 -0,003 0,0597

100

<03
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4
0,093
0,064
0,064
0,069
0,061
0,066
0,057
0,089

0,0674
0,0726
0,0597
0,0636
0,0664
0,0586
0,0627
0,0655

-0,0052
06
-0,0039
-0.42
0
0,83
-0,0028
03

5
0,13
0,066
0,067
0,07
0,06
0,061
0,063
0,109

0,064
10,4
-0,003
0,5
-0,001
0,2
-0,046
7.4

0,0642
0,0616
0,0822
0,0696
0,0762
0,068
0,0751
0,0692

0,0026
03
0,0126
1,35

088
0,0059
0.6

6
0,124
0,067
0,063
0,064
0,061
0,068
0,058
0,112

0,057
9,2
-0,001

-0,007
11
0,054

0,1994
0,0718
0,3706
0,0638
0,0655
0,0699
0,068
0,0662

0,1275
136
0.3068
3279
0
0,47
0,0018
02

52

7
0,098
0,067
0,062
0,064
0,069

0,07
0,062
0,101

0,031
50
-0
0,3
-0
0,2
-0,04
6,3

7
0,0675
0,0792
0,0597
0,0616
0,0791
0,0746
0,0624
0,0669

0,012
-13
0,002
0.2
0
0,48
0,008
0.5

8 9 10
0,098 0,106 0,105
0,065 0,077 0,071
0,062 0,094 0,072
0,066 0,07 0,086
0,072 0,065 0,076
0,071 0,064 0,073
0,067 0,427 0,061
0,101 0,096 0,108

0,033 0029 0,034
53 47 55
0 0024 -0,014
06 39 23
0,001 0,001 0,003
02 02 05
-0,03 0331 -0,047
55 536 786

8 9 10
0,066 0,1489 0,088
0,081 02164 0,063

0,06 00736 0,062
0,069 0,069 0,065
0,068 00635 0,061

0,07 0,0799 0,062
0,491 05957 0,062
0,079 0,0703 0,064

0,015 -0068 00252
16 72 27
0,009 0004 -0.002
091 043 026
0 0 0
018 -175 014
0412 05254 -0,002
4 562 02

11 12
1,056 0,118
0,088 0,075
0,066 0,068
0,068 0,067
0,065 0,068
0,064 0,068
0,065 0,778
0,111 0,111

0,967 0,038
1565 61
0 0,001
03 02
0001 O
02 00
-0,05 0,667
74 1079

1" 12

00806 02
0,063 0,07

0,0689 0,067
0,0608 0,073
0,1084 0,126
0,0654 0,068
0,0729 0,081
0,0699 0,068

0018 013
19 138
0.008 -0,006
087 -059
0 01
46 6821
0003 0,012
03 13



Publicering och arkivering

Godkinda sjilvstiandiga arbeten (examensarbeten) vid SLU publiceras
elektroniskt. Som student dger du upphovsritten till ditt arbete och behdver
godkinna publiceringen. Om du kryssar 1 JA, sa kommer fulltexten (pdf-filen)
och metadata bli synliga och sokbara pa internet. Om du kryssar i NEJ, kommer
endast metadata och sammanfattning bli synliga och sékbara. Aven om du inte
publicerar fulltexten kommer den arkiveras digitalt. Om fler &n en person har
skrivit arbetet giller krysset for samtliga forfattare. Du hittar en lank till SLU:s
publiceringsavtal pa den hér sidan:

e https://libanswers.slu.se/sv/faq/228316

JA, jag ger hirmed min/vér tillatelse till att foreliggande arbete publiceras

enligt SLU:s avtal om overlatelse av rétt att publicera verk.

L1 NEJ, jag ger inte min/var tillatelse att publicera fulltexten av foreliggande
arbete. Arbetet laddas dock upp for arkivering och metadata och sammanfattning
blir synliga och sdkbara.
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