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SAMMANFATTNING

Slaktet Onchocerca ér globalt spridda vektoroverforda filaroida parasiter som frimst infekterar
olika vilda och domesticerade hovdjur. Aven hund och minniska kan infekteras av enstaka
arter. Europeisk kronhjort, Cervus elaphus, dr huvudvérd for minst fyra arter av Onchocerca
varav tva patrdffas inuti subkutana noduli. Forekomsten av subkutan noduldr onchocercos
undersoktes post mortem hos 151 kronhjortar (8 kalvar, 99 ungdjur, 44 vuxna djur) i huvudsak
fran hjorthdgn under perioden 1 oktober - 30 december 2015 i mellersta och sddra Sverige.
Subkutana noduli (parasitknolar) patriffades hos 56 % av djuren (84/151) varav 96 % hade
parasiter lokaliserade till ldndryggen. Sammanlagt 35 % av de infekterade djuren hade
dessutom noduli pa andra stéllen av kroppen sdsom bakdel, brost och framdel. Majoriteten (98
%) av individerna med knolférekomst hade mindre &n 50 stycken och tva tredjedelar av alla
infekterade hade mellan 1- 10 stycken kndlar. Signifikant skillnad i prevalens av individer med
knolar sags mellan vuxna hjortar (81 %) och ungdjur under tvé &r (45 %)(p<0,0001) och dven
mellan hondjur (72 %) och handjur (48 %) (p=0,0072). Artbestdmning av parasiter frin 14
slumpvist utvalda noduliprover frdn lika manga hjortindivider fran sju olika hdgn gjordes
genom sekvensering av 12S- och 16S generna samt ND5 regionen i parasitens mitokondriella
DNA. Samtliga DNA-sekvenser var identiska med tidigare publicerade sekvenser av
Onchocerca flexuosa. Den hoga prevalensen samt utbredning av noduldr onchocercos orsakad
av O. flexuosa hos svenska kronhjortar i denna studie tyder pa att vektorforhéllandena och
miljobetingelser i de undersdkta delarna av mellersta och sodra Sverige dr gynnsamma for
parasitens spridning. Parasitens artidentitet har verifierats genom DNA-sekvensering. Den hér
studien dr den forsta som beskriver utbredningen av O. flexuosa hos kronhjort i mellersta och
sOdra Sverige.

Sékord: Hjortdjur ,Onchocerca flexuosa, subkutan noduli/knél, noduldr onchocercos, artbestdmning, DNA, Sverige

SUMMARY

Vector transmitted parasites of the genus Onchocerca have a worldwide distribution infecting
wild and domesticated ungulates. A few species also infect canids and humans. European red
deer, Cervus elaphus, host at least four species of Onchocerca of which two are found in
subcutaneous nodules. The prevalence of subcutaneous nodular onchocercosis was investigated
post mortem in 151 red deer (8 calves, 99 young and 44 adults) between 1st October - 30
December 2015. The animals mainly originating from enclosures in the middle and the
southern parts of Sweden. The prevalence of subcutaneous nodules was 56% (84 of 151
individuals) and 96% of the parasitized animals had nodules located in the dorsal region of
back. A total of 38% of the infected also had parasites in other locations on the body, such as
rump, thorax and front legs and neck. The majority (98%) of the infected cervids had less than
50 noduli and two-thirds of the infected animals had between 1-10. Significant differences in
prevalence of nodules were found between adult red deer (81%) and young individuals under
two years (45%) (p = 0.0001) and also between males (48 %) and females (72 %) (p = 0.0072).
Species identification was done in 14 randomly selected samples from the same number of
individuals by sequencing the mitochondrial 12S, 16S and ND5 fragments. The sequences were
identical to those of previously published sequences for Onchocerca flexuosa. The high
prevalence of nodular onchocercosis caused by O. flexuosa in the red deer in Sweden in this



report shows that the investigated areas in middle and southern part of Sweden have favourable
vector conditions and suitable environment for the parasite’s distribution. The parasite species
was confirmed by DNA sequencing. This is the first study of O. flexuosa prevalence in red deer
in Sweden.
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INLEDNING

Filaroida parasiter inom sldktet Onchocerca finns spridda over hela vérlden och infekterar
framst olika hov- och klovdjur sdsom hjortar, hdstar, idisslare och kameler (Morales-Hojas et
al., 2006). Vissa arter kan dven drabba hund och ménniska (Morandi et al., 2011; Hidalgo et
al., 2015). Onchocercos sprids med knott och svidknott och &r en vektordverford
parasitsjukdom (Stiles 1892) som, beroende pa parasitart, kan variera frin relativt lindrig till
mycket allvarlig. Parasiterna (bindvdvsmaskarna) ar relativt artspecifika och éaterfinns i
subkutan vdvnad pd vérddjurets kropp dér de olika arterna av Onchocerca har sin specifika
lokalisation (Bain & Schultz-Key, 1974; Morandi et al, 2011; Hidalgo et al., 2015). Maskar
inom slidktet Onchocerca har en betydande evolutiondr potential till vardskifte vilket gor att
Onchocerca spp har potential att kolonisera nya virdarter (Dudley et al., 2015). Enstaka fall av
zoonoser har dokumenterats (Orihel & Eberhard., 1988; Dudley et al, 2015). Minst fyra
Onchocerca-arter finns beskrivna hos europeisk kronhjort, Cervus elaphus, varav tva arter
forekommer inuti kndlar i underhuden. Flera studier visar att onchocerca-forekomst dr relativt
vanlig pd kronhjort i centrala och sodra delarna av Europa (Hidalgo ef al., 2015). Inga
systematiska studier pd parasitens utbredning hos svenska hjortdjur har tidigare gjorts.
Huvudsyftet med denna undersdkning var att utreda i vilken omfattning noduldr onchocercos
forekommer hos svenska kronhjortar och artbestimma den parasit som aterfinns intranodulért i
underhuden. Hypotesen var att samma parasitart orsakar nodulér onchocercos 6ver hela landet.

LITTERATUROVERSIKT

Litteraturoversikten inleds med en Oversikt av parasitarter inom sliktet Onchocerca och
beskriver parasiternas livscykel inklusive de biologiska vektorer som medverkar till att sprida
maskarna. Vidare avhandlas parasiternas forekomst hos hovdjur och i1 synnerhet hjortdjur samt
hur infektionen péverkar varddjuret. Olika behandlingsstrategier mot infektion presenteras och
forklaring till varfor behovet och nyttan av behandling varierar mellan vérddjur.
Litteraturdversikten avslutas med en Oversikt av parasitens varddjur, kronhjortspopulationen i
Sverige, och vad som har paverkat populationen historiskt samt hur arten lever idag.

Slaktet Onchocerca

Parasitmaskar inom sléktet Onchocerca, ar langa trddtunna rundmaskar (nematoder) inom
overklassen Filarioidea (Bain & Schultz-Key, 1974). Det finns idag 31 kénda arter av
Onchocerca (Uni et al., 2007) med global spridning hos olika ddggdjur (Morales-Hojas et al.,
2006) (Tabell 1). Framst infekteras vilda och domesticerade hov- och klévdjur medan enstaka
arter dven forekommer hos hund (O. lupi) och ménniska (O. volvulus) (Wildenburg et al., 1997,
Anderson, 2000; Morales-Hojas et al, 2006; Dudley et al, 2015; Hidalgo et al., 2015).
Onchocerca har en indirekt livscykel med olika undergrupper av myggor (knott och svidknott)
som mellanvdrdar. Olika Onchocerca-arter dr mer eller mindre vérddjursspecifika och de
forekommer dven hos slutvirden pa specifika lokalisationer pa vérddjurets kropp. De flesta
arterna forekommer i underhuden hos huvudvirden med undantag for O. armillata som
aterfinns 1 aortas kérlvigg (Anderson, 2000). Mikrofilarier av Onchocerca hittas frimst i
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subkutan vdvnad, ligament och senhinnor (Anderson, 2000) till skillnad fran de vuxna han- och
honparasiterna som &dven kan péatriffas inuti bindvivsknutor i underhuden (Bain & Schultz-
Key, 1974). Prepatensperioden, tiden fran infektion av mikrofilarie tills dess att nya
mikrofilarier kan aterisoleras pd nytt i virddjuret, dr hos hjortdjur mellan sex (Schulz-Key,
1975) och nio manader (Frank et al., 1968).

Slaktet Onchocercas morfologi och artrikedom tyder pa att parasiten ursprungligen kommer
fran Afrika (Morales-Hojas, 2009) vilket varken har kunnat verifieras eller dementeras av andra
killor (McFrederick et al., 2013). Idag finns sliktet Onchocerca spritt over hela vérlden och en
tredjedel av alla beskrivna arter forekommer i Afrika ddr mellanvirdarna har en gynnsam miljo
(Krueger et al., 2007). En stor andel av alla Onchocerca-arter associeras med hov- och
klovdjur, 1 synnerhet hjortdjur. Hjortdjur och slidhornsdjur har historiskt sdtt spelat en
nyckelroll for slaktet Onchocercas evolution (McFrederick et al., 2013) och influerat arternas
utveckling stort dd maskarna har forméga att kunna skifta slutvird mellan nérbeslidktade
varddjur. (Morales-Hojas et al., 2006; Krueger et al., 2007; Morales-Hojas. 2009; McFrederick
et al, 2013). Exempelvis anses den humana O. volvulus komma av ett virdskifte fran
slidhornsdjur till ménniska (Morales-Hojas et al., 2006; McFrederick et al., 2013). Aven andra
fall av zoonoser av Onchocerca-arter har dokumenterats (Orihel & Eberhard., 1988); med
(Koehsler et al., 2007) och utan (Dudley et al., 2015) ursprung fran idisslare.

Tabell 1: Onchocerca spp. finns dokumenterat pd hovdjur, hund och médnniska och dterfinns framfor allt

i huvudvdirdens underhud men finns ibland dven i ligament och senhinnor

Familj Art HV* MV*  Predilektionsstille Killa*
Hjortdjur O. flexuosa Kronhjort, S, C subkutant (noduli) Wedl 1856.
Cervidae Cervus elaphus, dorsalt, 1ar, flank Morandi et al., 2011
O. jakutensis/ Kronhjort, S, C subkutant (noduli) Gubanov 1964.
O. tubingensis C. elaphus, dorsokaudalt Morandi et al., 2011
O. tarsicola/ Kronhjort, S subkutant Bain & Schultz-Key
O. skrjabini C. elaphus, runt tibio-tarsal/ 1974.
Ren, radio-karpal leder Ruchljadev 1964.
Rangifer mfi dron Wildenburg et al., 1997
tarandus
O. garmsi Kronhjort, * subkutant Bain & Schulz-Key
C. elaphus, 1976.
Europeisk Hidalgo et al,, 2015
O. cervipedis Hjortdjur * subkutant *
(Nordamerika) ffa pa extremiteter McFrederick et al., 2013
Cervidae spp
O. eberhardi Sikahjort * karpalligament *
C. nippon mfi ora Uni et al., 2007
Hastdjur O. cervicalis Hést, mula, asna  C nackband Railliet & Henry 1910.
Equidae Equus spp Anderson, 2000
O. reticulata -7 C gaffelband, Diesing 1841.
ffa pa framben Anderson, 2000
O. raillieti Asna * nackband *
E. a asinus Krueger et al., 2007
Slidhornsdjur  O. gutturosa Notkreatur, C nackband, Neumann 1910.
Bovidae Bos taurus femorotibial Wildenburg ef al., 1997
ligament
O. lienalis -7 S gastrolienala Stiles 1892.
regionen Anderson, 2007
0. dukei -7 * * *




Krueger et al., 2007

O. armillata = ¢ * *
Krueger et al., 2007
O. stilesi Notkreatur * subkutant i *
B. taurus knéregion Eberhard, 1979
O. gibsoni Notkreatur, C intercostalrum Cleland & Johnson
B. taurus 1910.
Zebu Anderson, 2000
B. indicus,
O. ochengi = S * Bwangamoi 1969.
Anderson, 2000
O. cebei/ Vattenbuffel * pektoralregion Galliard 1937.
O. sweetae B. bubalis mf'i ytliga hudlager Anderson, 2000
vid (flank, sternum,
bog)
O. sonini n. sp Antiloper * falangsenor *
Cephalophus Bain et al., 1978: se
spp Krueger et al., 2007 s11
O. lerouxin. sp  -”- * bl *
Bain et al., 1978: se
Krueger et al., 2007 s11.
O. beaveri == * * *
Bain et al., 1978: se
Krueger et al., 2007 s11.
O. suzukii Stenbockar * subkutant *
Capricornis spp Takaoka et al., 2004
O. schulzkeyi Histantilop * kutant (noduli) Denké & Bain 1981.
Hippotragus Krueger et al., 2007
equinus
O. hamoni Vattenbockar C subkutant (noduli) Denké & Bain 1981.
Kobus spp Krueger et al., 2007
Svindjur 0. Vartsvin S subkutant vid Bain, Wahl & Renz
Suidae ramachandrini Phacochoerus falanger 1993.
aethiopocus McFrederick et al., 2013
0. dewittei. Vildsvin S subkutant, *
Sus scrofa senor Bain et al., 1977
Kameldjur O. fasciata Kamel * subkutant *
Camelidae Camelus spp McFrederick et al., 2013
Hunddjur O. lupi Hund S kutant (noduli), Rodonaja 1967.
Canidae Canis lupus ogon Egyed et al., 2001
Minniska O. volvulus Minniska S subkutant, Leuckart 1893.
Hominider Homo sapiens Ogon Morales-Hojas., 2009

*Ofullstindiga uppgifter pd grund av svdrigheter att finna upphovsman och/eller originalartikel. Dokumenterad
HV* (huvudvdrd), MV* (mellanvird) och O (okdnd). Mellanvirdar: S (Simuliidae) och C (Ceratopogonidae).
Mikrofilarier (mf). Kdlla* (upphovsman samt hinvisning till studie).

Livscykel

Onchocerca spp. uppvisar en indirekt livscykel (Figur 1) dir knott och svidknott bade fungerar
som mellanvdard och vektor. Utveckling fran mikrofilarie till vuxen parasit sker genom
alternerande livsstadier hos mellan- och slutvirden. Hog fuktighet och en temperatur kring 18-
26°C ér idealt for utvecklingen av maximalt antal larver pa kortast tid (Taylor et al., 2007).
Mikrofilarier (larvstadium L1) produceras av befruktade honmaskar i subkutana noduli (WHO,
2015) och patriffas i underhuden kring noduli. Vid vektorns blodméal pd huvudvérden tas
mikrofilarier frén vérddjurets underhud upp av mellanvirden. Via vektorns kroppshala
(haemocoel) tar sig L1 sedan vidare till vektorns brostmuskulatur dar mikrofilarierna genomgér
tvd hudomsningar innan de blir infektionsdugliga tredje-stadie larver (L3). Hos mellanvéirden
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nds detta stadium efter 6-12 dagar beroende pa temperatur (Duke, 1971). Det dr dock forst nér
L3 natt vektorns spottkortel som de kan dverforas till nya individer genom intag av blodmal pa
slutvirden (Bush et al., 2001). De vuxna parasiterna kan overleva hos huvudvirden i flera ar.
En studie tyder pa att O. volvulus kan leva upp till 16 &r hos oss minniskor (Roberts et al.,
1967).

h -
2 2 ( I ( ((\
\ A /( RN
'@ / "I / ”
\\ \Q \ <‘/’ /
Vuxna paraS|ter Mikrofilarier
subkutana noduli
Subkutan vavnad \
Hovdjur Hud
Hund
a0 Mannniska
Kommer ini huden //D
id i ktsbett
vid inse 7_5 < Y Mikrofilarier i hud\’S‘\
_ i (Diagnostiskt stadlum?\
3 Tredje-stadie larv (
(Infektiost stadium) -
Migrerar till huvud g * :
och spottkortel Knott Ats upp
Svidknott

Penetrerar kroppshala

\;'

;‘ T dJe -stadie larv= L3
<\

\ Brostmuskelatur

Fo rsta—sta;i ie larv=L1

Figur 1: Onchocerca spp livscykel.
http://img.medscape.com/fullsize/migrated/410/172/m1806.07.godd fig2.jpg
(2015.11.23)

Mellanvérd och vektor

Mellanvérdar for Onchocera spp ér knott (Simuliidae) och svidknott (Ceratopogonidae) som &r
familjer inom underordningen myggor (Nematocera) bland tvadvingarna (Morandi et al., 2011).
Mellanvérdarna for olika arter av Onchocerca fungerar som biologiska vektorer och tillater
parasiten genomga nddvindiga utvecklingsstadier inuti sig sjdlv samtidigt som de ocksé
fungerar som spridare av parasitens larver till nya slutvdrdar (Taylor et al., 2007). Olika typer
av knott och svidknott trivs i delvis olika miljéer men uppvisar dven varierande specificitet for
olika virddjur. Aven tidpunkt for blodmél samt bettlokalisation varierar med vektorart. Bara
honorna intar blodmdl, och det &r foljaktligen endast dessa som Overfor parasiten till
slutviarden. Honparasiterna attraheras av slutviardens doft och virme (Taylor et al., 2007) och
massangrepp kan vara besvdrande for virddjuret. Mellanvirdens dggklackning tar normalt
mellan 2-9 dagar och larverna tar sedan veckor till ménader pé sig att mogna och kan liksom
dggen, vid kallare vaderforhallanden, dvervintra. Livsldngden for en vuxen insekt &r fran ett par
veckor upp till 85 dagar. Vuxna svidknott tenderar att vara aktiva vid mulen och fuktig
véderlek och framst vid gryning och skymning (Taylor ef al., 2007). Flygaktiviteten paverkas
av faktorer som temperatur, ljusintensitet, manens cykler, relativ fuktighet, vindstyrka och
andra viderforhdllanden. Insekterna ar saledes beroende av ett visst klimat for att verleva och
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deras bettaktivitet ar i arktiska omraden darfor mer sdsongsbunden till den varmare delen av
aret eftersom de vuxna insekterna dor pa hosten och nya generationer insekter klacks forst till
véren (Taylor et al., 2007).

Onchocerca hos hjortdjur

Idag finns det fem dokumenterade arter av Onchocerca som parasiterar familjen hjortdjur; O.
flexuosa, O. jakutensis (synonym med O. tubingensis), O. tarsicola (synonym med O.
skrjabini), O. garmsi och O. cervipedis. Hos europeisk kronhjort (Cervus elaphus) finns fyra av
dessa arter (Hidalgo ef al., 2015) och dér de vuxna parasiterna har olika predilektionsstillen i
subkutan vivnad (Bain & Schultz-Key, 1974; Morandi et al., 2011; Hidalgo et al., 2015) (Figur
2). Tva arter; O. flexuosa (Wedl 1856) och O. jakutenis (Guvanov 1964), finns inuti subkutana
nodulédra strukturer hos slutviarden (Bain & Schultz-Key, 1974). Trots likartat utseende hos
knolarna finns skillnader mellan parasiterna pa
DNA-niva (Krueger et al., 2007). Onchocerca
flexuosa forekommer framst dorsalt pa
landrygg och flanker (Bain & Schultz-Key.,
1974; San-Miguel et al., 2003; Hidalgo et al.,
2015), medan O. jakutensis patriffas pa
kaudodorsala delen av ryggen, l4r (Bain and
Schultz-Key, 1974) och &vre delen av

extremiteter (Demiaszkiewicz, 1993). O. T
garmsi forekommer vid sternum (Schulz-Key o, flexuosa

et al., 1976), medan O. tarsicola i allménhet O. jakutensis
ses ldngre ner pd extremiteterna i hdjd med 0. garmsi

tibio-tarsal och radio-karpallederna (Bain &
Schultz-Key, 1974; Wildenburg et al., 1997).
Den sistndmnda arten ger inte upphov till
noduli men kan ddremot orsaka kraftig

O. tarsicola

y ) 7
/,/ /’ /,. /) / //f‘ 7

/ /1 7

) ) i Figur 2. Overblick av Onchocerca spp lokalisati-
inflammatorisk reaktion (Schulz-Key, 1975;  yer pa virddjuret kronhjort, Cervus elaphus.

Wildenburg et al., 1997).

Onchocerca flexuosa (Wedl, 1856) anses tillsammans med O. ramachandrini och O. armillata
vara ursprungliga arter inom sléktet (Krueger et al., 2007). Parasiten som dr av specifikt
intresse for denna studie, O. flexuosa, har kronhjorten som huvudvérd men har dven sporadiskt
aterfunnits hos andra hjortdjur som rddjur, Capreolus capreolus (Demiaszkiewicz & Drézdz,
1990) och antilop, Hippotragus equinus (Dikmans, 1933). Antalet infekterade hjortindivider
har dock varit sa 14gt att dessa varddjur har klassats som atypiska slutvérdar. Tidigare gjorda
studier visar pa att O. flexuosa ér den vanligaste arten pa kronhjort i Europa och har ofta
identifieras utifran lokalisation och morfologiskt utseende (Bain & Schultz-Key, 1974).
Artidentiteten kan ocksé faststdllas genom undersdkning av vissa regioner i maskarnas
mitokondriella DNA (Krueger et al., 2007).

Tidigare studier av O. flexuosa pa kronhjort fran Gvriga europeiska ldnder visar pa skiftande
forekomst mellan olika linder och omraden. I Spanien varierade den dven regionalt; i centrala
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Spanien var prevalensen av O. flexuosa pa kronhjort 24 % (San-Miguel et al., 2003) respektive
33 % (Santin-Durén et al., 2001) medan den var betydligt hogre (85 %) 1 nordvistra delar av
landet (Hidalgo er al., 2015). Enligt Hidalgo et al. (2015) varierar prevalensen i olika
Europeiska linder stort': frin 5 % i Tjeckien (Pav & Zajicek, 1981) till 96 % i Tyskland
(Schulz-Key, 1975). Andra studier med rapporterad forekomst av O. flexuosa ar 13 % i
Ruminien (Dulceanu & Ghitescu, 1986), 60 % 1 Polen (Demiaszkiewicz, 1998), 33 % i
Ukraina (Zhelizniak, 2003) och 63 % i Vitryssland (Shimalov & Shimalov, 2003).

Onchocerca-infektion

Den kliniska bilden av onchocercos skiljer sig at mellan olika slutvédrdar. Noduldr onchocercos
pa kronhjort orsakad av O. flexuosa uppstar genom slutvdrdens reaktioner mot parasiten
(Plenge-Bonig et al., 1995; Wildenburg et al., 1997; Hidalgo et al., 2015). Inflammatoriska
celler, framst eosinofiler och jatteceller (Wildenburg et al., 1997) infiltrerar omkringliggande
bindvédv runt de titt packade vuxna parasiterna varvid en hard, noduldr struktur formas i
underhuden (Plenge-Bénig ef al., 1995; Hidalgo et al., 2015)>. Noduli kan bestd av enstaka
eller ett flertal honparasiter, ensamma eller tillsammans med enstaka hanparasiter. Parasiterna
inuti noduli &r tatt ihoptvinnade med bindvévsstrak (Morandi et al., 2011; Hidalgo et al, 2015).
Mikrofilarierna i underhuden framkallar ocksé en stark inflammatorisk respons, frimst efter att
de har dott (Wildenburg et al., 1997; WHO, 2015b). Den fulla effekten av infektion med O.
flexuosa pa hjortvilt dr dock okind (Hidalgo ef al.,, 2015). Parasiten kan orsaka lesioner som
kan paverka individens hilsa samt vara orsak till kassering av slaktkroppen (Muller, 1979).
Vanligtvis orsakar dock inte kndlarna genom sin lokalisation allvarlig sjukdom (Plenge-Bonig
et al., 1995). Kottkvalitén paverkas normalt sétt inte di knolar som finns i1 underhudens hinnor
relativt enkelt kan putsas bort fran underliggande muskulatur (blivande styckdetaljer) efter
avhudning.

Vissa Onchocerca-arter forekommer ocksd hos ménniskor dér de 1 motsats till situationen hos
de flesta andra vérddjur ofta orsakar allvarlig sjukdom. Human onchocerciasis, eller
flodblindhet, som orsakas av O. volvulus patriffas framfor allt soder om Sahara i1 Afrika men
dven i Centralamerika, nordliga delar av Sydamerika samt Jemen. Sjukdomen har fétt sitt namn
fran hogriskomraden med snabbt flytande strommar och floder dér vektorn trivs. Tiden frén att
manniskan blir infekterad till att mikrofilarier ses i huden dr mellan 10-20 manader (Duke,
1971). Sjukdomen é&r resultat av den allergiska reaktion som framkallas hos huvudvirden vid
forekomst av mikrofilarier i vivnaden (Ottesen, 1994: se Wildenburg et al., 1997). Tydliga
tecken pa infektion med mikrofilarier dr knélar i underhuden vilka ger kraftig klada,
missfargning, fortjockning och forhdrdnad av huden samt nedsatt hudelasticitet (Nelson, 1970)
och ibland elefantiasis i de fall lymfkérlen péverkas (Taylor et al, 2007). Vanligt ar att

! Artiklarna som Hidalgo et al., 2015 hénvisar till &r skrivna pé originalsprak varfor originalkéllan ej har
granskats.

? Honorna av arten O. flexuosa har inte ett skyddande yttre holje runt sig samt har tidigt degenererad somatisk
muskulatur och ror sig darfor mindre. Dessa faktorer anses vara orsaker till vdrddjurets tidiga och stora
immunrespons kring honparasiterna (Plenge-Bonig et al., 1995; Wildenburg et al., 1997; Morandi ef al., 2011).

6



mikrofilarierna infekterar hornhinnan, iris och synnerven vilket orsakar irreversibel blindhet.
Sjukdomen éar ett stort problem och i mellersta delarna av Afrika drabbas cirka 20 miljoner
méinniskor arligen (Taylor et al., 2007; WHO, 2015). Fungerande kontrollprogram finns i flera
lander och eliminering av parasiten med hjélp av dterkommande érliga behandlingar har i flera
lander varit méjlig (WHO, 2015).

Det finns 21 dokumenterade fall av zoonotiska infektioner orsakade av Onchocerca virlden
over (Dudley et al, 2015). Flertalet framkallade frimst av arter med olika hovdjur som
ursprungliga slutvirdar; s som notkreatur (O. gutturosa), hist (O. cervicalis och O. reticulata),
europeisk kronhjort (O. jakutensis) och vildsvin (O. dewittei japonica) (Dudley et al., 2015).
Aven fem zoonosfall med hundens O. lupi finns dokumenterade (Dudley et al., 2015). Vid
zoonos dterfinns parasiten hos den nya vdrden i1 regel i motsvarande vdvnad som hos
huvudvarden (Orihel & Eberhard., 1988; Demiaszkiewicz, 1993). Vid fall hos ménniska,
liksom hos hund, é&terfinns parasiten ofta i och runt 6gonen (Dudley et al, 2015).
Ogonassocierade zoonotiska infektioner dkar stindigt i allvarlighetsgrad och antal kliniska fall
(Otranto & Eberhard., 2011).

Behandling

Behandling mot infektion med Onchocerca pa djur och minniskor sker vanligtvis genom
avmaskning®. Vid fall pi minniska foregds avmaskningen ofta av kirurgisk extraktion och
diagnosstillande av parasiten (Otranto & Eberhard., 2011). Avmaskning med ivermektin
reducerar antalet mikrofilarier i huden effektivt (Taylor et al., 2007) men har inte effekt pa de
vuxna parasiterna (WHO, 2016). WHO (2015) rekommenderar dérfor att avmaska infekterade
ménniskor arligen under 10-15 &rs tid.

Avmaskningsmedel mot vanligt forekommande ekto- och endoparasiter hos hjortdjur i Sverige
finns 1 form av granulat for oral behandling (fenbendazol) samt som injektions- eller pour on-
beredningar innehallande den aktiva substansen ivermektin. Ivermektin dr en endektocid inom
gruppen makrocykliska laktoner som binder selektivt till glutamatreglerande kloridjonkanaler i
parasiten vilket orsakar en dkad permeabilitet for kloridjoner dver cellmembran. Muskel- och
nervceeller 1 parasiten hyperpolariseras varvid parasiten paralyseras. Granulatpreparaten blandas
vanligtvis in i fodret som distribueras till hela hignpopulationen medan injektions- och pour-on
preparaten kan anvindas vid hantering av enskilda djur. Vad géller avmaskningsrutiner finns
idag ingen konsensus bland hjorthdgnségare i Sverige och hdgndgare har olika syn och grad av
upplevd problematik av parasiter generellt (Malmsten, J., Statens veterinirmedicinska anstalt,
pers. medd., 2015-10-06; 2015; Svensson, K., Svensk Hjort, pers. medd., 2015-10-31). En del
avmaskar sina djur rutinméssigt med jamna intervall, fran en ging per ar till en géng vart tredje
ar, medan andra avmaskar endast infor forsdljning alternativt d& sommarbetet tagit slut pa
hosten. Méinga hédgndgare avmaskar endast vid tydliga tecken pd parasitangrepp eller nér

3 Ar 2015 fick William C. Campbell och Satoshi Omura Nobelpriset® i medicin for upptickten av avermektin som
i utvecklad form (ivermektin) ar ett effektivt preparat for att reducera antalet mikrofilarier i huden (WHO, 2015;
WHO, 2016). Avmaskning med ivermektin har stor roll i att forekomsten av flodblindhet och lymfatisk filariasis
har minskat (Nobelprize.org, 2015).



positiva provsvar ges efter trickprovsundersokning (Svensson, K., Svensk Hjort, pers. medd.,
2015-10-31). Eventuell avmaskning pa hjortdjur sker frimst med avseende pa andra parasiter
an Onchocerca, sa som gastrointestinala parasiter eller ektoparasiter i pilsen. Att avmaska med
ivermektin enbart med fokus pad Onchocerca anses inte nédvandigt (Hidalgo et al., 2015).

Kronhjort i Sverige

Historia

Kronhjorten har sitt ursprung i de sddra delarna av Centralasien. Naturlig spridning har sedan
skett till stora delar av norra halvklotet. Kronhjorten forekommer dven, genom maénsklig
introduktion, p4 Nya Zeeland, i Nordafrika och delar av Sydamerika. Till Sverige kom
kronhjorten fran Danmark nér inlandsisen forsvann for omkring 10 000 ar sedan. Arten spred
sig sedan vidare upp till Bohuslidn, Dalsland, Vistergdtland, Ostergétland, Milardalen och
Oland. Under 1800-talet minskade populationen stort pad grund av jakt, tjuvskytte,
vargpredation och ett fordndrat terrang- och akerlandskap (Svenska Jagareforbundet, 2012). I
borjan av forra seklet bestod det skdnska bestdndet endast av ett 50-tal kronhjortar (Jarnemo,
2013).

Populationen i Sverige idag

Idag dr kronviltet utbrett dver stora delar av Sverige och det forekommer 1 samtliga 14n utom 1
Norrbotten och pa Gotland (Jarnemo, A., Grimso forskningsstation, pers. medd., 2015-10-12).
De starkaste stammarna finns i Sodermanland, Ostergétland, Kalmar lin samt i Skéne och
néstan alla stammar uppges 0ka (Jarnemo, 2014). Forutom den skénska ursprungspopulationen
och en sannolikt invandrad norsk population, hdrrér populationen i Sverige framst frin
utsittning eller rymning fran olika hjorthdgn vilket sannolikt forklarar den flickvisa
populationsutbredningen i landet.

Kronhjorten har anpassat sig till ménga olika typer av vegetation; fran jordbruksdominerat
landskap 1 sdder och barrskogslandskap i Mellansverige till det mer karga landskapet med
langre vintrar i norr. Kronhjorten trivs bist i bruten terring med visst inslag av 6ppna marker
och verkar kunna samexistera bra med annat klovvilt i Sverige da risken for foédokonkurrens ér
relativt liten (Svenska Jégareforbundet, 2012). Svenska jigareforbundets viltdvervakning
Fokusprojekt kron uppskattar den nationella stammen frilevande kronvilt i Sverige ar 2015 till
ca 25 000 stycken djur. Antalet registrerade kronhjortar i hiagn ar 2014 var 6713 stycken men
den faktiska siffran &r troligen hogre da inte alla hdgn eller samtliga hignade individer finns
registrerade (Svensson, K., Svensk Hjort fran Svenska Jordbruksverket, pers. medd., 2015-12-
17). Avskjutningen av kronhjort som rapporterades till lansstyrelserna ar 2014 var 6141
stycken med hogst noteringar i S6dermanland (1802 individer) och Kalmar (1039 individer).
Avskjutningen har varit, och &r dven idag, mindre &n tillvixten (Bergqvist, G., Svenska
Jagareforbundet, pers. medd., 2015-10-20).



MATERIAL OCH METOD

Litteratursokning har gjorts i fackbdcker, avhandlingar och databaserna PubMed, Web of
Knowledge och Web of Science. Sokord som har anvénds &r olika kombinationer av red deer,
subcutaneous nodule, Onchocerca flexuosa, Onchocerca spp, cervids och ungulates. Endast ett
fatal studier inom omradet dr publicerade pa engelska.

Studieomrade

Studien utfordes pa 15 platser frdn geografiskt utspridda omrdden over 12 ldn i sddra
tredjedelen av Sverige (Figur 3). Lan som ingick i studien var: Gévleborg, Halland, Jonkdping,
Kalmar, Skane, Stockholm, S6dermanland, Uppsala, Virmland, Véistmanland, Vistra Goétaland
och Ostergotland. Klimatet och temperaturen varierar dver studieomradet som omfattar tva
temperaturzoner. Storre delen av studieomradet har ett kalltempererat klimat med sndvintrar
och dér barrskog dr dominerande vegetationstyp, medan det runt kustomrddena i1 soder rader ett
mer varmtempererat klimat och mer framtrddande 16vskogsvegetation (SMHI, 2015). Regionen
ar skog- och sjorik med riklig biodiversitet. Nérheten till norra Atlanten och Golfstrommen ger
Sverige, trots nordligt beldget geografiskt, ett milt klimat under vinterhalviret med en
medeltemperatur i januari kring -2°C. Den arliga medeltemperaturen var ca 10°C (ca 18°C i
augusti) enligt SMHIs maitningar for 2015. Sedan ett kvarts sekel har dock en gradvis
uppvarmning noterats. Nederbord faller under hela aret men &r rikligast sommar och host.
Uppmitt arsnedbord ligger runt 500-800 mm och under vintern faller nederborden frimst som
snd 1 storre delen av landet (SMHI, 2015).

. Landrygg: Mellan backen och bréstkorg
. Bakdel: Backenomrade inklusive larben
. Bukvagg/Slaksida: Nedan ryggfilén

. Bréstrygg och bréstkorg
. Framben, hals och bringa

=Ursprung kronhjort .
=Provtagningsplats noduli

Figur 3. Tv: Sodra tredjedelen (grd) av Sverige utgor studieomrddet for undersokning av subkutan
noduliférekomst hos kronhjort, Cervus elaphus. Alla prickar illustrerar kinda ursprungsplatser for
kronhjortar i studien. Vita prickar visar dven provtagningsplats for noduli.

Figur 4 Th: Olika lokalisationsomraden for eventuell forekomst av subkutana knolar pa kronhjort.



Datainsamling

Under perioden 1 oktober — 30 december 2015 undersoktes 151 kronhjortar vid slakthantering
pa 8 utvalda vilthanteringsanldggningar (VHA) runt om i Sverige och dokumenterades med
avseende pa forekomst av subkutana knolar. Av kronhjortarna i studien kom 86 % (n=130) fran
hiagn, 3 % (n=5) var frilevande och 11 % (n=16) var av oként ursprung. Varje slaktkropps
individnummer noterades tillsammans med information om kon samt uppskattad alder. Dérefter
skattades forekomst av subkutana knoélar enligt en fyrgradig skala (0, 1-10, 11-50, >51)
samtidigt som lokalisation pd slaktkroppen for dessa registrerades (Figur 4). Fjorton stycken
materialprover av knélar togs dorsalt pa lindryggen frin lika ménga slumpvis utvalda hjortar
med ursprung frin sju platser i sodra tredjedelen av Sverige (Figur 3). Delar av parasiter fran
farskt nodulimaterial extraherades manuellt och bevarades i sprit infor molekyldr parasitér
analys.

Artbestamning

Vuxna maskar som isolerades fran subkutana noduli artbestimdes enligt Krueger et al., (2007)
och Morales-Hojas et al.,, (2006). Delar av filarier extraherades fran samtliga kndlar varefter
mask DNA isolerades enligt NucleoSpin® Tissue kit (Appendix 1). Efter DNA extraheringen
amplifierades tre gensekvenser fran parasitens mitokondrie-DNA med hjidlp av PCR
(Polymerase Chain Reaction) och specifika primerpar (Tabell 2) (Appendix 2). De undersokta
regionerna var dels tvA rRNA gener (12S och 16S), dels en proteinkodande gen (NADH
dehydrogenas 5 (NDS5). For att kontrollera att PCR amplifieringen genererade DNA fragment
av forvintad storlek separerades PCR produkten med gelelektrofores. Efter verifiering av
amplikonen skickades dessa for sekvensering till Macrogen Inc, Amsterdam. Erhdllna
sekvenser identifierades slutligen genom jamforelse med befintliga sekvenser lagrade i
GenBank med hjilp av BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

Tabell 2. Vid molekyldr identifiering av Onchocerca flexuosa anvdindes olika primers for amplifiering
av de mitokondriella genfragmenten; 128 och 16S generna samt proteinkodande genen ND5

Gen Primer Forward/ Primersekvens Referens
Reverse
12S OvC F 5’-TCGGCTATGCGTTTTAATTTT -3 Hidalgo et al., 2015
McFrederick et al., 2013
128 Ts0vB R 5 -CAACTTACGCCCCTTTAGGC -3° Krueger et al., 2007

Morales-Hojas et al. 2006

16S OvC F 5’-AGCCTTAGCGTGATGGCATA -3’
McFrederick et al., 2013

16S
16S OVB R 5-ACCCACATTGCATTCCTTTC -3’ Krueger et al., 2007
Morales-Hojas et al., 2006
ND5 OvA F 5-TTGGTTGCCTAAGGCTATGG -3’ McFrederick et al., 2013
Krueger et al., 2007
ND5 Morales-Hoj L, 2006
ND5 OvC R 5’-CCCCTAGTAAACAACAAACCACA-3’ orales-tojas ef a:.,
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Dataanalys

Forekomsten av noduli per undersokt djur rdknades ut, med avseende pa kon respektive
alderskategori, enligt R6zsa et al., 2000. Data analyserades i Minitab Express med chi-square
test och P-virden riknades ut for varje analys. Aven forekomsten av parasitkndlar pa olika
lokalisationer pé hjortviltskroppen berdknades enligt figur 4.

RESULTAT
Utseende och lokalisation

Noduldr onchocercos observerades i subkutan vdvnad framst dorsalt pa lindrygg (96 %), men
sadgs dven pa bakdel, lar (33 %) och framben (10 %) hos de 84 infekterade individerna.
Knolarna var rundade, tillplattade, oregelbundna alternativt ovala till formen och varierade
mellan ndgra millimeter till ett fital centimeter i diameterstorlek (Bild 1a). Konsistensen pa
kndlarna var hard och fast, ytan samt snittytan var ljust gulaktig och litt framvéllande (Bild 1¢).
Enstaka knolar var hemorragiska och darmed morkt roda. Solitdra knodlar sags frekvent men
dven omraden med sammanhingande parasitknolar i en utbredd lobulerad process 1 underhuden
forekom. De tradlika parasiterna i en nodulus ldg titt sammanflitade och kunde observeras
okuldrt samt endast med svarighet extraheras med hjilp av en pincett (Bild 15). Antalet knolar
hos djuren redovisas under epidemiologin.

Bild 1: a) Subkutana noduli extraherade vid slakt. b) Trddlik O. flexuosa extraheras med pincett fran
noduli. c) Tvdrsnitt igenom en nodulus ddr nystan av tdtt liggande maskar ger en ldtt framvillande
snittyta.

Artbestamning

Sekvensering av PCR amplikon f6r de tre mitokondriefragmenten 12S, 16S och DNS5 gav
sekvenser mellan 451-517 baspar (bp). Sekvenserna var i genomsnitt 498 bp langa av genen
128, 454 bp av genen 16S samt 451 bp av NDS5. Vid jimforelse visade det sig att sekvenserna
var 99-100% identiska och dverensstimmande med andra sekvenser fran tidigare studier av O.
flexuosa (GenBank Accessionsnummer HQ214004, DQ523746, DQ523759 och JQ733523).

11



Epidemiologi

Parasiterna lag tétt packade med omkringliggande subkutan bindvav. P4 grund av svérighet att
isolera intakta parasiter frdn kndlarna baseras prevalens och medelintensitet inte pa antal
parasiter per individ utan pd uppskattad forekomst av antal kndlar per hjort (se material och
metod). Totalt ingick 151 kronvilt i studien (Tabell 3). Subkutana noduli hittades hos 56 % (84
individer) av kronviltet (Tabell 4). Majoriteten (95 %) av individerna med knolar hade mindre
dn 50 stycken (Tabell 5), 67 % hade mellan 1-10 stycken och 28 % hade mellan 11-50 stycken.
Vuxna kronhjortar hade en signifikant (p<0,0001) hogre prevalens (81 %, n=36) &n hjortvilt
upp till 2 ar (45 %, n=48). Signifikant skillnad (p=0,0072) ségs dven for prevalensen hos
handjur (48 %, n=50) jamfort med hondjur (72 %, n=34). Merparten (96%, n=81) av kronviltet
med kndlar hade dessa lokaliserade till landryggen. Bland infekterade djur hade 31 % (n=25)
dven knolar pa bakdelen (kors/l&r) och 7 % (n=6) pa landrygg samt bakdel, brost och framdel.
Endast tre individer (4 %) hade noduliférekomst fordelat pa alla lokalisationer som
registrerades (landrygg, bakdel, brost och brostrygg samt framben).

Tabell 3. Antal individer i studien i dlderskategorierna kalvar, ungdjur och
vuxna samt konsfordelningen i procent (%) och antal (n) i varje dlderskategori

Kon
Antal individer i Handjur Hondjur
studien % n % n
Kalv (<1 &r) 8 38 3 62 5
Ungdjur (1-2 ar) 99 79 78 21 21
Vuxna 44 53 23 47 21
Totalt 151 69 104 31 47

Tabell 4. Prevalens (% och antal) av individer, handjur samt hondjur, med infektion
(subkutana knélar) i dlderskategorierna kalv, ungdjur och vuxna

Infekterade, % Infekterade, antal

Totalt Totalt Handjur Hondjur
Kalv (<1 ar) 62 5 1 4
Ungdjur (1-2 ar) 43 43 27 16
Vuxna 81 36 22 14
Totalt 56 84 50 34

Tabell 5. Fordelningen av antalet kronhjortsindivider i olika dldersgrupper
i skilda intervall av antalet knélar pa kroppen
Intervall knolantal

0 1-10  11-50 >51
Kalv (<1 ar) 3 4 | 0
Ungdjur (1-2 ar) 56 31 12 0
Vuxna 8 21 11 4
Totalt 67 56 24 4
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DISKUSSION

Denna studie av forekomst och artbestdmning av subkutana parasitdra noduli hos kronhjort i
sOdra tredjedelen av Sverige visar att drygt hélften av de undersokta slaktkropparna var
infekterade med en parasit som med DNA-sekvensering artbestimdes till Onchocerca flexuosa.
Nist intill samtliga (96 %) av de infekterade kronhjortarna i studien hade subkutana noduli pa
landryggen och bakdel vilket 6verensstimmer med tidigare beskrivet utseende och lokalisation
for parasiten (Bain & Schultz-Key., 1974). I studien ingick i huvudsak djur fran godkéinda
slakterianldggningar som framfor allt tar emot stdrre grupper av hégnat vilt for kommersiell
forsdljning men dven frilevande vilt som ska ga till allmén forséljning. Materialet i studien har
selekterats till frimst hdgnade kronhjortar. Bendgenhet hos slakteripersonal att dokumentera
forekomst av knolar till denna studie var, av tidsbrist och hogt arbetstempo, mindre ju fler
kronhjortar anldggningen hade att hantera. Slakteripersonal pd flera storre slakterianldggningar
1 sodra Sverige uppskattar dock forekomsten av noduli pa kronhjort som relativt stor (ej
dokumenterat material, person. medd.).

I likhet med tidigare undersokningar (Hidalgo et al, 2015: San-Miguel et al., 2003; Santin-
Duran ef al., 2001) visar denna studie péd en signifikant skillnad i prevalens av noduli mellan
vuxna (81 %) och ungdjur upp till tvd ar (45 %). Detta kan sannolikt forklaras med att kalvar
fodda 1 maj-juni samma &r som de undersoktes har varit exponerade for vektorn under kortare
period jamfort med vuxna djur. Ungdjuren har dirmed i mindre utstrickning &n dldre individer
hunnit utveckla sjukdomstecken dé& prepatensperioden for O. flexuosa ér minst sex manader
(Schulz-Key, 1975). Den lagre forekomsten av noduli innehéllande vuxna parasiter hos yngre
hjortdjur har eventuellt att géra med att yngre individer inte har lika utvecklat immunforsvar
som en vuxen hjort. Yngre hjortar svarar eventuellt dd mindre kraftigt pd en parasitinfektion
vilket leder till att knolar, som uppstar till foljd av huvudvérdens reaktion mot parasiten, inte
upptréder i lika stor grad som hos vuxna djur.

Till skillnad fran liknande studier (Santin-Duran et al., 2001; Hidalgo et al, 2015) sigs en
tydlig skillnad i forekomst av infektion mellan handjur (48 %) och hondjur (72 %). Pa grund av
den ojdmna konsfordelningen inom respektive &lderskategori antas det dock vara mer relevant
att 1 forsta hand jamfora skillnaden i prevalens i forhdllande till alder snarare dn mellan kon.
Studieperioden (oktober-december) sammanfaller med tiden for utgallring av unga handjur fran
hégn. Unga handjur bidrar inte till aveln i hign med en redan kapital kronhjort, varfor de gér
till slakt innan vintern. I denna studie utgér handjuren 75 % 1 gruppen ungdjur men endast 22 %
i kategorien vuxna. Hondjuren var ddremot mer jamnt fordelade mellan de bada
alderskategorierna. I gruppen ungdjur, med en majoritet av handjur, var prevalensen av knolar
signifikant lagre (45 %) &n i gruppen vuxna djur (81 %). Den ojdmna konsfordelningen inom
och mellan de tva alderskategorierna dr sannolikt forklaringen till varfor prevalensen mellan
hon-och handjur skiljde sig at. Den observerade konsskillnaden beror alltsd sannolikt pa alder
och forklaras inte av skillnader i mottaglighet hos de bada konen.

I andra europeiska studier (Hidalgos et al, 2015; Santin-Duran et al, 2001) har
noduliprevalens och intensitet jamforts over aret. I dessa studier har det visat sig att bade
prevalensen och antal noduli per djur (intensiteten) var hogre under host och vinter 4n under de
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varmare delarna av aret. En arstidsvariation i noduliprevalens skulle kunna bero pa infléde av
unga individer utan kndlar under sommaren foljt av avskjutning av dldre individer med knolar
under senare delen av dret. Om detta kan appliceras for kronviltet i sodra Sverige vet vi inte
idag. Idag finns heller ingen studie pd hur ldnge noduli kvarstdr i underhuden hos hjortdjur. Det
ar alltsé ovisst om noduliprevalens ackumuleras over tid efter flera ars parasitangrepp eller om
kndlarna kan forsvinna under en hjorts livstid. Med tanke pd parasitens konstaterade
overlevnad efter flera ar i slutvirden &r dock avsaknad av noduli efter flera &rs forekomst hos
individen mindre trolig.

Jamforelser av denna studie av forekomst av O. flexuosa ar svar eftersom antalet studier med
liknande fragestéllning och variabler dr fa (Hidalgo et al., 2015). Flertalet europeiska rapporter
om O. flexuosa hos kronhjort dr antingen fokuserade pa morfologisk artbestimning, prevalens
av antalet mikrofilarier i huden eller konsbestimning och antal av vuxna parasiter inuti
nodulus. Endast enstaka studier jamfor intensiteten av antal noduli per individ (Santin-Duran et
al. San-Miguel et al., 2003; Hidalgo et al., 2015).

Vektorforekomsten inom ett visst omrade kan vara mycket varierande beroende pa vegetation
och nérmiljo. For att vektorn ska trivas och utvecklas krévs ritt omgivningsparametrar som
lamplig temperatur och fuktighet. Betydelsen av fordndrade klimatbetingelser bade for
Onchocerca-arter och vektorer dr stor men omfattningen ar okdnd. De senaste 50 aren har
global uppvéirmning lett till fordndringar 1 nederbord och fuktighet (SMHI, 2015b) vilket
tillsammans med andra faktorer kan paverka parasitens forekomst och epidemiologi dven 1 vért
svenska ekosystem. Insekternas livscykel, geografiska spridning och formaga att fungera som
biologiska vektorer kan dndras nir levnadsvillkoren fordandras (Hidalgo et al., 2015). Hiagnat
kronvilt i en for vektorn naturligt fordelaktig ndrmiljo utsétts eventuellt 1 vissa fall for hogre
vektortdthet och smittryck jamfort med frilevande hjortar. Djurtétheten bland frilevande hjortar
ar sannolikt lagre och ddrmed inte lika fordelaktig for snabb och bred spridning av parasiten.
En jamforande studie av forekomsten av noduldr onchocercos hos frilevande och hégnat
hjortvilt 1 olika omraden vore darfor intressant att genomfora.

Virddjursspecificitet samt geografisk utbredning hos olika insektsvektorer for Onchocerca-
arter ar 1 méanga fall okind (Krueger et al., 2007). Bland de vektorer som &verfor O. flexuosa
till kronhjort kinner vi till tvé arter av simuliider (knott); Prosimulium nigripes och Simulium
ornatum (Frank et al., 1968) men indikationer finns pa att O. flexuosa dven skulle kunna
utvecklas hos culicoider (svidknott). Minga Onchocerca-arter 1 virlden delar dock inte bara
samma geografi utan har dven liknande livscykler och angriper samma vérddjur. Att en
mellanvérd med stor global utbredning skulle kunna angripa flera olika slutvérdar dr sannolikt
ocksd forekommande. En vektor som normalt biar hovdjursspecifika Onchocerca men som
ocksa dr blodsugande pa ménniska skulle d& kunna skapa ett plotsligt skifte av varddjur vilket
ddrmed skulle kunna leda till utvidgad horisontell smitta av Onchocerca mellan olika ddggdjur
(Morales-Hojas, 2009). Fortsatt kartlaggning av Onchocerca-arters geografiska utbredning i
vérlden samt deras vektor-vird interaktioner dr alltsd nddvéndig for att na 6kad forstdelse om
deras evolution och for att forebygga framtida zoonoser (Morales-Hojas, 2009).
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KONKLUSION

Onchocerca-infektionens péverkan pa kronhjortens hélsa dr idag inte helt utredd. Att
kronhjorten skulle ha fler och mer allvarliga symtom av infektion, utover forekomst av
parasitinnehdllande knolar 1 underhuden, kan dock inte uteslutas. Den hoga prevalensen samt
utbredningen av nodulér onchocercos orsakad av O. flexuosa hos svenska kronhjortar i denna
studie tyder pa att vektorforhallanden och miljobetingelserna for bindvédvsmaskens spridning ér
lampliga i sodra Sverige. For vidare studier av O. flexuosa i Sverige vore det intressant att
jamfora forekomsten av parasiten dver hela landet samt undersdka om forekomsten skiljer sig
mellan frilevande vilt och hdgnat. En mer ingdende studie av vilken eller vilka vektorer som é&r
mellanvérd for O. flexuosa skulle ockséd vara intressant att undersoka for att f& en djupare
forstaelse for parasitens mdjliga utbredning i Sverige.
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Johan Hoglund for alla dina kommentarer, Henrik Uhlhorn for dina samtal pa salen och
stindiga uppbackning samt Erik Agren for glada tillrop och enorm entusiasm infor
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Appendix 1: Extraktion av DNA enligt NucleoSpin® Tissue protokoll

1. Provforberedelse

Samlingsroret med volym om 25 uL innehéllande 70 % sprit och cirka 25 mg parasitmaterial
centrifugerades. Spriten separerades ddrefter frdn samlingsroret. Samlingsroret med
sedimenterat parasitmaterial stod sedan utan lock for att lata den sista alkoholen avdunsta.

2. Pre lys

180 uL Buffert T1 samt 25 uL Proteinas K 16sning tillférdes till samlingsréret och blandades
sedan under vortex. Viktigt var att hela provet var tickt av 1osningen. Sedan inkuberades
16sningen under samtidig blandning vid 56 °C 6ver natten for att Proteinas K skulle kunna
lysera cellbindningarna.

3. Lysering
Provet blandades i vortex. 200 uL Buffert B3 tillsattes och blandades med vortex under
inkubering i 70 °C i 10 minuter.

4. Anpassa DNA-bindande forhéallanden
210 uL 96 % etanol tillfordes till 16sningen och blandades sedan med vortex under snabb
hastighet.

5. Binda DNA

Inuti varje samlingsror placerades en kolumn (NucleoSpin® Tissue column). Losningen med
material pipetterades till kolumnen och centrifugerades sedan under 1 minut och 11 000 * rcf
(relativa centrifugalkraften=g). Genom tillsatser av salter och etanol skapades en kemisk milj6
dér DNA band till kolumnens membran under centrifugering medan dverskottet filtrerades bort.
Efter centrifugering slingdes samlingsroret och kolumnen med parasit DNA placerades inuti ett
nytt samlingsror.

6. Tvitta DNA

Tvittning av DNA provet gjordes 2 ginger for att undvika kontamination av frimmande DNA
och oonskade partiklar. I forsta tvitten tillsattes S00ul. BW buffert. Provet centrifugerades
sedan under 1 minut och 11 000 * rcf. Filtrerad vétska slangdes bort och kolumnen placerades i
tomt samlingsror. I andra tvitten tillsattes 600 uL. B5 buffert. Provet centrifugerades och
filtrerades enligt ovan och placerades tillbaka i tomt samlingsror. For att filtrera ur kvarvarande
alkohol centrifugerades samlingsroret utan ndgon tillford buffert i 1 minuti 11 000 * rcf.

7. Eluera rent DNA
Kolumnen med tvittat DNA placerades sedan i ett nytt 1,5 ml mikrocentrifugeringsrér och 50
uL BE buffert tillférdes. Provet inkuberades under 3 minuter vid rumstemperatur och centrifug-
erades sedan under 1 minut och 11 000 * rcf. BE buffert 16ste upp och mojliggjorde filtrering
av genomiskt renat DNA. For mojlighet till ytterligare extraktion av en storre mdngd DNA
upprepas proceduren ytterligare en gdng. Detta var en modifiering av NucleoSpin® Tissue
protokolls instruktioner. Extraherad DNA forvarades sedan i markt mikrocentrifugeringsror i
frys infor PCR.
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Appendix 2: Metod for parasitir analys och artbestimning

PCR

Polymerase Chain Reaction (PCR) anvédnds for att uppfordka (amplifiera) specifika DNA
fragment som senare anvéndes for molekyldr karaktarisering genom sekvensering. Reaktionen
sker exponentiellt genom upprepade termiska cykler av denaturering, hybridisering
(inbindning) och enzymatisk replikering.

Forutsdttningar
Vid PCR analys krévs foljande komponenter:

*  DNA-templat: del av DNA med den 6nskade malregionen som ska amplifieras.

* Ett primerpar (Forward och Reverse): DNA oligonukelotider som binder in till 6nskad
maélregion pé enkelstrangat DNA och dr komplementéra till 3"andarna pd den kodande
(sense) och icke-kodande (antisense) stringen i DNA-templatet. Primerparen reglerar
vart syntesen av DNA polymeraset ska starta och sluta.

* dNTP: nukelotider, innehallande en trifosfatgrupp. Byggstenarna vid syntesen av nytt
DNA.

* DNA-polymeras: enzym som medverkar i DNA-syntesen genom att bygga en
komplementir DNA-string utifran nukleotider (dANTP). Primrarna visar polymeraset
vart startpunkt och syntes av DNA ska borja. I denna PCR anvidndes AmpliTag gold
som &r ett virmestabilt enzym med ett temperaturoptimum pd 70 grader. Buffertlosning:
skapar passande kemisk miljo for att DNA-polymeraset ska syntetisera DNA under
optimala forhallanden.

*  MgCl, 16sning: bidrar, liksom bufferten, till att skapa ratt kemiska miljo for att DNA-
replikeringen ska kunna dga rum.

I denna studie PCR-amplifierades tre gensekvenser frdn mitokondriens DNA (mDNA). For
dndamalet anvéndes tre specifika primerpar varav tva av dessa binder till rRNA generna 12S
och 16S medan ett par binder till genen for NADH dehydrogenas 5 (NDS5).

PCR reaktionen utfordes i en total volym av 25ul innehéllande 1x buffert, 3mM MgCl,, 200
uM av varje dNTP, 0,2 uM av respektive primerpar (Forward och Reverse), 1 enhet AmpliTaq
gold och 2 ul av extraherat DNA.

Negativa kontroller for PCR (reaktionen saknar DNA frén parasit och innehéller istéllet vatten)
kordes parallellt for att forsdkra att reaktionerna var riktiga.

Tillvdgagdangssiitt

* PCR-reaktionen initieras nir reaktionslosningen med reaktionsingredienser hettas upp.
Detta gors eftersom DNA-polymeraset krdver varme for aktivering.

* PCR-reaktionen bestdr sedan av flera, vanligen 20-40 stycken, upprepade
temperaturcykler dér varje cykel omfattar tre separerade temperatursteg. Temperaturen
och tiden som anvénds i varje cykel beror pa typ av DNA-polymeras, koncentration av
joner och nukelotider men dven andra faktorer.
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o Denaturering: dvs upphettning till 94-98°C grader. Vitebindningarna mellan
komplementira baser i DNA-strdngarna bryts och dppnar upp DNAt vilket ger
tvd enkelstrdngade DNA-templat.

o Hybridisering: dvs lokalisering av primerpar och inbindning till malsekvensen i
det enkelstrangade DNAt. Temperaturen sénks till ca 50-60°C under detta steg
for att primers ska kunna binda in specifikt till G&verensstimmande
templatsekvens i mal DNAt. Om temperaturen dr for lag binder de inte lingre in
specifikt. Detta steg varade 1 20-60 sekunder.

o Enzymatisk replikering: det vill sdga syntetisering av nytt DNA med hjélp av
DNA-polymeras och nukleotider. DNA-kedjan som bildas dr komplementér till
det DNA-templat som primerparen féster till. Temperaturen stiger under detta
steg igen till ett optimum for det polymeras som anvénds, vanligen kring 70-
80°C. Tiden som krdvs i detta steg beror pa typ av polymeras samt ldngden pa
sekvens som amplifieras.

* Slutgiltig forlangning: sékerstéller att allt enkelstringat DNA forléngs av polymeraset
fullt ut efter den sista termocykeln.

I denna studie bestod amplifieringen av ett denaturerande steg vid 94°C i 3 minuter foljt av 35
stycken termiska cykler om 94°C i 45 sekunder, 50°C i 1 minut och sist 72°C i 30 sekunder
foljt av ett sista forlingande steg pa 72°C i 5 minuter.

Gelelektrofores

For att kontrollera att PCR-amplifieringen genererade DNA fragment av forvédntad storlek
separerades PCR-produkten forst genom gelelektrofores pa en agarosgel. Gelelektrofores
bygger pa att makromolekyler av varierande storlek ror sig olika snabbt i gelen under inverkan
av ett elektriskt félt. Hastigheten, och dédrmed strickan molekylen hinner vandra i gelen, beror
alltsa pa DNA-fragmentens laddning, storlek och massa. Gelen gor det mojligt att separera
olika nukleinsyror fran varandra dir de mindre negativt laddade makromolekylerna tar sig
langre ut 1 gelen, ndrmare pluspolen, dn de stdrre molekylerna.

I denna studie genomfordes gelelektroforesen med en 1 % agar 16sning och DNA pavisades
med uv-ljus.

Sekvensering

For molekyldr identifiering av parasiten krivs sekvensering av de framtagna DNA-fragmenten.
DNA-sekvensering dr en metod som faststéller i vilken ordning nukelotiderna (kvévebaserna
adenin, guanin, cytosin och tymin) forekommer i DNAt.

PCR proverna, amplikonerna, skickades till Macrogen Inc i Amsterdam for standard
sekvensering. Slutligen, jdmfordes erhéllna sekvenser med befintliga sekvenser lagrade i
databasen GenBank med hjélp av BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

I denna studie var sekvenserna 99-100% identiska med andra sekvenser fran tidigare studier av
O. flexuosa (GenBank Accessionsnummer HQ214004, DQ523746, DQ523759 och JQ733523).
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