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SAMMANFATTNING

I Sverige och Ovriga varlden ses en okad resistensutveckling mot anthelmintika
hos ett flertal parasiter. Spolmasken, Parascaris equorum, dr en av hastens
vanligaste parasiter. FOr diagnos av lakemedelsresistens hos hdstens spolmask
anvands idag FECRT-metoden (faecal egg count reduction test). Detta trots att
metoden varken &r utvecklad eller validerad for detta andamal. Det finns dock
ingen annan metod att tillgd. Syftet med denna studie var att undersoka
mojligheterna till att utveckla och anpassa en alternativ in vitro-test till FECRT,
”larval development assay” (LDA).

Spolmaskagg fran ett svenskt stuteri tillhandahdlls och dessa utsattes for stigande
koncentrationer av thiabendazol (TBZ), tillhorande anthelmintikagruppen
bensimidazoler. Efter 8 dagars inkubering in vitro studerades aggen i mikroskop
och delades in i tva grupper; avdodade och levande. Det visade sig att endast 28 %
av dggen som utsatts for den hogsta koncentrationen, 5,5 pug/ml, hade avdddats. |
det foljande forsoket 6kades koncentrationerna av TBZ, och vid 10 pg/ml hade 50
% av dggen avdodats. Forsoket ar det forsta i sitt slag och visar att metoden skulle
kunna fungera efter ytterligare metodutvecklingsarbete. Dock kunde vissa
problem noteras, framfor allt att TBZ falldes ut vid hoga koncentrationer (>20
ug/ml) pa grund av substansens daliga loslighet i vatten. Metoden behover alltsa
vidareutvecklas och forfinas. Det aterstar aven att flera forsok utfors med
spolmaskéagg fran andra stuterier.



SUMMARY

In Sweden and the rest of the world there is an increased resistance to
anthelmintics in several parasites. Parascaris equorum is one of the most common
parasites in horses. Today, the FECRT (faecal egg count reduction test) method is
used for detection of Parascaris equorum infection. This method is not developed
and validated for the control of P. equorum in horses. However, there is nothing
else available. The purpose of this study was to explore possibilities for
developing and adapting an alternative in vitro-method to FECRT, the “larval
development assay” (LDA).

Eggs from P. equorum, collected from infected foals on a Swedish stud farm,
were supplied and these were exposed to increasing concentrations of TBZ. After
8 days of incubation in vitro, the eggs were studied under a microscope and were
divided into two groups; killed and alive. It turned out that only 28 % of the eggs
exposed to the highest concentration, 5.5 mg/ml, were killed. In the following
experiment, the concentrations of TBZ were increased, and at 10 mg/ml 50 % of
the eggs had been killed. The current trial is the first of its kind and shows that the
method is promising. However, some problems were noted, particularly that the
TBZ precipitated at high concentrations (>20 pg/ml) due to the compound's poor
solubility in water. The method needs to be further developed and additional
studies with eggs from P. equorum collected from other stud farms are also
required.



INLEDNING

I Sverige och Ovriga varlden ses en okad resistensutveckling mot anthelmintika
hos manga av de parasiter som utgor ett hot hos hastar. En av de vanligaste
orsakerna till parasitinfektion hos yngre hastar ar spolmasken, Parascaris
equorum. En svensk studie som utférdes 2009 visade pa en prevalens pa 48 % hos
hastar yngre an 1 ar (Osterman-Lind och Christensson, 2009). Denna mask
forekommer alltsa framfor allt hos fol och unghastar, darefter utvecklas immunitet
och vid fyra ars alder &r infektionen ovanligt forekommande (Osterman-Lind och
Christensson, 2009).

Spolmasken har en direkt livscykel, vilket innebdr att vuxna maskhonor, som
lever i hastens tunntarm, producerar parasitdgg som utskiljs med héstens track.
Aggen utvecklas externt utanfor hasten och nar forhallandena dr optimala, vid en
temperatur pa ca 20°C, nas det infektiva Lz-stadiet efter 10-14 dagar. Hastar far i
sig infektiva parasitdgg via munnen nar de betar varefter de klacks i tunntarmen.
Efter ca 48 timmar har larverna penetrerat tarmslemhinnan, tagit sig ut i
blodbanan och vidare till levern. Efter ytterligare ca 2 veckor har larverna natt till
lungorna varefter de migrerar ater till mag-och tarmkanalen via bronkerna och
luftstrupen. Ater i tunntarmen mognar larverna och blir vuxna honor och hanar
som parar sig och lagger nya &gg. Prepatensperioden, den tid det tar fran det att
hésten far i sig aggen till att nya dgg produceras, ar ca 10 veckor (Urquhart et al.,
1996).

Anthelmintika

Enligt Fass® vet. (2012), finns indikation mot spolmask pa hast hos foljande tre
olika substansgrupper;

e Bensimidazolderivat (BZ), avdodar savéal adulta som larvala stadier.
Substansen verkar genom att binda in till B-tubulin och darmed inhiberas
polymeriseringen av a- och B-tubuli i parasiten. Detta leder till att
funktioner som &r beroende av mikrotubuli, till exempel celldelning,
rorelseformaga och naringsupptag slas ut. Exempel pa substanser inom
gruppen ar fenbendazol, febantel och albendazol (Lacey et al., 1994, Rang
och Dales, 2007). Thiabendazol (TBZ), tillhdr ocksa gruppen och anvands
oftast som en modellsubstans i olika studier. Till exempel vid anvédndande
av det kommersiella testet Drenchrite®, en ”Larval development assay”-
metod (Lacey et al., 1990; Kaplan och Tandon, 2004).

e Tetrahydropyrimidiner, avdddar adulta stadier. Den neuromuskuldra
transmissionen paverkas av denna acetylcholinagonist som stimulerar de
kolinerga neuronerna, vilket gor att maskarna avdddas genom en spastisk
paralys. Exempel pa substanser ar olika pyrantelderivat (PYR) (Plumb,
2008).



e Makrocykliska laktoner, avdddar L3, L4 och adulta stadier. Binder till
GABA och glutamatreglerande Kkloridjonkanaler, vilket leder till en
hyperpolarisering av parasitens muskler och nervceller och dérmed en
dodlig spastisk paralys (Rang och Dales, 2007). Exempel pa substanser
inom gruppen ar ivermektin och moxidektin.

Studier av bland annat Boersema et al., 2002; Hearn et al., 2003; Lindgren et al.,
2008 och Nareaho et al., 2011 har visat att makrocykliska laktoner har en
sviktande/utebliven effekt vid behandling av spolmaskinfektioner hos héstar. Det
finns aven studier fran Kentucky och Texas i USA, som visar pa en
resistensutveckling mot PYR (Craig et al., 2007, Lyons et al., 2008). | Sverige
rekommenderar SVA att BZ eller PYR ska numera alltid anvédndas vid
avmaskning mot spolmask (SVA online ”Avmaskning av hast”, [2011-11-17]).
Det ar av stor vikt att de preparat som fortfarande &r potenta anvands pa ett
korrekt sétt och att det finns metoder for att kontrollera resistensutveckling. En
okad resistensutveckling hos parasiten leder till att infektionen inte gar att
motverka profylaktiskt. P. equorum &r en mycket vanlig och éverlevnadsduglig
parasit och flertalet fol infekteras framst av de parasiter som utvecklats hos
foregaende generation fol (Lindgren et al., 2008). Symtomen som orsakas av
parasiten, dr till en borjan hosta och nasflode, till foljd av larvernas migration fran
lungorna via luftstrupen till mag-och tarmkanalen (Hilary et al., 1978). Andra
symtom ar anorexi, viktnedgang, depression och tarmobstruktion som vid kraftig
infektionsborda, det vill sdga med stort antal maskar i tarmen, kan vara fatal
(Hilary et al., 1978, Hedenby, 2010).

Sedan 2007 &r avmaskningsmedel avsedda for behandling av héstar receptbelagda
enligt LVFS 2006:11, kap 7 (lakemedelsverket online ”"LVFS 2006:11” [2011-11-
17]). Detta innebér att veterinérer bor ha tillgang till verktyg som kan ge kunskap
om resistenslaget hos parasiterna i en besattning sa att en adekvat utvardering av

respektive hasts behov av avmaskningsmedel och rutiner kan ges till h&stagaren.

Bensimidazolens verkningsmekanismer

BZ verkar, som tidigare namnts, genom att forhindra uppbyggnaden av
mikrotubuli da det binder till p-tubulin. Normalt sker en konstant uppbyggnad och
nedbrytning av mikrotubulis byggstenar, dimerer av a- och B-tubulin. Mikrotubuli
ar i sin tur byggstenar i cytoskelettet. Dessa har en essentiell roll da de medverkar
vid intracelluléra transporter, celldelning och cellens rorelse i eukaryota celler.
Né&r BZ binder till B-tubulin forhindras uppbyggnaden av mikrotubuli och dessa
forkortas med foljden att dess funktioner uteblir och parasiten dor (Lacey et al.,
1994).



Verkningsmekanismer vid bensimidazolresistens

Resistens mot BZ preparat ar en utbredd foreteelse bland manga olika nematoder,
framfor allt hos sma idisslare (far och get), men dven bland de sma blodmaskarna,
cyathostomerna, som drabbar héstar. Verkningsmekanismen anses vara
gemensam och associerad med forandringar i B-tubulins gener, som leder till att
affiniteten for BZ minskar eller uteblir (Prichard, 1994). Flera studier har gjorts pa
Haemonchus contortus, den stora lopmagsmasken hos far. Studierna har visat att
det ar framst en mutation hos en nukleotid i kodon 200 i B-tubulin isotyp 1 som
forknippas med lakemedelsresistens mot BZ preparat. Detta innebér att genen
uttrycker aminosyran fenylalanin istallet for tyrosin. (Kwa et al., 1994, Hoglund et
al., 2009). Detta medfor att strukturen forandras hos proteinet vilket forhindrar att
BZ faster till sitt bindningsstalle (Kwa et al., 1994). Vad géller cyathostomerna
hos hast har man dven hos dessa studerat forandringar i kodon 200 i f-
tubulingenen. Mutationen har hittats men det har inte varit mojligt att bevisa med
samma entydighet som hos H. contorus, att detta &r orsaken till resistens mot
denna typ av avmaskningsmedel. Troligtvis spelar flera andra faktorer &n just
denna &ven in (Pape et al., 2003, Drogemuller et al., 2004).

FECRT

| praktiken anvands idag framst det sa kallade “faccal egg count reduction-testet”
(FECRT) for att kontrollera resistensutveckling mot anthelmintika hos hastarnas
parasiter (Coles et al., 1992). Det ar en in vivo-metod dér antalet 4&gg per gram
track skattas fore och, beroende pa preparat, 7-14 dagar efter avmaskning. Hos
hast anses att en minskning av aggutskiljning pa >90 % (95 % hos Gvriga
djurslag) tyder pa fullgod effekt hos de avmaskningsmedel som anvands. Metoden
ar utvarderad och standardiserad for kontroll av ldkemedelsresistens mot
cyathostomer hos hast, (Coles et al., 1992). Aven om denna metod annu inte ar
validerad for P. equorum &r det for narvarande den enda tillgangliga metod som
finns att tillgd (Reinemeyer, 2009). FECRT ar dock relativt kostsamt och
tidskravande da ett stort antal hastar maste provtas och undersokas vid flera
upprepade tillfallen (Kaplan och Tandon, 2004). Provsvaren kan aven feltolkas da
aggutskiljningen ofta varierar fran dag till dag (Clayton, 1986). Metoden anses
aven vara relativt okanslig och enligt Martin et al (1989), krdavs det att de
resistenta parasiterna uppgar till 25 % for att den ska ge utslag med FECRT.

LDA

Syftet med denna studie var att undersoka mojligheterna till att utveckla och
anpassa en alternativ in vitro-metod till FECRT, ”larval development assay”
(LDA). Metoden utvecklades ursprungligen for trichostrongylider hos far av
Commonwelth Scientific Industrial Research Organization (CSIRO) i Australien
(Lacey et al., 1990, Hubert et al., 1992). Detta test finns i dag tillganglig som ett
kommersiellt test, Drenchrite® och med vilket det ar mojligt att vid ett och samma
analystillfalle mata forekomst av anthelmintikaresistens bade mot BZ, levamisol,
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och avermektiner samt hos en kombination av BZ och levamisol. Drenchrite®

anvands framfor allt i Australien for resistensundersokning av nematoder hos sma
idisslare. Varianter pa testet har aven anvénts i forskningssammanhang for att
undersoka resistens hos cyathostomer hos hést (Ihler och Bjorn, 1996; Kaplan och
Tandon, 2004; Osterman-Lind et al., 2005). Dock saknas det studier dar man har
kunnat etablera gréansvéarden for att faststalla nar resistens &r indikerat. Nar
cyathostomer har testats med en liknande metod, “egg hatch assay” (EHA), har
man uppmatt ett LDso-varde pa 0,1 pg/ml vilket foreslagits som ett rimligt
gransvarde (Withlock et al., 1980).

Larver av olika spolmaskar (ascarider) som exempelvis P. equorum, Klacks ur
aggskalet forst i varddjurets tarm. Detta skiljer dem fran exempelvis
cyathostomer, liksom 6vriga strongyloida nematoder som lamnar dgget redan som
Li-larver. Hos dessa arter utvecklas foljaktligen larverna i det fria till
infektionsdugliga Ls-larver och de kan pa sa sétt tas upp av hasten nar den betar
(Urqubart et al., 1996). Det innebér att dessa parasiters allra tidigaste larvstadier
inte omges av ett skyddande dggskal som hos spolmasken.

Aven hos den frilevande nematoden, Caenorhabditis elegans, vars genom &r
kartlagt och som pa grund av detta ofta anvands som modellorganism i genetiska
studier, har hogre gransvarden &n hos olika trichostrongyloider noterats.
Exempelvis i en studie av Simpkin och Coles, (1981) lag den minsta effektiva dos
som indikerade en aktiv avdodning av C. elegans mellan 0,5-10ug/ml for en rad
olika substanser inom gruppen BZ. Detta trots att C. elegans ar mer narbesléktad
med strongyloiderna, & med ascariderna (Holden-Dye och Walker, 2007). Det
neuromuskuléra systemet hos C. elegans &r dock mycket likt det man finner hos
ascarider (Angstedt et al., 1989).

En fordel med LDA som standardiserad metod for detektion av
anthelmintikaresistens, ar att den &r mer kostnadseffektiv &n FECRT. Det kravs
exempelvis inte dyrbar upprepad testning som med FECRT metoden och i samma
LDA test kan flera avmaskningspreparat kontrolleras parallellt. Metoden kréver
dessutom inga sofistikerade instrument eller tillgang till ett stort antal djur, som i
FECRT (Kaplan och Tandon, 2004).

MATERIAL OCH METODER

Agg som tidigare extraherats fran hastavforing genomgick en reningsfas genom
att de tillsattes till mjolkrér (10 ml), med cirka 8 ml &gg i vardera 2 ror. Roren
centrifugerades i 3 min pa 1500 varv/min, (Thermo Scintific IEC CL30).
Overflodig vatska sogs bort och darefter tillsattes Miltons tvattlosning (2 %
natriumhypklorit [NaClO] i 16,5 % natriumklorid [NaCl]). Réren centrifugerades i

6 min pa 1500 varv/min. Natriumhypokloriten hade da tvattat bort héljet kring
aggen, och natriumkloridldsningen gjorde att dggen floterade till vatskeytan i
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roret. Darefter pipetterades 1 ml av dggen 6ver till nya mjolkror, som fylldes med
7 ml destillerat vatten. Réren centrifugerades i 3 min pa 1500 varv/min, vattnet
s0gs bort och nytt destillerat vatten tillsattes. Denna process upprepades fem
ganger for att tvatta bort rester av Miltons I6sning. Efter att det destillerade vattnet
sugits bort efter den sista centrifugeringen tillsattes 500 ul destillerat vatten till
aggsuspensionen. For att rakna antalet agg applicerades 10 pl &dggsuspension pa
ett objektglas och antalet 4gg raknades i mikroskop (Olympus BX40). Genom att
rakna antalet dgg i tre delprover fran suspensionen gavs en uppskattning att denna
inneholl =500 4gg/10 pl. Flertalet av &ggen bedémdes ocksa vid detta tillfalle vara
I samma utvecklingsfas.

En stocklosning A blandades genom att ta =50 mg thiabendazol (TBZ) som ldstes
upp i samma antal ml dimetylsulfoxid (DMSO) [(CH3)2SO] vilket gav en
koncentration pa 10 mg/ml TBZ. Utifran stocklésning A bereddes stockl6sning B
genom att ta 1 ml stocklosning A och tillsdtta 9 ml DMSO, med en slutlig
koncentration pa 1 mg/ml TBZ. | exponeringsforsoken anvandes ELISA-plattor
med 24 brunnar. Forsta steget var att tillsatta 1978 pl destillerat vatten till varje
brunn. Darefter tillsattes 12 pl i olika koncentrationer av TBZ+DMSO utifran
stockldsning A och B. Spadning utférdes med DMSO. Till sist tillfordes 10 pl
aggsuspension till varje brunn (se appendix). Samma koncentration applicerades i
tvd brunnar pd ELISA-plattan. | bada forsoken utgjorde DMSO 0,6 % av den

totala volymen.

| det forsta forsoket med stock B testades dggens utvecklingsformaga i stigande
koncentrationer av TBZ, fran 0 pg/ml till 5,5 pug/ml. | det andra forsoket med
stock A utsattes &ggen for koncentrationer av TBZ fran 0-55ug/ml. | bada
forsoken inkuberades ELISA-plattorna vid 25°C i 8 dygn. Efter inkubationstiden
raknades ~100 &gg/brunn. Dessa delades upp i tvd kategorier; levande och
avdddade. | gruppen avdddade ingick aven dgg dar larven var icke fullstandigt
utvecklade.

RESULTAT

Aggen bedomdes utifrdn utvecklingsstatus vid avlasningstillfallet. Agg som
ansags tillhdra gruppen levande hade under forsokets gang utvecklats till infektivt
stadium, det vill sdga, med en fardigutvecklad motil larv (se bild 1). Agg som inte
utvecklats alls, eller som bara utvecklads delvis placerades i gruppen avdddade (se
bild 2). Dessa agg kunde ha delat sig enstaka ganger och antal delningar kunde da
visuellt ses. Deras utveckling kunde i vissa fall ha pagatt under en langre tid innan
de avdodats och de var da utvecklade med en form som paminde om en levande
larv, men ofta med avvikelser som till exempel en cellanhopning i ena andan. Agg
med sadana icke viabla larver ansags ocksa vara avdodade (se bild 1). Det visade
sig att dggen i kontrollbrunnarna utan tillsatts av TBZ utvecklades i hog
utstrackning. Bade i forsok 1 och 2 var mellan 95-97 % fullt utvecklade.

7



Da varje koncentration av TBZ tillsatts i tva brunnar raknades medelvardet av de
tva resultaten ut. Vardet anvandes for att kontrollera vid vilken koncentration som
mortaliten hos dggen uppgick till 50 %.

| forsok 1 observerades en nagot Okad dodlighet i takt med stigande
koncentrationer av TBZ. Dock uppgick aldrig mortaliteten till 50 % i det forsta
forsoket (se figur 1). Vid den hogsta koncentrationen (5,5 pg/ml) i forsok 1
avdodades endast 28 % av &ggen. | forsok 2, dar koncentrationerna 6kades upp till
55 pg/ml, kunde daremot en niva av 50 % dddlighet registreras nar larverna
utsattes for 10 pg/ml (se figur 2).

Bild 1. Spolmaskéagg med fullt utvecklade och motila larver. Langst upp till hdger ses ett
agg med en icke-motil larv med avvikande utseende, denna grupperas som avdodad.
Forstoring 40x.
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Bild 2. Bilden visar ett outvecklat &dgg, tva dgg dar delvis utveckling har skett och ett &gg
dar en fullstandigt utvecklad larv ses.Forstoring 40x.
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Figur 1. | forsok 1 kunde en okad dddlighet registreras, men vid den hogsta
koncentrationen av TBZ, 5,5 pg/ml, var det endast 28 % av 4ggen som hade avdddats.
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Figur 2. | forsok 2, avdodades 50% av spolmaskéggen vid en koncentration pa 10 pg/ml
TBZ.

DISKUSSION

Det hdga antalet &gg med fullt utvecklade larver i kontrollbrunnarna med rent
vatten visar pa att det var en miljo som inte hammade deras utveckling namndvart.
Detta tyder pa en optimal miljo som 6verensstammer med vad som finns beskrivet
sedan tidigare i litteraturen och som séger att &ggens utveckling i naturen, under
bra forutsattningar, normalt tar ca 10-14 dagar vid 20-25 °C (Urquhart et al.,
1996).

Den uppmatta LDso-koncentrationen for P. equorum var kraftigt hogre &n vad som
noterats i andra/tidigare studier dar andra nematodagg utsatts for TBZ pa ett
liknande vis som i denna studie. Exempelvis har man i forsok med cyathostomer
(hastens sma blodmaskar) visat att gransvardet hos isolat som &r mottagliga for
BZ ligger runt 0,1 pl/mg. Utvecklingen hos dessa parasiter skiljer sig dock
markant fran spolmasken vars larver utvecklas inuti dggskalet, som till skillnad
fran cyathostomerna klackts pa betet (Urquhart et al., 1996). En jamforelse i
koncentration for LDsy ar darmed inte direkt jamforbar eftersom det inte kan
uteslutas att olikheter exempelvis i aggskalets beskaffenhet paverkar den faktiska
dos av lakemedlet som i sjalva verket tas upp. Att det finns stora olikheter mellan
olika arter, illustreras &ven av att resultat fran studier med den frilevande
modellorganismen Caenorhabditis elegans, som visar att den minsta effektiva dos
av TBZ som resulterade i en avdodning lag pa 2,5 pg/ml, (Simpkin och Coles,
1981).

| forsok 2 anvandes istéllet koncentrationsintervall som ¢kade i steg om 5 pg/ml.
Det &r darmed omogjligt att exakt avgora vilken effekt substansen hade vid
koncentrationer mellan 5 - 10 pg/ml. Det man kan s&ga ar att vid 10 pg/ml
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avdodades 50 % av dggen, men detta skulle naturligtvis ocksa kunna ske vid en
nagot lagre koncentration vilket motiverar ytterligare studier med tatare intervall.

| det hogre dosintervallet, vid koncentrationer 6ver 25 pg/ml, sags en lang svans,
déar aggen inte hade avdddats. Detta trots kraftigt 6kande koncentrationer ibland
med Over 20 pg/ml. Detta skulle kunna tolkas som ett tecken pa resistenta
parasiter da resistensmekanismen for BZ hos manga parasitiska nematoder anses
bero pa en minskad affinitet eller avsaknad av affinitet for B-tubulin (Prichard,
1994). Troligare ar dock att det berodde pa den fallning som noterades och som
sannolikt innebar att koncentrationerna var lagre an beraknat, speciellt vid de allra
hogsta koncentrationerna. BZ har generellt sett en Iag I6slighet i vatten (Plumb,
2008) och man tvingas darfor att 16sa ut det i DMSO innan det tillsatts till vatten.
Dessvarre visade det sig att BZ aterfalldes efter tillsatsen till vattnet i brunnarna
och sarskilt vid de allra hdgsta koncentrationerna, > 20 pg/ml. En trolig foljd var
darmed att substansen inte kunde utdva maximal effekt och tolkningen av
resultatet forsvarades avsevart.

I denna studie hade alla 4gg sitt ursprung fran infekterade fol fran ett och samma
stuteri, vilket inte avspeglar den variation som sannolikt aterfinns nar man
undersoker parasitisolat fran fler besattningar. Att inte ha nagra resultat att kunna
jamfora med ar naturligtvis en stor begransning i denna studie som alltsa ar unik i
sitt slag. Vi kan darfor inte i dagslaget avgéra om dessa dgg beter sig normalt eller
om det finns eventuella avvikelser hos spolmaskagg fran andra hastbesattningar.
Det ar darfor viktigt att utfora samma typ av undersékning med agg fran olika
stuterier dar man under olika Iang tid och i olika utstrackning behandlat sina
spolmaskinfekterade fol med BZ-preparat.

Det ar ocksa viktigt att i mer detalj studera lakemedelsupptaget och
verkningsmekanismen hos BZ vid behandling av P. equorum, inte minst som vi
genom denna studie noterade att olika parasiter paverkas i olika hog grad av TBZ.
Det vore exempelvis intressant att underséka om de verkningsmekanismer som
finns beskrivna for H. contortus dverensstdmmer med de hos Parascaris. Denna
kunskap ar viktig for att kunna utveckla vél fungerande rutinmetoder och som kan
anvandas for att Overvaka resistenslaget.
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APPENDIX

TBZ (ug/ml) vatten (ul) stock B (ul) DMSO (ul) agg (uh

0,5 1978 1 11 10

15 1978 3 9 10

2 1978 5 7 10

3,5 1978 7 5 10

4,5 1978 9 3 10

55 1978 11 1 10

Figur 1. Forsok 1 med koncentrationer av TBZ mellan 0-5,5 pg/ml. Protokoll fér de olika
mangderna av destillerat vatten, stockldsning TBZ+ DMSO, DMSO for spéadning och
aggsuspension i forsok 1.

TBZ (pug/ml) vatten (ul) stock A (ul) DMSO (ul) agg (ul)

5 1978 1 11 10

15 1978 3 9 10

25 1978 5 7 10

35 1978 7 5 10

45 1978 9 3 10

55 1978 11 1 10

Figur 2. Protokoll for de olika méngderna av destillerart vatten TBZ+ DMSO, DMSO for
spadning och &ggsuspension i forsok 2 med koncentrationer av TBZ mellan 0-55 pg/ml.
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