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Sammanfattning

Fransk hjartmask (Angiostrongylus vasorum) ar en nematod som kan orsaka stora skador och
stundvis dod hos hunddjur. Sjukdomen heter angiostrongylos och férekommer sporadiskt i
Sverige, med undantag for pa Kosterdarna. Hosten 2023 avled tre av fyra valpar fran en
uppfodning i centrala Skéne efter en tids hosta. Efter valparnas dod provtogs avforing fran den
kvarlevande valpen som dven den uppvisade hosta. I avforingen pavisades larver av A. vasorum.
De vuxna hundarna fran uppfédningen provtogs och étta av tio hundar var dven de positiva for

A. vasorum. Detta vickte en misstanke om etablering av ett forsta hdgriskomrade (hotspot) i
Sverige. Syftet med denna studie var att folja upp forekomsten av A. vasorum i sniglar och hundar
i omradet foljande var och host efter det att atgérder vidtagits for att motverka smittspridning.

Sniglarna samlades in under tva tillfillen. En gang i mars och en géng i september 2024. De ana-
lyserades genom digestion och mikroskopering. Nematodlarver som péatraffades sparades for art-
bestimning med PCR. Avforing fran hundar i omradet skickades in och analyserades genom Baer-
mann tratt-metod.

Resultatet fran sniglarna insamlade i mars var genomgéende negativa. Ddremot prover undersokta
i september visade pa en hog forekomst nematodlarver (viktat medelvérde 5,79 larver 95 % KI +
0,61) i uppfodarens tradgard diar hundarna bor, jamfort med provtagningsplatser langre bort. Dér
varierade det viktade medelvérde mellan 0-0,17 (95 % KI + 0,08). PCR-analys av positiva diges-
tioner /larverna var dock negativt for bade A.vasorum och ravens lungmask, Crenosoma.vulpis.
Alla avforingsprover (22 st) frdn hundarna var negativa for A.vasorum men det pavisades lung-
mask i ett fatal prover (Crenosoma vulpis, n=2)

De negativa avforingsproverna samt negativa PCR-resultaten tyder pé att detta inte &r ett hogrisk-
omrade. Det dr dock viktigt att ndmna att trots en lyckad PCR (med fungerande positiva och nega-
tiva kontroller) sa ar det mojligt att A.vasorum larver missades for analys pa grund av begrinsad
erfarenhet av metoden (tvittning av larver och DNA-extraktion). Utdkade analyser inkluderade
andra hunddjur i omradet sdsom rév dr motiverat for att sdkert avfarda misstanken om hogrisk-
omrade. Vidare diskuteras dven i arbetet den till synes bristande effekten av milbemycin pa sym-
tom och utskiljning av larver i tracken.

Nyckelord: Angiostrongylus vasorum, angiostrongylos, hotspot, hogriskomrade, hund, PCR,
sniglar, Baermann



Abstract

The French heartworm (Angiostrongylus vasorum) is a bursate nematode that can cause major and
sometimes even lethal damages in the canine species. The disease is called angiostrongylosis.
Sweden has previously only had sporadic cases of angiostrongylosis, with the exception of the
Koster islands. During fall 2024, three out of four puppies from a breeder in central Skéne died
after a period of coughing. After their death the remaining puppy started coughing and a faecal
sample was the tested for 4. vasorum. The test came back positive. Adult dogs from the breeder
was then also tested and eight out of ten dogs were positive for A.vasorum. This raised the
suspicion of Sweden’s first documented hotspot. The aim of this study was to examine the
occurrence of A. vasorum in snails and dogs in the area to identify what could be Sweden’s first
hotspot.

The slugs were collected during two different occasions (once in March and once in September,
2024). They were digested and the material was then examined microscopically. To determine if
the nematode larvae found with microscope belonged to 4. vasorum or Crenosoma vulpis (the fox
lungworm), species-specific PCR assays were conducted. Fecal samples from dogs in the same
area were submitted and analysed with the baermann funnel method.

All the slugs collected in March were negative for nematode larvae. The slugs collected in Sep-
tember in the breeder’s yard were infected (weighted mean 5,79 nematode larvae 95% CI £0,61)
and harbored more larvae compared to the other sampling sites. The other sampling sites weighted
mean varied between 0 — 0,17 larvae (95% CI +0,08). Despite the frequent occurrence in the yard,
PCR tests of the nematodes were negative for both A. vasorum and C. vulpis. All of the fecal
samples were negative for 4. vasorum even if lungworm larvae were found in some samples

(C. vulpis, n=2).

The negative fecal samples combined with the negative PCR from the slugs indicate that this is not
a hotspot. It is important to mention that despite a successful PCR setup (with fully working posi-
tive and negative controls) it is possible that because of limited experience with sample prepara-
tion (purification of larvae from snails and DNA extraction from this material) some A.vasorum
larvae were missed. Further analysis including repeated tests on potential intermediate hosts as
well as on faecal samples and/or necropsy examination of other canine species in the area, such as
foxes, is motivated to safely discard the suspicion of a hotspot completely.

This study also discusses the potential lack of efficacy of milbemycin against the clinical symp-
toms and the faecal excretion of 4. vasorum larvae.

Keywords: Angiostrongylus vasorum, angiostrongylosis, hotspot, canine, PCR, slugs, Baermann
funnel
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1. Introduktion

Angiostrongylus vasorum ar en nematod som pa svenska kallas fransk hjartmask.
Den har en indirekt livscykel med hunddjur som slutvird och sniglar eller snickor
som mellanvérd i vilka utvecklingen av larvstadier sker (Rosen et al. 1970).
Larverna som infekterar hunddjuren migrerar fran tarmen upp till lungkérlen dér de
orsakar skador. Skadorna kan leda till symtom sa som hosta, dyspné, tachypné,
motionsintolerans och koagulopatier (Brennan et al. 2004). Skadorna kan i vissa
fall vara letala.

I Sverige diagnostiserades forsta fall av fransk hjirtmask hos hund och riv 2003
pa Sydkoster (Ablad et al. 2003); efter det har det forekommit fall pa ett flertal
platser i landet. Forekomsten av smitta har trots detta varit 1&g i1 jimforelse med
andra lidnder (Grandi ef al. 2017).

Under hdsten 2023 avled tre av fyra valpar i en kull fran en ort i centrala Skéne.
Alla valpar hade symtom p4 hosta och den kvarlevande valpens avforing pavisade
lar-ver av 4. vasorum. Flertal vuxna hundar frdn uppfodningen var dven positiva
for A. vasorum. Detta gav misstanke om att Sverige hade fatt sin forsta endemiska
hotspot.

1.1 Syfte

Syftet med arbetet var att f6lja upp forekomsten av A. vasorum hos sniglar och
hundar for att identifiera om parasiten etablerat sig.

1.2 Fragestallning

Forekomst av 4. vasorum 1 hundar (slutviarden) och sniglar (mellanvérden) i
omrédet for det tidigare utbrottet.
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2. Litteraturoversikt

2.1 Livscykel

Angiostrongylus vasorum, dven kallad fransk hjartmask ar en nematod som kan
orsaka infektion hos révar, domesticerade hundar samt andra hunddjur (Rosen et
al. 1970; Bolt et al. 1992; Morgan et al. 2005). Nematoden har en indirekt livs-
cykel med hunddjur som slutvérd och olika arter av sniglar och sndckor som
mellanvird (Barcante ef al. 2003). Det finns dven parateniska mellanvardar (trans-
portvdrdar) som grodor och paddor beskrivna i litteraturen. I experimentella for-
sOk har man sett att grodor ocksa kan agera som mellanvérd (Bolt ef al. 1993).

A. vasorum har 5 larvstadier (L1-L5) innan de nér sitt vuxna stadium (Anderson
2000:162—-163; Morgan et al. 2005; Saari 2019). Infekterade hunddjur utsondrar
forstastadielarver, L1, med avforingen. En mellanvérd fortdr hunddjurens av{oring
innehallande L1-larver. Larverna utvecklas till det infektidsa L3-stadiet i mellan-
véirden. Slutvirden konsumerar sedan larver av L3-stadier via infekterade mellan-
vardar eller parateniska mellanvardar. L3 larverna penetrerar slutvardens tarmmu-
kosa/slemhinna och tar sig till abdominala lymfknutor. I lymfknutorna utvecklas
larverna till L5-stadiet innan de via kérlsystemet tar sig till lungkérl och hjértats
hogra kammare dir de utvecklas till vuxna maskar. De honliga maskarna lagger
agg som transporteras till lungkapilldrerna. Nar dggen klacks penetrerar de nya
L1-larverna bronkviggen vilket orsakar irritation. Larverna hostas upp och sviljs
sedan av slutvirden. L1-larverna kommer sedan att utséndras med slutvirdens
faeces cirka 6-8 veckor efter smittan. (Rosen et al. 1970; Morgan et al. 2005). Se
figur 1 for forenklad livscykel.
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Slutvird: hunddjuren far 1 =

sig L3-larver fran ‘r\ 13 Hunddjur infekterad med 4. vasorum
mellanviird eller paratenisk T ® hostar upp L1-larver och sviljer ned dem
vird. Larverna vandrar \ \ 1 Gl-kanalen. L1 larver kommer di ut
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och hjirt-kirlsystem till \ — /f "\\ ,
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klicks och nya L1-larver /

irriterar lungan. {j

L3-larver fran sniglar
tas ibland upp av
parateniska

mellanviirdar som Mellanvird: sniglar eller snickor tar

grodor. upp L1-larver fran avidringen och
vidareutvecklar till det infektidsa
L3-stadiet.

Figur 1. Livscykel for A. vasorum.

2.2 Morfologi

Det finns manga nematoder inom ordningen strongylida. For att skilja dessa at ar
morfologin en central del. Angiostrongylus-larvernas forstastadium (L1) &r 310-
380 um langa och 14-16 um breda (Rosen ef al. 1970). Svansen ar 30-34 um lang
och beskrivs ha en vass spets med typiskt karakteristisk taggigt utseende pa dor-
salsidan (se figur 2).

Vid stadium L2 ar larverna 420-450 pm langa och 40-42 um breda (Guilhon &
Cens 1973; Ferdushy & Hasan 2010). Kroppen &r nagot mindre genomskinlig én
L1-stadiet pa grund av brunfiargade granulat i cellerna som tiacker inre organ.

Enligt Ash (1970) &r L3-larverna 508-610 um ldnga och 27-34 um breda.
Esofagus uppmaittes av Ash (1970) till 170-212 pm och svansen 32-41 pum.

I L4- och L5-stadiet borjar kon pé larverna bli tydliga, honornas vulva kan skiljas
frdn anus och hanarnas bursor och spikler gar att skonja (Rosen et al. 1970).

Vuxna maskar av A. vasorum har 3 ldppar som dr omojliga att sdrskilja 1 maskar-
nas kraniala del. Likt L4- och L5- stadierna ér konsbestimning mgjlig, men hos
de vuxna maskarna dr kdnsorganen rorliga och fungerande. Honornas reproduk-
tiva delar (livmoder, dggledare och dggstock) tillsammans med de morkfargade
tarmarna ger honan ett randigt utseende. Det beskrivs som barber pole”-utseende
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(Rosen et al. 1970). Enligt Guilhon & Cens (1973) &r honorna 15-20,5 mm lénga
och 220 — 306 um breda. Hanarna &r nagot mindre,14 — 15,5 mm langa och 170 —
235 pm breda.

Figur 2. Svans fran L1 A.vasorum med typiskt taggigt utseende. Bild av Bodil Chris-
tensson, SVA (2009)

2.3 Kliniska symtom

Livscykeln for A. vasorum innefattar migration, utveckling och forokning av lar-
ver 1 lungornas kérl och bronker (Rosen et al. 1970; Cesare & Traversa 2014).
Detta medfor att de vanligaste symtomen pé sjukdom (angiostrongylos) ér respira-
toriska. Larverna och dggens rorelse och utveckling i lungan leder till en granulo-
matos inflammation och med efterf6ljande fibrosbildning. Detta kan orsaka kli-
niska tecken som hosta, tachypné, dyspné och motionsintolerans (Brennan et al.
2004; Saari 2019; Conboy & Sykes 2021). Angiostrongylos beskrivs dven kunna
orsaka koagulopati, buksmaérta, krakningar, avmagring, nedsatt allméntillstdnd
(Koch & Willesen 2009; Saari 2019).

De tidigare beskrivna férdndringarna av lungan kan ofta ses vid rontgen 1 form av
okat interstitiellt, alveoldrt och/eller peribronchiellt monster (Boag ef al. 2004;
Brennan et al. 2004; Gallagher et al. 2012). I allvarligare fall kan ibland dven
pneumothorax, pleural effusion, subkutant emfysem och hogersidig hjartforsto-
ring ses rontgenologiskt.

2.4 Diagnostik

For att pavisa forekomst av 4. vasorum finns ett flertal diagnostiska verktyg till-
gingliga. Analys av avforingsprover kan utféras med Baermanns trattmetod
(Morgan et al. 2010; Cesare & Traversa 2014). Sensitiviteten dkar nér provet
innehéller avforing frén tre olika dagar d& utsondringen av parasitlarver sker inter-
mittent (Koch & Willesen 2009). Metoden édr dock mer tidskrdvande én ett direkt-
utstryk vilket kan gora direktutstryk mer fordelaktig vid akut behov av diagnos
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(Morgan et al. 2010). Vid forekomst av nematodlarver i provet diagnostiseras 4.
vasorum morfologiskt eller via PCR.

Diagnostisering via bronchoalveolar lungskodljning har hog sensitivitet och anses
vara ett sékert ingrepp hos friska hundar (Hawkins et al. 1990; Vail et al. 1995;
Bargante et al. 2008).

Serologisk diagnostik finns dven tillgénglig for pdvisande av antigen av A. vaso-
rum 1 serum (Verzberger-Epshtein et al. 2008; Schnyder et al. 2011).

2.5 Behandling

Effektiv behandlingar mot angiostrongylos som beskrivs i litteraturen &r, makro-
cykliska laktoner (milbemycinoxim, moxidektin och ivermektin) och en bensimi-
dazol (fenbendazole) (Martin et al. 1993; Brennan et al. 2004).

I Sverige dr de makrocykliska laktonerna milbemycinoxim och moxidektin
godkénda for behandling av infektion med A. vasorum. Moxidektin finns dock
enbart tillgénglig i kombinationspreparat, moxidektin + imidakloprid (FASS
Djurldkemedel u.a.a).

Makrocykliska laktoner verkar genom att 6ka membranpermeabiliteten for klorid-
joner i glutamatreglerande kloridjonskanaler (FASS Djurldkemedel u.d.b; FASS
Djurldkemedel u.a.c). Detta leder till paralys och dod hos parasiten.

Enligt FASS begransar preparat med milbemycinoxim infektion av 4. vasorum
med larver 1 L5-stadium och adulta maskar. Dosen ska vara 0,5-1 mg milbemy-
cinoxim/kg kroppsvikt fyra gdnger med en veckas mellanrum (FASS Djurlike-
medel u.4.d; FASS Djurldkemedel u.d.a; FASS Djurldkemedel u.a.c; FASS
Djurlédke-medel u.d.e).

Preparat med moxidektin har indikation for behandling av 4. vasorum-infektion
och profylax mot L4 och L5. Behandlingen sker som en engédngsdos med minst
2,5 mg moxidektin/kg kroppsvikt och bor foljas upp for ev. ytterligare behandling
efter | man (FASS Djurlikemedel u.4.b).

2.6 Fransk hjartmask (Angiostrongylus vasorum) i
Europa och Sverige

2.6.1 Europa

Det forsta fyndet av A. vasorum-infektion aterberéttar Schnyder et al. (2017) ska
ha skett i 1800-talets Frankrike, vilket gav nematoden sitt namn fransk hjértmask
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(Railliet & Henry 1913; Koch & Willesen 2009). Smittan ska dd ha forekommit
endemiskt i ett omrade runt Toulouse, Frankrike. Idag finns smittan spridd dver
stora delar av Europa och vérlden. Prevalensen varierar dock oerhort eftersom
smittan forekommer i endemiska foci (4ven kallat hotspots) med sporadiska fall
runt om (Koch & Willesen 2009).

Under de senaste dren har ett flertal undersékningar av seroprevalensen i olika
europeiska ldnder utforts. I en studie av Schnyder ef al. (2013) uppmittes sero-
prevalensen till 0,3 % 1 Tyskland och 1,0 % 1 Storbritannien. Samma typ av un-
dersokning i Italien visade pd en 0,6 % seroprevalens 1 norra Italien och 0,8 % i
centrala Italien (Guardone et al. 2013).

2.6.2 Sverige

I Sverige beskrevs det forsta fallet av A. vasorum 2003 hos rdv och hund pa Syd-
koster (Ablad et al. 2003). Efter detta har det forekommit sporadiska fall dven
runt om pa fastlandet. Se tabell 1 for antal och férdelning av indexfall under aren
2012-2023.

Tabell 1. Statistik fran Jordbruksverket over antal indexfall av A. vasorum hos hundar i
Sverige mellan ar 2012-2023 (Jordbruksverket 2012-2023). * betyder att det dven forekom
indexfall pa rdv.

2012 2013| 2014 2015| 2016 2017| 2018| 2019 2020 2021| 2022| 2023
Skiane 1 1 1 1 1 1 2 4 4
Blekinge 1
Halland 1
Kronoberg 2
Jonko ping 1 1 1
Vastra gotaland 1 1= 1 4 2 1 3*
Ostergotland 1 1
Sadermanland 1

[Ey [ P T

Grebro

Varmland 1

[y

Vastmanland
Stockholm 2 1 1 2 2
Uppsala 1 1 1
Gavleborg 1
Jamtland 1 1
Vasternorrland 1 1 1
Morrbotten 1

Seroprevalensen i1 Sverige undersoktes mellan &ren 2011-2015 av Grandi ef al.
(2017) och uppmiittes till 0,1 % vilket tyder pa att smittan dr ovanlig i jimforelse
med andra europeiska ldnder. Daremot har Danmark sedan flera ér tillbaka haft en
endemisk smitta (Saeed et al. 2006; Lemming et al. 2020). Prevalensen hos ravar
pé Sjélland, Danmark vid senaste undersokning lag kring 37 % (Lemming ef al.
2020). Med endemisk smitta i vart grannland Danmark diskuterar Mauritzson i sin
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artikel fran 2016 att sérskilt Skane skulle kunna ligga i riskzonen for att fa in
smitta som etableras. Nagot som inte konfirmerades 1 hennes undersékning av
forekomsten hos skénska jakthundar (Mauritzson 2016).

Scenariot i Danmark visar hur snabbt infektionen kan etablera sig i ett nytt om-
rade. Saeed et al. (2006) aterberittar i sin artikel att innan 1989 sa hade A. vaso-
rum enbart diagnosticerats vid obduktion av tvd hundar som hade besokt Frankri-
ke varefter prevalensen/forekomsten steg kraftigt. Artikelforfattaren menar att
detta beror pa att smittan kan importerats med hundar som 1 sin tur infekterat snig-
lar inom ett nytt omréde. Infektionen kan dérefter etablera sig hos révar, som ér
ett hunddjur, i samma omréde och de kan sprida infektionen ytterligare.

2.7 Forekomst av Angiostrongylus vasorum i sniglar

Studier i andra europeiska ldnder avseende A. vasorum i mellanvirden (olika
sniglar) har visat pa varierande prevalens. I en studie utférd i Swansea (hotspot
for A. vasorum) 1 Sodra Wales uppmittes prevalensen till 29,4 % (Aziz et al.
2016). I samma studie var prevalensen i Bristol (som inte har en endemisk smitta)
endast 0,3 %. Skribenten fortydligar dock att insamlingstillfdllena pé de olika
platserna skedde under olika érstider, vilket medfor att prevalenserna ej ar jam-
forbara.

Utanfor Kopenhamn uppmattes prevalensen i medeltal till 9,4 % (Ferdushy et al.
2009) men med en stor variation mellan de olika undersokta omradena (0-26 %).

Aven i sydvistra Tyskland varierade prevalensen ndgot mellan de olika omriden.
Otterberg, Rhineland-Palatinate identifierades som hotspot med en prevalens pa
9,9 % (Lange et al. 2018).

I studien fran K&penhamn (Ferdushy ef al. 2009) artbestdmde larver till 4. vaso-
rum enligt morfologiska kriterier enligt Rosen ef al. (1970) och Ash (1970), me-
dan man 1 Storbritannien (Aziz ef al. 2016) och Tyskland (Lange ef al. 2018)
anvinde sig av PCR.
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3. Fallbeskrivning

Hosten 2023 hiamtade en djurdgare fran Uppsala fyra valpar (A, B, C & D) av
rasen pomeranian fran en uppfédare i centrala Skane. Innan valparna forflyttades
spenderade djurdgaren en vecka hos uppfodaren med sina vuxna hundar (hund 1,
2 och 3) dven dessa av rasen pomeranian. Valparna anldnde till Uppsala i borjan
av september samma ar; de var da 12 veckor, friska och besiktigade. Den 4/10-23
vaccinerades tre av fyra valpar mot valpsjukevirus, kennelhosta, parvovirus och
hepatitis contagiosa canis. Valp A vaccinerades ej pa grund av ett hornhinnesar.
Den 8/10-23 borjade valp B hosta. Den 10/10-23 uppsoktes veterindr och rontgen
visade pa lungforindringar. Efter detta besok beslutades det att ta uppfoljande
rontgenbilder 2-3 veckor senare. Den 13/10-23 uppsdktes veterinér igen eftersom
aven valp A utvecklat hosta och nedsatt allméntillstand. Valp A fick da antibiotika
(amoxicillin och klavulansyra) samt meloxicam. Dessutom hade valp C bdrjat
hosta och fick annan antibiotika (doxycyklin) samt meloxicam. Valp C blev ¢j
battre och avlivades 18/10. Den 25/10-23 ramlade valp A ihop hemma och avled.
Valp B som hade insjuknat forst avlivades 27/10-23 efter den var gravt andnings-
paverkad. Valp D hade da borjat hosta och veterindren rekommenderade att ta ett
trackprov som skickades in for analys 30/10-23. I trackprovet pavisades larver av
fransk hjartmask (Angiostrongylus vasorum). Valpen behandlades da med kom-
binationspreparatet milbemycin och prazikvantel (Milbemax® vet, Elanco Den-
mark) fyra gdnger med en veckas mellanrum. Vid uppfdljande provtagning 27/11-
23 pavisades larver fortfarande. Den 5/12-23 éndrades behandlingen till ett kom-
binationspreparat med imidakloprid och moxidektin (Advocate®). Trickprov
18/12-23 visade att larver av fransk hjartmask fortfarande fanns kvar trots av-
maskning. Valp D behandlas ytterligare en gang till med Advocate® 18/12-23.
Trackprov 2/1-24 var negativt. Ytterligare avforingsprov 22/1-24 var dven det
negativt.

Djurdgarens tre vuxna hundar (hund 1, 2, 3) hade dven de borjat hosta 1 december
2023, varefter trackprov skickades for undersokning. Badde hund 1 och 2 var posi-
tiva for fransk hjdrtmask, men hund 3 negativ. Samtliga hundar behandlades med
Milbemax® vet, Elanco Denmark samtidigt som valp D i november. Hundarna
inledde behandling med Advocate® 18/12-23. Trickprov frén hund 1, 2 & 3 var
negativa 22/1-24.

Uppfoédningen i centrala Skane:

Nir valp D i Uppsala diagnosticerades med fransk hjartmask i oktober 2023 av-
maskade dven uppfodaren 1 Skane sina pomeranianhundar med Milbemax® vet,
Elanco Denmark. Efter tre veckors behandling den 6/12-23 analyserades track
fran tvd vuxna hundar (E & F). Bdda hundarna hade larver. Ytterligare fyra
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hundar (G, H, I & J) hos uppfodaren undersoktes 9/1-24. Alla utom Hund J var
positiva for fransk hjartmask och de behandlades da med Advocate®. Nya
trackprover togs fran hundarna F, G och H som befanns negativa 23/2-24, men

hund F var positiv for C. vulpis. Ny provtagning gjordes 30/4-24 av hund I som
var positiv (ytterligare behandling eller provtagning ej kind).

Se tabell 2 for hundarnas symtom och behandling uppdelat i kolumner samt figur

3 for tidslinjer for de olika beskrivna héndelserna.

Tabell 2. Hundar/valpar samt symtom, behandling och provsvar efter behandling.
Behandling med Milbemax® vet, Elanco Denmark skedde fyra gdanger med en veckas
mellanrum och behandling med Advocate® skedde 1 gang om inget annat anges.

Hund/ Symtom | Behandlad med | Positivt/negativt | Behand- | Positivt/negativt
Valp Milbemax® vet, | trickprov efter | lad med | trickprov efter

Elanco behandling med | Advo- behandling med

Denmark Milbemax® vet, | cate® Advocate®

Elanco
Denmark

Valp A Hosta Avliden innan - - -

trackprov
Valp B Hosta Avliden innan - - -

trickprov
Valp C Hosta Avliden innan - - -

trickprov
Valp D Hosta Ja Positivt 27/11-23 | Ja Negativt efter 2

behandlingar.
2/1-24

Hund 1 Hosta Ja Positivt 9/12-23 | Ja Negativt 22/1-24
Hund 2 Hosta Ja Positivt 9/12-23 | Ja Negativt 22/1-24
Hund 3 Hosta Ja Negativ 9/12-23 | Ja Negativt 22/1-24
Hund E Hosta Ja Positivt 6/12-23 | Ja -
Hund F Hosta Ja Positivt 6/12-23 | Ja Negativt 23/2-24
Hund G | Symtomfri | Ja Positivt 9/1-24 Ja Negativt 23/2-24
Hund H | Symtomfri | Ja Positivt 9/1-24 Ja Negativt 23/2-24
Hund I Symtomfri | Ja Positivt 9/1-24 Ja Positivt 30/4-24.
Hund J Symtomfti | Ja Negativt 9/1-24 | - -
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3 av 4 valpar vaccineras mot DHPPI.
Valp A vaccineras ej pga hornhinnesar.

Veterinar uppsoks, valp B uppvisar
lungférandringar pa réntgen.

Valp C avlivas.

Sep Valp A, B, C & D anlénder i Uppsala fran en uppfédning i
centrala skane. Djuragaren hade da spenderat 1 vecka hos
uppfédaren med sina 3 vuxna hundar (1,2 & 3).

Okt

Valp B bérjar uppvisa symtom pa hosta.]

Veterindr uppsoks igen men med valp A som bérjat visa
symtom pa hosta. Valp C har &ven bérjat hosta.

(

Valp B avlivas. Valp D har dven bdrjat hosta.
Rekemmendation om att skicka in trackprov ges.

Trackprov fran valp D pavisar A.vasorum. Behandling
med Milbemax® vet satts in for bade valp D samt hund 1,
2 & 3. Uppfodaren i Skane satter aven in behandling med

Milbemax® vet for hund E, F, G, H, | & J. .

Behandling byts till Advocate® for valp D.

Track fran vuxna hundar i Uppsala (hund 1,2 & 3)
provtas och hund 1 & 2 &r positiva for A.vasorum.

{Tréckprov fran valp D &r negativt.

Hund 1,2 & 3 samt valp D &r alla negativa
for A.vasorum vid trackprovsanalys.

[ Trackprov fran hund | ar positivt for A.vasorum.

lVaIpA ramlar ihop hemma och avlider. ]

Nov

Uppféljande trackprov fran valp D
pavisar fortsatt A.vasorum.

Dec \

Tréack fran hund E & F i Skane provtas
ach ar positiv for A.vasorum.

-
Valp D lamnar nytt postitivt trackprov. Ytterligare
behandling med Advocate® ges samtidigt som hund
1,2 & 3 far forsta behandling.

Jan 24 o i
Hund G, H, | & J i Skane provtas. G, H & | ar

positivt. Behandling med Advocate® satts in.

Feb

Hund F, G & H &r negativa fér A.vasorum.
Hund F &r &ven positiv for C.vulpis.

Mayj

Figur 3. Tidslinje over hindelser for hundarna/valparna
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4. Material och metod

4.1 Sniglar

4.1.1 Insamling av sniglar

Sniglarna plockades vid tva tillfdllen (30 mars 2024 och 18 september 2024) inom
en radie pa 1 km runt om uppfédarens bostad i centrala Skéne. De delades upp 1
plastlador, en for varje insamlingsplats (se figur 4 for karta Gver insamlingsplat-
ser). Plastladorna forsags med lufthdl samt var fyllda med fuktigt papper, blot
jord, sallad och gurka. De forvarades dérefter 1 10 dagar utomhus (ca. 5-15 °C)
efter forsta insamlingen (30 mars 2024) innan analys utfordes. Vid andra insam-
lingen (18 september 2024) forvarades ladorna i 3 dagar inomhus (ca. 20-23 °C).

Figur 4. Karta over insamlingsplatser av sniglar. X markerar uppfodarens bostad. De réda
cirklarna dr omrdden ddr sniglar samlats in. Cirkel T dr uppfodarens trddgard. Cirkel V
Gr lings bilvigen utanfor bostaden. Cirkel A dir en dker som hundarna promenerar éver
ofta. Cirkel K dir vid en kyrka ddr hundarna ej passerar sd ofta.
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4.1.2 Analys av sniglar

Sniglarna (tre-fem stycken fran samma insamlingsomréde) analyserades gruppvis.
Efter dekapitation klipptes de i 2-3 mm bitar. Digestionsvitskan innehdll 0,6 %
pepsin och 0,7 % HCI. Finfordelad snigelmassa blandades sedan med 200 ml
digestionsvitska under omroring vid 37-41 °C 1 30 minuter. Vitskan filtrerades
med kirurgisk gasviv varefter den fordelades i Falconrér (50 ml per ror). Dessa
centrifugerades vid 500 G i 3 min. Sedimentet/bottensatsen sdgs upp efter centri-
fugering och undersoktes under mikroskop for artbestimning enligt Ash (1970)
och Rosen (1970). Efter morfologisk artbestimning av funna larver sam-lades
material upp for bekréiftande PCR.

4.2 Trackprov

4.2.1 Insamling av trackprov

Djurdgare med hundar i omradet 5 km runt om uppfodarens bostad uppmanades
via inldgg pa sociala medier att skicka in trackprover for analys. De instruerades
att skicka in 1-2 matskedar trick insamlade under tre dagar. De fick dven fylla i
en remiss (se bilaga 1) med djurets namn, alder, postnummer, ev. symtom pa
hosta och uppgifter om senaste avmaskning.

4.2.2 Analys av trackprov

Avforingen analyserades med Baermanns tratteknik (Thienpont 1986). Av{oring
(3-4 msk) placerades i1 dubbla ark gasvév och forslots med en trépinne varefter
den placerades 1 en Baermanntratt fylld med ljummet vatten. Efter 24-72 h tomdes
15 cl av bottenvitskan ut i ett provror som centrifugerades vid 1500 G 1 5 min.
Bottensatsen/sedimentet undersoktes under mikroskop for eventuell forekomst
och artbestamning av L1-larver enligt Ash (1970) och Rosen (1970).

4.3 PCR

4.3.1 DNA extraktion

DNA extraherades fran 2 x 100 pl sediment fran tvd nematodpositiva snigel-
digestioner (totalt fyra extraktioner fran tvd digestioner). Utdver provmaterial frén
snigeldigestionerna anvindes tre positiva kontroller med A. vasorum (vuxen hona
och larver) samt en vuxen hona av C. vulpis. Maskar och larver frén positiva
kontroller tvittades och lades 1 200 pl MilliQ H20 innan DNA extraherades
Nucleospin® Tissue kit (Macherey Nagel GMBH & Co) enligt instruktion 1 det
medfoljande protokoll med ett fétal justeringar. Efter tillsatts av proteinas K fick
proverna std 20 h 1 56 °C istéllet for 1-3 h. Vid lyseringen fanns det fortsatt
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synliga icke-nedbrutna partiklar i eppendorf-réren med material frén snigel-
digestionerna. Roren centrifugerades vid 10000 RPM x 5 min och supernatanten
fordes over 1 nya ror for ytterligare extraktion. Avslutningsvis analyserades DNA
kvalitet och koncentration med NanoDrop 8000 (ThermoScientific).

4.3.2 Molekylar identifikation av A. vasorum

DNA fran isolerade larver/maskar analyserades med konventionell PCR enligt
Jefferies et al. (2009), (2011) och Massetti et al. (2024). Metoden skiljer sig fran
de nimnda studierna genom valet av konventionell PCR. Tre olika primerpar (tva
specifika for 4. vasorum 12F2-12R2 och ett I2F10-12R9 C. vulpis) anvéndes (Ta-
bell 3). De olika primerparen tillsattes i separata ror tillsammans med DNA-temp-
lat och en master mix med HotStarTaq® Plus DNA Master Mix Kit (Tabell 4).

Extraherat DNA spidddes till en koncentration mellan 10-30 ng/ul baserat pa
NanoDrop (ThermoScientific)-métningarna. Till 1 pl av det utspiddda DNA:t
tillsattes 9 ul master mix for respektive PCR-reaktionen. Sammanlagt 24 PCR
analyser utfordes varav 8 var positiva eller negativa kontroller. DNA:t ampli-
fierades sedan med ett program med 95 °C denaturerande temperatur i 3 min
efterfoljt av 40 cykler vid 95 °Ci 15 s, 60 °C 1 20 s och 72 °C i 40 sek samt ett
avslutande steg vid 72 °C 1 10 min. Programmet var ett sammantaget program fran
tre olika studier (Tabell 5). Efter amplifiering anvdndes TapeStation 4150
(Agilent) med D1000 ScreenTape (Agilent) for att visualisera PCR-produkterna.
Medf6ljande instruktioner till D1000 ScreenTape foljdes. Forst visualiserades
enbart positiva kontroller. Dar sigs det att primerparet med 12F10-12R9 gav
tydligare resultat &n [2F2-12R2 {6r A.vasorum. Dérefter kordes enbart PCR-
produkter med primerparen 12F10-12R9 och CVULPISits2F- CVULPISits2R.

Tabell 3. Primers till PCR samt sekvens, storlek och referens.

Art Primer Sekvens 5°-37 Stor- | Referens
lek
(bp)
A.vaso- | 12F2 (forward) | GCGTGTGTTCATGTTTGGAC 180 | (Jefferies et
rum al. 2009)
12R2 (reverse) | CATTACTAGCATACAAGCACATG
A.vaso- | 12F10 CGCATGATGAAAGAATGCTG 121 (Jefferies et
rum (forward) al. 2011)
I2R9 (reverse) | GACGACGACGACAACCACT
C. CVULPISits2 | GATAGTGTAGATCATCATTGCTA | 213 | (Massetti et
vulpis F (forward) C al. 2024)

CVULPISits2 | CGGGTAATCACGTCTGAGCT
R (reverse)
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Tabell 4. Volymer per prov for blandning av MasterMix, primers samt vatten.

1 prov
HotStarTaq ® Plus DNA Sul
MasterMix
Forward Primer 10 uM 0,5 ul
Reverese Primer 10 uM 0,5 ul
tabH20 3ul

Tabell 5. Olika PCR-protokoll for olika primerpar fran tre olika studier. Dessa studiers
PCR-protokoll ligger grund for denna studies PCR-protokoll (Jefferies et al. 2009, 2011,

Massetti et al. 2024)

Primerpar:
12F2/12R2
Temp °C Tid
95 15:00
40 cykler
94 00:30
62 00:30
72 01:00
72 05:00

Primerpar:
12F10/12R9
Temp °C Tid
95 10:00
45 cykler
95 00:15
62 00:15

Ej specificerat

72

24

10:00

Primerpar:
CVULPISits2F/2R
Temp °C Tid
95 02:00
40 cykler
95 00:15
60 01:00
Ej specificerat

72 10:00



5. Resultat

5.1 Analys av sniglar 1

Vid forsta insamlingen 30 mars 2024 insamlades totalt 82 sniglar. Alla var levan-
de vid start av analys. Frén en trddgéard (T) digererades 24 sniglar, fran en vig (V)
30 sniglar, vid kyrkan (K) atta sniglar och frén en éker (A) 20 sniglar. Nematod-
larver pavisades inte i ndgot prov.

Se tabell 6 for plats, antal sniglar per digestion och antal pdvisade nematodlarver.

Tabell 6. Analys av sniglar 30 mars 2024 dir plats for insamling (se figur 3 for karta),
antal sniglar per digestion.

Plats (se figur 4 for Antal sniglar
karta)

T 5
T 5
T 5
T 5
T 4
\ 10
\Y 10
\Y 5
\Y 5
K 4
K 4
A 8
A 3
A 5
A 4

5.2 Analys av sniglar 2

Vid andra insamlingen 18 september 2024 undersoktes 94 sniglar. Av dessa hade
90 st sjalvdott ndgot eller ndgra dygn innan digestion. Fran tradgarden (T) digere-
rades 20 ’sjdlvdoda” och fyra ’levande” sniglar. Totalt pavisades 28 nematod-
larver med utseende som i figur 5. I samtliga prov fran T pavisades nematoder.
Det viktade medelvirdet for platsen T var 5,79 (95 % KI + 0,61). Nematoderna
mattes till 380-550 um 1 langd. Dessa sparades och undersoktes med PCR.
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Fran viagen (V) digererades 24 ’sjalvdoda” sniglar och en nematodlarv pavisas i
en digestion vilket gav ett viktat medelvérde pd 0,17 (95 % KI + 0,08) for platsen
V. Aven denna nematod sparades for PCR undersokning.

Fran de kvarstiende platserna Aker (A) och Kyrka (K) digererades 24 respektive
22 7sjdlvdoda” sniglar varav samtliga var negativa.

Se tabell 7 for att se plats, antal sniglar och antal pivisade nematodlarver per
digestion.

Tabell 7. Analys av sniglar 18 september 2024 ddr plats for insamling (se figur 6 for karta),
antal sniglar per digestion samt antal pavisade nematoder framgdr.

Plats (se figur 4 for Antal sniglar Antal nematodlarver
karta)

5 doda
5 doda
5 doda
5 doda
4 levande
5 doda
5 doda
4 doda
5 doda
5 doda
5 doda
4 doda
5 doda
5 doda
5 doda
5 doda
5 doda
5 doda
4 doda
3 doda

AR RS R (PP i< i< i< I<|I< 33 |H
clojlco|lco|lco|lolo|lo|o|lo|lo o= |o|o |— v |« | |w
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Figur 5. Visar nematodlarv frdn snigel i tridgdrd (T). Ldingd mellan 380 och 550 um.

5.3 Analys av hundtrack

Avforingsprov frdn sammanlagt 22 hundar av olika raser analyserades med Baer-
mann-teknik i oktober 2024. Proverna kom fran flatcoated retriver, hovawart, rott-
weiler, storpudel, dvéargpudel, stravharig vorsteh, cocker spaniel, american staf-
fordshire, cane corso, pomeranian och blandras. De varierande i alder mellan fem
manader och 12 ar och 55 % var hanhundar och 45 % tikar. Samtliga var nega-
tiva for 4.vasorum. Hundarna med provnummer 16-22 (Tabell 8) var uppfodarens
hundar varav 16 och 17 hade undersokts tidigare 9/1-24 och 23/2-24. De bendmns
1 fallbeskrivningen som hund G och H. Hos 17 och 18 pavisade C. vulpis (Figur 8)
medan hos tre hundar pavisades larver misstankta att vara Dictyocaulus spp.
(hund 15, 17, 19) (se figur 7) i avforingen. Uppgifter om de olika hundarna redo-

visas 1 Tabell &.

Tabell 8. Analys av avforing via Baermanns tratteknik med information frdn remiss om ras,
dlder, kon och bostad. Streck i ruta betyder att dgaren ej uppgav informationen.

Provnummer | Ras Alder Kon | Plats pa Resultat
kartan
(figur 5)

1 Blandras 1 &r Tik 1 Neg

2 Flatcoated 3ar Tik 2 Neg

retriver

3 Hovawart 9 ar Hane |3 Neg

4 Rottweiler 9 ar Tik - Neg

5 Storpudel 2 ar Tik 5 Neg

27




6 Dvirgpudel 1 &r Tik 6 Neg
7 Strédvhérig 3ar Hane |7 Neg
vorsteh
8 Cocker 7 ar Tik 8 Neg
Spaniel
9 American 10 ar Hane |9 Neg
staffordshire
10 Blandras 4 ar Hane | 10 Neg
11 Blandras 12 ar Hane |11 Neg
12 Cane Corso 1 ar Tik 12 Neg
13 Flatcoated 2 ar Hane | 13 Neg
retriver
14 Blandras 10 ar Hane | - Neg
15 Blandras 10 ar Hane | 15 Neg (enbart 3 st
misstankt
Dictyocaulus
spp., se figur 6)
16 Pomeranian | 4 ar Tik Uppfodarens | Neg
bostad
17 Pomeranian | 8 ér Tik Uppfodarens | Crenosoma
bostad vulpis.
(missténkt
Dictyocaulus
spp., se figur 6)
18 Pomeranian | 5 man Tik Uppfodarens | Crenosoma
bostad vulpis.
(misstankt
Dictyocaulus
spp., se figur 6)
19 Pomeranian | 4 ar Hane | Uppfodarens | Neg
bostad
20 Pomeranian | 5 man Hane | Uppfodarens | Neg
bostad
21 Pomeranian | 10 ar Hane | Uppfodarens | Neg
bostad
22 Pomeranian | 10 &r Hane | Uppfodarens | Neg
bostad
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Figur 6. Karta 6ver omradet dir avforing samlats in ifrdn. Den svarta ringen representerar
figur 4 och dr omrddet for uppfodarens bostad och insamlingsomrdde av sniglar. De olika
bruna prickarna dr bostadsplats for hundar som fatt sin avforing analyserad.

Figur 7. Misstdnkt Dictyocaulus spp.

Figur 8. Crenosoma vulpis stadie L1.



54 PCR

Inget av de fyra snigelproven som analyserades med PCR var positiva varken for
A. vasorum eller C. vulpis. Daremot sags tydliga band vid =133 bp respektive 224
bp hos de positiva kontrollerna och inget band noterades med de negativa. Figur 9
visar D1000 ScreenTape (Agilent) resultat for 4. vasorum med primerpar I12F10-
I2R9 och figur 10 visar for C. vulpis med primerpar CVUPLISits2F-
CVULPISIts2R

el LAy A B1 c1 o1 E1 F1 G1

1500
1000

T

Figur 9. PCR produkter fran PCR med primerpar I2F10-12R9 specifika for A. vasorum
visualiserade med D1000 ScreenTape (Agilent). ELI (L) dr en elektronisk stege. Al positiv
kontroll fran en vuxen hona av A. vasorum. Bl positiv kontroll med Lli-larver av
A. vasorum. CI och DI dr fran ett och samma snigelprov plats T. E1 och F1 dr fran det
andra provet (dven det plats T). G1 dr en negativ kontroll. Al och Bl visar pd PCR-
produkter vid 133 bp. C1-G1 dr alla negativa.
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L I N 3 | B1 c1 o1 E1 F1

Figur 10. PCR produkter fran PCR med primerpar CVULPISits2F-CVULPISits2R
specifika for C. vulpis visualiserade med D1000 ScreenTape (Agilent). ELI (L) dr en
elektronisk stege. Al dr en positiv kontroll fran en vuxen hona av C. vulpis. BI och CI dr
fran samma prov av digrerad snigelmassa med nematoder. D1 och EI dr fran det andra
provet med digererad snigelmassa med nematoder. F1 dr en negativ kontroll. A1 visar pd
majoritet PCR-produkter vid 224 bp. B1-F1 dr alla negativa.
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6. Diskussion

6.1 Forekomst av nematodlarver i sniglar

Fran analyserna av sniglarna plockade 18 september ses en tydligt 6kad forekomst
nematodlarver i uppfodarens tradgéard (T). Sniglar plockade enbart ca. 100 meter
bort pa vigen (V) hade en betydligt lagre forekomst och dnnu ldngre bort var fore-
komsten 0. Liknande visade Ferdushy ez al. (2009) i sin studie att férekomsten av
A. vasorum kan variera stort mellan olika platser med relativt ndra avstdnd. Fer-
dushy et al. (2009) misstinkte lag faunadiversitet som orsak till detta. Som tidi-
gare ndmnt var forekomsten hogst pa platsen trddgarden (T) vilket var platsen dér
hundarna bodde. Dér bestod en stor del av platsens fauna av uppfodarens hundar,
vilket 6kade misstanken om att nematoderna var av arter som uppfordkas av hun-
dar. P4 grund av detta och den tidigare forekomst av 4. vasorum hos hundarna var
fransk hjartmask hogst upp pa listan av misstinkta nematoder. Morfologiskt lik-
nade nematoderna A. vasorum da lingden var samma som beskrivs 1 litteraturen
(Ash 1970; Rosen et al. 1970). Svansen hade dock ett mer spetsigt utseende &n
fingerformat som Ash (1970) beskriver att L.3-stadiet ska ha. PCR visade sig se-
dan negativt for A. vasorum vid analys av tva digestioner, vilket tyder pé att det
skulle vara nematoder av andra arter. Varken morfologin eller PCR tyder pa

C. vulpis som ocksé hade pavisats i uppfodningen. En sekvensering av ITS-2
region varit intressant for att artbestimma de nematoder som &terfanns i sniglarna.

Tydligt i denna studie var sdsongsvariationen. Férekomsten av nematodlarver
varierade mycket mellan provtagningen i mars och provtagningen i september.
Detta stimmer dverens med en studie av Aziz et al. (2016) 1 vilken man sag en
stor variation 1 forekomst av 4. vasorum beroende pd om proven togs pad somma-
ren och hosten. Dér var forekomsten ldgre pa sommaren én hosten. Detta miss-
tankte de berodde pa den 6kade tiden nematodlarverna har att smitta och utveckla
sig 1 sniglarna. I denna studie kunde som tidigare ndmnts inte forekomst av 4.
vasorum bekriftas, men de pavisade nematoderna foljer samma monster. Som
orsak till denna sdsongsvariation diskuterade Lange et al. (2018) i sin artikel tem-
peraturskillnader. Specifikt ndmner de skillnaderna mellan larvernas 6nskade kli-
mat med hoga temperaturer och sniglarnas foredragna tempererade och fuktiga
klimat. Varken sniglarnas eller larvernas foredragna klimat stimmer dverens med
Sveriges kalla och torra vintrar som ibland stracker sig in i mars. Det dr inte heller
studerat om larverna kan dverleva en overvintring 1 sniglar 1 Sverige. Samman-
taget med den goda effekten av den slutliga avmaskningen skulle detta kunna
forklara den icke-existerande forekomsten fran forsta provtagningen.
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Tidigare studier visar att forekomsten av A.vasorum hos sniglar och hundar kan
variera under olika arstider, och da hundar vanligen testas positivt under vinter
och véren (Morgan ef al. 2010). Detta sammantaget med A.vasorums prepatens-
period pa 28-108 dagar (Moudgil et al. 2023) innebér att smittorisken dkar under
andra halvan av kalenderéret. Avforingsproverna i denna studie analyserades en-
bart pa hosten. Aven detta kan ha bidragit till det negativa resultatet. I en utokad
studie hade analyser kunnat utforas pa bade var och host for att identifiera en ev.
sdsongsvariation dven dar.

6.2 Forekomst av nematodlarver i avforing

I arbetet analyserades avforingsprov endast pa hosten. Cirka 25 provtagningskit
skickades ut till hundédgare inom en radie av X km kring det ursprungliga fyndet,
varav 22 kom i retur med trickprov och med ett godkdnnande om att resultatet
fick publiceras. Trots det laga antalet deltagande sa hade bostdderna for hundarna
god spridning (se karta i figur 5). Det genomgéende negativa resultatet hos de
geografiskt spridda hundarna tyder i viss grad pa att smittan var koncentrerad
enbart till uppfodarens hundar. Detta dverensstimmer med tidigare beskrivningar
av endemiska fokus av 4. vasorum (Koch & Willesen 2009). I mitt fall var fyndet
begrinsat till en bostad, vilket vdcker frdgan om det kan rdknas som ett utbrott
kring ett endemiskt fokus.

Samtliga hundar var negativa under hdsten hos den djurdgare som ursprungligen
var drabbad. Detta visar att de dtgérder som vidtogs (avmaskning med Advo-
cate®) fungerade och lett till att A.vasorum inte lingre fanns kvar. Aven det
faktum att samtliga hundar som analyserades 1 ndrheten av hans bostad var
negativa, tyder pd att risken for ett etablerat fokus for smittan &r lagt. Detta kan
bero pé att Sverige inte dr en optimal plats for spridning av fransk hjartmask,
vilket ytterligare styrks av den laga seroprevalensen som Grandi et al. (2017)
uppmétte samt det 14ga antalet anmélda indexfall i Sverige (Jordbruksverket
2012).

Samtidigt gar det inte att utesluta att det negativa resultatet var en foljd av att
antalet undersokta prov var lagt. I en tidigare studie fran 2016 (Mauritzson 2016)
analyserades avforing fran 88 kliniskt friska jakthundar 1 Skane f6r endoparasiter
och med fokus pa A. vasorum. Aven enligt denna undersdkning var samtliga
hundar negativa for parasiten. Smittan drabbar dock som tidigare nimnt inte bara
domesticerade hundar utan dven vilda hunddjur som exempelvis rodrav (Canis
vulpes). 1 detta fall togs kontakt med lokala jdgare som uppmanades att skicka in
rdvar som skots/patriaffades doda 1 omradet. Inskickande av rdvar borde ha under-
lattats av en pagaende kampanj med syfte att Gvervaka rdvens dviargbandmask,
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Echinococcus multilocularis. Dessvirre inkom inga rdvar for analys under tiden
for denna studie.

Aterigen #r dven begreppen endemiskt fokus och hotspot som anviinds frekvent i
detta arbete intressanta. Ar detta fall ndgot som kan falla under en sidan defini-
tion? Lessler et al. (2017) diskuterar i en artikel begreppet hotspot och dess olika
definitioner. De foreslér flera alternativa begrepp till hotspot, exempelvis "belas-
tad hotspot” som dr ett omrade med 6kad sjukdomsincidens eller prevalens eller
geografiskt kluster av fall”. ”Belastad hot spot” skulle passa in i detta fall med
Okad prevalens i1 uppfodarens bostad under hosten 2023.

6.3 Fallet och behandlingar

Fran fallbeskrivningen vécktes intresse kring effekten av insatta antiparasitéra
behandlingar (avmaskningar). Samtliga hundar i Skane och Uppsala som behand-
lades med Milbemax® vet, Elanco Denmark (bortsett frén de avlidna valparna och
hund F), var fortsatt positiva for 4. vasorum vid avslutad behandling. Daremot
efter behandling med Advocate® var samtliga hundar negativa. Bada dessa léke-
medel innehaller besldktade aktiva substanser tillhérande gruppen makrocykliska
laktoner. Milbemax® vet, Elanco Denmark skiljer sig dock fran Advocate® bade
vad géller hur preparatet tillfors och 1 farmakokinetiska egenskaper. Milbemax®
vet, Elanco Denmark administreras via tablett och nar maximal plasmakoncentra-
tion efter 2-4 h och har en halveringstid pa 1-4 dagar (FASS Djurldkemedel u.a.c).
Detta till skillnad frdn Advocate® som ér ett spot-on-preparat och nar maximal
plasmakoncentration efter 4-9 dagar och med en halveringstid pa cirka 28 dagar
(FASS Djurldkemedel u.a.b). Detta leder till att parasiterna exponeras under
langre tid och for en hogre koncentration vid anvindning av Advocate®.

Aven preparatens indikationer skiljer sig at. Milbemax® vet, Elanco Denmark har
enligt FASS Djurlikemedel (u.4.c) som indikation ’begransning av infektion
orsakad av out-vecklade vuxna (L5) och vuxna parasitstadier”. Daremot har
Advocate® tvé indikationer (FASS Djurldkemedel u.a.c), bade “’Profylax mot
angiostrongylos (larvstadie L4 och outvecklade vuxna stadier av Angiostrongylus
vasorum” samt "Behandling av Angiostrongylus vasorum”.

Milbemycinoxim (den aktiva substansen i Milbemax ® vet, Elanco Denmark) har
1 en studie visats vara effektivt for att avddda 4. vasorum vid giva en géng per
manad och bedomdes ha en effektivitet pa 98,8 % (B6hm et al. 2014). Hundarna i
Skéane och Uppsala medicinerades fyra ganger med en veckas mellanrum och trots
detta forekom det rikligt med larver av 4. vasorum 1 avforingen. Conboy (2004)
visade i en studie att protokoll med 4-gangers medicinering dr det mest optimala. I
den studien var 14 av 16 hundar negativa for 4. vasorum efter det rekommende-
rade behandlingsprotokollet. Av de tio hundar 1 Uppsala och Skine som medici-
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nerades med Milbemax® vet, Elanco Denmark var étta positiva efter behandling.
Enbart en valp var provtagen innan insatt behandling med Milbemax® vet, Elanco
Denmark. Sammantaget visar mina resultat att behandlingseffekt var utebliven.
Orsaken till detta kriver ytterligare unders6kning och bor utredas vidare.

I denna studie gick det ej att kontrollera eventuellt behandlingsfel (lack of comp-
liance), till exempel utgdngen medicin eller felaktig dosering.

6.4 Metodologiska aspekter

Viktiga aspekter att nimna i denna studie dr de metodologiska. Varken metoden
for digestion eller DNA-extraktion frn sniglar ar rutinanalyser. I tidigare studier
sa som Aziz et al. (2016) och Lange et al. (2018) extraherades DNA frén larver
separerade fran digererad snigelmassa eller direkt frdn 10 mg av snigelfoten. Vid
extraktionen i detta arbete kunde larver ej separeras helt fran snigelvdavnad. Efter
lysering under extraktionsprocessen bildades en geleaktig massa fran kvarvarande
partiklar som sldngdes innan fortsatt extraktion.

Vidare sd analyserades enbart tva positiva digestioner med PCR. Detta pa grund
av begrinsad tid och resurser inom ramen for detta arbete. Resultaten hade varit
ndgot mer tillforlitliga om alla prover hade analyserades med PCR.

I tidigare studier digererades sniglarna individuellt (Ferdushy ez al. 2009; Patel et
al. 2014), och inte som samlingsprover som i denna studie. Hur detta kan ha
paverkat utfallet av undersdkningen &r oklart.

6.5 Konklusion

I denna studie dr det tydligt att A.vasorum kan orsaka allvarliga kliniska symtom
och att det ar en viktig differentialdiagnos vid utredning av hundar med hosta.
Detta tycks vara forsta gangen i Sverige som analys av sniglar utforts med syfte
att diagnosticera 4.vasorum. Det finns fortfarande en del frdgor som hade varit
intressanta for framtida studier. Ett exempel pa detta ar en utokad analys av hund-
djurens avforing i omradet (innefattande ravspillning/obduktion av ravar). Detta
for att sdkrare kunna avfiarda misstanken om omrédet runt uppfodarens bostad
som hogriskomrédde. Sett till fallbeskrivningen vécks ocksé tankar kring den
bristande behandlingseffekten hos milbemycinoxim.

Slutligen &r det av stor vikt att nimna att hunddjur som kontinuerligt lever i en
infekterad miljo har mycket storre risk att bli infekterade jamfort med chansen vi
har att pavisa infektionen hos sniglar. Detta innebér att det dr viktigt att ha med
angiostrongylos som differentialdiagnos vid utredning av hosta hos hund. Det kan
vara bésta sittet att identifiera potentiella hogriskomraden. Dock for att kunna be-
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kréfta en etablering av parasiten i ett visst omrdde kan det vara aktuellt med ana-
lys av sniglar samt undersokning av ravpopulationen. I denna studie bekréftas inte
en etablering av parasiten i omradet for det tidigare utbrottet.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Fransk hjartmask ar en parasit som kan infektera hundar, ravar och andra hund-
djur. Parasiten ger skador i lungor som gor att de drabbade djuren far hosta och
problem med andningen. De kan &ven fi andra symtom och vissa hundar dor av
parasiten. Fransk hjartmask borjar sitt liv som larv 1 hunddjurens avforing och for
att utvecklas till en vuxen mask behover larverna tas upp av en sa kallad mellan-
vird. Dessa mellanvérdar dr vanligen sniglar och snickor. Larver som utvecklats i
mellanvirden kan infektera hunddjur genom att hundarna éter infekterade sniglar
och snéckor. I hunddjuren tar larverna sig genom tarmen, till kirlsystemet och vi-
dare upp till hjartat och lungorna dér de blir vuxna maskar och ligger 4gg. Denna
rorelse, forflyttning och dggkldckning kommer irritera lungorna vilket triggar till
en hosta. Hunddjuren kommer d& att hosta upp de nyklickta larverna for att sedan
svilja ned dem. Nar larverna svéljs kommer de f6lja tarmarna ut tillsammans med
avforingen. Frin avforingen kan sniglar och snéckor ta upp larver som sedan gor
dem farliga for andra hunddjur att &ta.

Sverige har haft en relativt 1dg forekomst av fransk hjartmask med enstaka fall,
bortsett frin Kosterdarna som haft en hogre forekomst av smitta. Oarna har dock
varit isolerade vilket troligen minskat smittspridningen. Svenska fastlandet har
diarmed enbart haft sporadiska fall.

Under hdsten 2023 dog tre av fyra valpar i en uppfodning fran centrala Skéne.
Den kvarlevande valpen testade da positivt for fransk hjartmask. Resterande
vuxna hundar i uppfodningen provtogs ocksé for fransk hjirtmask. Atta av tio
hundar av positiva. Det fanns d4 en misstanke om att Sverige hade fatt sin forsta
stora smitta pd fastlandet. For att undersoka detta vidare undersoktes tva typer av
material. Sniglar som tidigare ndmnt kan agera mellanvird undersoktes for att ut-
vérdera smittan 1 miljon. Avforing fran hundar boende pa en 5 km radie fran upp-
fodaren analyserades for att se eventuell vidare spridning. Sammantaget skulle
detta ge en bild av omradet och om det ar ett hdgriskomrade for hunddjur.

Sniglarna plockades vid tvé olika tillféllen, en gdng i mars och en ging i septem-
ber. For att sedan undersoka ev. parasitforekomst anvindes kemikalier for att
bryta ned sniglarna till s§ smé bestandsdelar som mojligt. Sedan filtrerades be-
standsdelarna sa att ev. parasiter blev kvar. Detta material undersoktes sedan med
mikroskop. Om parasiter terfanns sd analyserades ett urval med en DNA-baserad
metod fOr att ev. artbestimma dem som fransk hjartmask. Avforingen analysera-
des d@ven den genom filtrering fOr att finga upp ev. parasiter. Sedan studerades det
filtrerade materialet under mikroskop.
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Resultatet fran provtagningen i mars frin sniglarna var negativt. Inga parasiter
hittades. Vid provtagningen i1 september hittades 28 parasiter, specifikt 1 sniglarna
plockad i uppfodarens trddgérd, som till lingden sag ut som fransk hjartmask. Ca.
100 m bort hittades en liknande parasit. Sniglar frdn provtagningsplatser langre
bort &n sa var alla negativa for parasiter. Den DN A-baserade metoden for de
funna parasiterna var negativt for fransk hjartmask. Alla avforingsprover var
negativa.

Det som sedan dterfanns intressant var det negativa DNA-resultatet samt sdsongs-
variationen. Viktigt att nimna 4r att DNA-metoden inte &r en validerad metod
vilket gor att resultatet inte &r helt tillforlitligt. Utseendemaéssigt fanns det dven
skillnader 1 hur fransk hjartmask ser ut och hur parasiterna funna 1 sniglarna sag
ut. Fortsatt ar det intressant att sniglarna i traddgérden dér hundarna bor hade s&
hog forekomst av nematodlarver.

Vidare diskuterades dven hundarnas avmaskning da alla hundar (uppfodarens)
hade behandlats med avmaskningstabletter (Milbemax ® vet, Elanco Denmark)
men var fortsatt positiva. Avmaskningstabletterna fick d& bytas ut mot ett annat
preparat som droppas i nacken pd hundarna (Advocate ®) varefter hundarna
testade negativt. En tydligt bristande behandlingseffekt kunde alltsé ses vid
anviandning av Milbemax ® vet, Elanco Denmark.

Sammanfattningsvis s dr inte misstanken om ett hogriskomrade runt uppfodarens
bostad sé stark som tidigare. For att sdkert kunna bortkasta misstanken kriavs ana-
lyser av fler avforingsprov fran fler hunddjur i omréadet, specifikt fran rdv da dven
de kan smittas och smitta.
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Bilaga 1

VH-fakulteten
Instrtution for husdprens biovetenskaper
(HBID)

Avforingsprover for analys av fransk hjartmask

Instruktioner for provtagning
* Samla avforing frin 3 olika dagar i 3 separata plastpasar (hundbajepisar). Ta
minst 1-2 mak anforing frin varje tllfhlls, totalt 3—6 msk avforing.
*  Pressa ut luften frin pizama, forshit dem och mark varje pase med hundens namn

och provitagningsdatum.

*  Placerz alla pisar i vHerlizare en plastpise och forshot och mirk dven denna med
namn.

#  Fyll i remizsen nedan och placera den samt pdsen med avformzsprover 1 det
vadderade kuvertst.

*  Anvind zamma kuvert du fick frin ozz for att skicka tillbaka proverna.
Kliztra pi returetiketten zom fannz i kuvertet tillzamman: med den hir

-I—- Remiss
Postmommer: Provtazmingzdatumm:
Hundens marmn: Flas: Slder: Ean:

Ytterligare fragor
Uppvizar hunden hosta? Om ja, bur linge har hunden upprizat hosta?

Mir avmaskades hunden senast? Vilket preparat anvindes (escv. Milkama, Dironeit o, )7
Olkeej att skriva vat aj pd bidz figor.

Eontaktuppeifter for att 13 del av provrezultat

| Dhurisarens e-postadress:

D Jagz godicinnar att provrezultatet publiceras 1 examenszarbetet postnummervis (g
med namn pi vare sig djurigars eller hundan)

Tack for hjilpen! Har du f2gor ombring mitt studentprojekt eller ombaing fransk
hyErtmask kan du kontaktz mig via e-post (Jeonl014@tud slu sa).
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Tack!

Ett stort tack till alla djurdgare for ert deltagande och engagemang i denna studie.
Aven ett speciellt tack till uppfodaren i Skdne och djurdigaren i Uppsala, er hjilp
har varit stor.

Jag vill dven tacka mina handledare Giulio Grandi och Eva Osterman-Lind for all
hjilp med planering, laborationer och skrivande. Vidare vill jag &ven tacka per-

sonalen pa parasitologen pa SVA for eran hjilp under laborationerna.

Slutligen vill jag tacka mina kéra védnner och min sambo for all hjdlp och stottning
under arbetets gang.
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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 géller krysset for samtliga forfattare. Du hittar en lénk 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 &verlételse av ritt att publicera verk.

[ 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 sokbara.
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