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Bakgrund

Héstens rundmask, Parascaris equorum, anses vara den mest patogena parasiten hos fol och
ettaringar virlden 6ver. Infektionen orsakar snuva, hosta och nedsatt tillvéxt och kan till och
med leda till doden pé grund av maskarna tringer igenom tunntarmen (Cribb et al, 2006).

Resistensutveckling mot avmaskningsmedel (anthelmintika) dr ett vixande problem inom
veterindrmedicinen och utgdr ett hot mot djurvélfarden sa vil nationellt som internationellt
(Kaplan, 2004). Under de senaste decennierna har P. equorum infektion hos ol behandlats
med makrocykliska laktoner, ML (ex. ivermektin), benzimidazoler, BZ (ex. fenbendazol) och
tetrahydropyrimidiner (ex. pyrantel). Sedan 2002 har utebliven effekt vid behandling av P.
equorum infektion med ML rapporterats i flera ldnder runt om i vérlden som till exempel i,
Holland, Kanada, USA, Danmark, Sverige, Italien och Finland (Boersema et al, 2002;
Slocombe et al, 2007; Craig et al, 2007; Schougaard et al, 2007; Lindgren et al, 2008;
Veronesi et al, 2010, Néreaho, et al, 2011). En allmén oro for parasitsjukdomar hos hist har
lett till ett 6verutnyttjande av avmaskningsmedel, vilket i sin tur har resulterat i en
resistensutveckling. P& grund av hotet om 6kande resistensutveckling beslutade
Likemedelsverket (ar 2007) att avmaskningsmedel endast far forskrivas av en legitimerad
veterindr. For att undvika selektion av resistenta parasiter rekommenderas att
avmaskningsmedel ur olika substansgrupper anvinds vaxelvis. Den praktiska konsekvensen
ar att fenbendazol (Axilur™) och pyrantel (Banminth®) ir de enda aterstdende substanserna
som idag har god effekt mot spolmaskinfektion i Sverige. Det finns rapporter frain USA om
multiresistenta spolmaskpopulationer mot badde ML och pyrantel (Reinemeyer et al, 2010). I
det fallet aterstar endast substanser ur BZ-gruppen kvar att anvinda.

Lite dr fortfarande kidnt om hur resistens mot avmaskningsmedel uppstar och hur gener som
ger resistens sprids inom parasitpopulationer. Molekyladrbiologiska tekniker ar ett vardefullt
verktyg for att kunna genomfora detaljerade genetiska undersokningar. Genetik inom grupper
av djur/vixter kallas populationsgenetik. Kunskap om populationsgenetik ar viktig for att
forsta hur de gener som ger resistens, sprids inom och mellan olika populationer. Huvudsyftet
med den hér studien var att studera populationsgenetik hos den svenska spolmaskstammen
med hjdlp av en DNA fingerprinting teknik (AFLP). Vi fann en véldigt lag genetisk variation
inom den svenska spolmaskstammen. Darfor utokade vi den populationsgenetiska studien
dven med spolmaskisolat frdn USA, Tyskland, Norge, Brasilien och Island.

Det andra syftet med den hir studien var att analysera effekten av fenbendazol (Axilur®) vid
behandling spolmaskinfektion vid 11 stuterier i Sverige. For att f6lja upp tidigare rapporter
om resistens mot makrocykliska laktoner (ML) valde vi ut tre stuterier dér en grupp om 10 ol
forst behandlades med ivermektin (Ivomec®).



Material och metoder

Studie design

Etiskt tillstdind med diarienummer (C 203/10)beviljades for studien. Elva stuterier fran norr
till séder deltog i studien. Studien borjade med att trickprov samlades in mellan oktober-
december for analys av spolmaskigg, varefter de avmaskades med fenbendazol
(Axilur®)enligt dem doseringen som anges i FASS®vet (Figur 1). Tv4 till tre dagar efter
behandling med Axilur® stottes de doda vuxna spolmaskarna ut via tricken som skickades
omgaende till vart laboratorium for framrening av DNA till den populationsgentiska studien.
Ett uppfoljande trickprov togs 14 dagar efter behandling for att analysera effekten av Axilur”.
Vid tre stuterier dér effekten av ML studerades behandlades héstarna forst med ivermektin
(Ivomec™) och direfter med Axilur®. Ett isolat fran Tyskland med 10 vuxna maskar skickades
till vart laboratorium och ingick som ett referensprov i den populationsgenetiska studien.
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Figur 1. En schematisk bild 6ver studieupplagget till hoger och till vanster lokalisationen for stuterierna som
deltog i studien.

I den utdkade populationsgenetiska studien ingick dven vuxna maskar frdn USA, Norge,
Brasilien och Island. Ett av isolaten frdn USA kom frin en besittning som aldrig blivit
avmaskade med ML (ML-naiv).

AFLP

Sammanlagt 194 maskar ingick i den populationsgenetiska studien (Tabell 1). Vi anvinde oss
av DNA fingerprinting metoden Amplified Length Polymorphism (AFLP) enligt Applied
Biosystems Vixt Mapping Protocol. AFLP dr en PCR baserad metod som ger ett unikt
genetiska fingeravtryck for varje individ. Fordelen med AFLP ér att ingen kiinnedom om den
genetiska koden behovs for att kunna anvédnda tekniken. Det var en forutséttning for den hér
studien eftersom genomet hos spolmaskens till stora delar fortfarande ar oként. Forst
genereras ett individuellt genetiskt fingeravtryck genom att varje masks DNA klyvs med
restriktionsenzymerna Msel och EcoRI. Direfter fastes adaptrar pd Msel och EcoRI-
klyvningsprodukterna och en preselektiv PCR kors med primrar som binder in till
adaptorerna. Efter den preselektiva PCRen kors en selektiv PCR och slutligen analyseras
DNA fragmenten i en Genetic Analyzer

(ABI PRISM®3100).



Table 1. Kod for de olika Parascaris isolaten, geografisk lokalisation, insamlings sétt, antal maskar och héstras.

kod kontinent Geografisk insamlingsmetod Antal histras
lokalisation maskar
S1 Europa Sverige, Boden Utstott med fenbendazol, 10 halvblod
trickprov
S2 Europa Sverige, Borldnge  Utstott med fenbendazol, 10 travare
trickprov
S3 Europa Sverige, Heby Utstott med fenbendazol, 10 halvblod
trickprov
S4 Europa Sverige, Bro Utstott med fenbendazol, 10 halvblod
trickprov
S5 Europa Sverige, Ekerd Utstott med fenbendazol, 10 travare
trickprov
S6 Europa Sverige, Utstott med fenbendazol, 10 halvblod
Tystberga trickprov
S7 Europa Sverige, Utstott med fenbendazol, 10 halvblod
Vistervik trickprov
S8 Europa Sverige, Utstott med fenbendazol, 10 halvblod
Vistervik trickprov
S9 Europa Sverige, Utstott med fenbendazol, 10 travare
Landskrona trickprov
S10 Europa Sverige, Utstott med fenbendazol, 10 travare
Svenljunga trickprov
S11 Europa Sverige, Sjobo Utstott med fenbendazol, 10 halvblod
trickprov
G Europa Tyskland Insamlat pa slakteri 10 halvblod
I Europa Island, Insamlat pa slakteri 9 Islandshast
Hvolsvollur
12 Europa Island, Hella Insamlat pa slakteri 9 Islandshast
I3 Europa Island, Insamlat pa slakteri 9 Islandshast
Hvolsvollur
N1 Europa Norge, Vestfold Utstott med fenbendazol, 11 halvblod
trickprov
N2 Europa Norge Utstott med fenbendazol, 10 halvblod
trickprov
B S. Amerika Brasilien Insamlat pa slakteri 6 Ej ként
U1 N. Amerika  USA, Kentucky Insamlat under obduktion 10 blandras light breed
U2 N. Amerika ~ USA, Kentucky Insamlat under obduktion 10 fullblod
Dataanalys

Variationen och den genetiska strukturen hos de erhallna DNA fragmenten som genererades
med AFLP analyserades med olika populationsgenetiska parametrar genom att anvanda
diverse populationsgenetiska statistikprogram. De parametrar som analyserades var genetisk
mangfald (Hj, Ht, Hs), ett index for sillsynta genetiska markorer (rarity)
populationsstrukturen (Fst), mutationshastigheten (4Np) och flodet av gener mellan
populationer (Nm).

Effekt av fenbendazol (Axilur®) och ivermektin (Ivomec®)
Samtliga trickprov analyserades med en kvantitativ flotationsmetod enligt McMaster och med



en minsta detektionsnivd pd 50 epg (Anon, 1986). For att rikna ut effekten av
avmaskningsmedel anvindes “faecal egg count reduction-testet” (FECRT). Det dr en in vivo-
metod dér antalet 4gg per gram track skattas dels fore avmaskning, dels 14 dagar efter utford
avmaskning. Hos héstar tolkas en minskning av dggutskiljning pd >90 % (95 % hos Ovriga
djurslag) som fullgod effekt hos de avmaskningsmedel som anvinds. Metoden dr utvérderad
och standardiserad for kontroll av likemedelsresistens mot cyathostomer hos hést (Coles et
al., 1992).

Resultat

Populationsgenetik hos den svenska spolmaskstammen

Den genetiska méngfalden (Hj) var lag bland de 11 svenska isolaten. Varje isolat
representerades av 10 maskar per stuteri och hade ett virde som varierade mellan Hj 0,09-
0,16 (tabell 2). Vidare analys visade att antalet sdllsynta genetiska markorer (rarity)
matchades forvintningarna (tabell 2). Vért att notera var att tva svenska isolat hade ett storre
antal séllsynta markorer (2,8 och 2,1; tabell 2) och tre isolaten hade ett mindre antal (0,5-0,3;
tabell 2) sdllsynta markorer én forvintat. Sammantaget visar resultaten att det finns liten
genetisk variation hos svenska spolmaskar. Aven isolatet frin Tyskland, som anviindes som
referensprov, uppvisade 1ag genetisk méangtald och med ett farre antal sillsynta markorer dn
forvéntat (tabell 2).

Tabell 2. Visar virden for genetisk mangfald (Hj) och sdllsynta markérer (rarity) fran de 11 isolaten i Sverige
och 1 isolat fran Tyskland

Pop Lokalisation Antal Genetisk mangfald Rarity *
maskar (Hj)

1 Boden 10 0.11 0.5 small
2 Borldnge 10 0.15 2.1 large
3 Heby 10 0.09 0.7 ns

4 Bro 10 0.10 0.5 small
5 Eker6 10 0.12 0.7 ns

6 Tystberga 10 0.09 0.6 ns

7 Vistervik 10 0.10 0.3 small
8 Vistervik 10 0.14 1.0 ns

9 Landskrona 10 0.16 2.8 small
10 Svenljunga 10 0.11 0.8 large
11 Sjobo 10 0.10 0.8 ns
12 Tyskland 10 0.07 0.4 small

* ns, ej signifikant skild &n foérvantat, large, storre antal markorer én forvéntat, small, farre markorer dn
forvintat.

Aven den totala genetiska mangfalden (Ht), den genomsnittliga mangfalden (Hs) och
populationsstrukturen (Fst) var 1ag hos den svenska populationen av spolmaskar (tabell 3).
Den l4ga populationsstrukturen (Fst virdet) anger att det fanns nistan lika stor variation
mellan maskar pa en gérd som det mellan maskar insamlade fran héstar fran olika
stall/stuterier. Mutationshastighet (4Np) i spolmaskgenomet var ocksa lag, samtidigt som
genflodet (Nm) mellan olika isolat var hog (tabell 3). Detta indikerar att den laga genetiska
méngfalden kan vara en f6ljd av en 1ag mutationshastighet och/eller i kombination med ett
flyttande av maskar mellan olika gardar/besittningar vilket indikerar ett stort utbyte av
genetiskt material mellan maskar ur olika isolat.



Tabell 3. Medelvirden for genetisk mangfald, populationsstruktur, mutationshastighet samt genflode

Genetisk Population struktur mutations hastighet genflode
mangfald (Fst) (4Np) (Nm)
(Ht/Hs)*

Alla 0,11/0,11 0,03 0,09 7,8

" Den totala genetiska mingfalden (Ht) och den genomsnittliga totala genetiska mangfalden (Hs)

Den svaga genetiska strukturen mellan populationer askédliggors bést i ett fylogenetiskt
nétverk (figur 2). Detta nétverk illustrerar med 6nskvird tydlighet avsaknad av genetisk
struktur hos de maskar fran de 11 svenska isolaten och inkluderar &dven de tyska maskarna.
Fyra maskar skiljde sig frin resten av gruppen (Pop10, Pop2, Pop2, Pop8, Figur 2). Tre av
dessa maskar tillhorde de tva isolaten som visade ett storre antal sdllsynta markorer (tabell 2),
vilket skulle kunna forklara deras separation fran resten av gruppen.
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Figur 2. Ett fylogenetiskt ndrverk som visar det genetiska sambandet mellan spolmaskarna. Varje forgrening
representerar en enskild mask. Fyra maskar visade sig vara separerade fran resten av gruppen och ar markerade
med populations nummer (ex pop 10). Maskarna som kommer fran det tyska isolatet &r markerade med en cirkel.

Populationsgenetik hos den globala spolmaskstammen
Den genetiska mangfalden var 14g med ett Hj som varierade 0,04-0,12och med ett genomsnitt
pa 0,08 (tabell 3).

Antalet sdllsynta markorer (rarity) matchade forvantningarna(baserat pa antalet och
fordelningen av rorliga markdrer i en slumpvis population) (tabell 3). Dock fanns det ndgra
avvikelser och det var i fyra isolat (tva svenska, ett norskt och ett nordamerikanskt) som
uppvisade ett storre antal sillsynta markorer dn forvéntat (tabell 3). Dartill hade sex isolaten,
varav tvd isldndska, tre svenska och det tyska isolatet, farre antal séllsynta markdrer dn
forvantat (tabell 3).

Den total genetiska méngfalden (Ht) och den genomsnittliga méngfalden (Hs) var 14g i den
globala populationen (tabell 4). Den genetiska strukturen (Fst) var ocksa 1ag, men den var
samtidigt betydligt hogre i analysen med alla isolat jamfort med den analys som enbart var
baserad pa de Svenska isolaten (tabell 4). Virt att notera &r att Fst viardet bland de svenska
isolaten var néra noll vilket indikerar att det var ndstan lika stor genetisk variation bland
maskarna fran samma stille som frdn samtliga gdrdarna. Populationen mutationshastighet
(4Np) hos den globala populationen av spolmaskar var lag. Den genetiska driften mellan
isolat (Nm) var mattlig, men var sju ganger hogre hos de svenska isolaten jamfort med den
globala spolmaskpopulationen (tabell 4).



Tabell 3. Viirden for genetisk mangfald (Hj) och sdllsynta markérer (rarity)

kod Kontinent Genetisk mangfald Rarity *
(Hj)

S1 Europa 0.08 0.5 small

S2 Europa 0.11 2.0 large

S3 Europa 0.06 0.7 ns

S4 Europa 0.08 0.6 ns

S5 Europa 0.09 0.9 ns

S6 Europa 0.11 0.6 small

S7 Europa 0.06 0.3 small

S8 Europa 0.09 1.2 ns

S9 Europa 0.08 0.7 ns

S10 Europa 0.12 2.5 large

S11 Europa 0.07 0.8 ns

G Europa 0.05 0.3 small

11 Europa 0.09 0.3 small

12 Europa 0.08 0.4 small

I3 Europa 0.10 0.5 small

N1 Europa 0.09 1.2 ns

N2 Europa 0.04 1.4 large

B S. Amerika 0.07 0.6 ns

U1 N. Amerika 0.1 1.7 large

U2 N. Amerika 0.1 1.1 ns

medel 0.08

* ns, ej signifikant skild &n foérvantat, large, storre antal markorer dn forvéntat, small, farre markorer dn
forvintat.

Uppskattningar av likheten av varje nematod till 6vriga medlemmar av samma isolat
(reallocation) var l4g bade pa global- och pé nationell nivé (tabell 4). Anda avvisades testet
for neutral evolution (neutralitet) i ndstan hilften av fallen (tabell 4), vilket tyder pé att
parning inte &r helt slumpmassig.



Tabell 4. En jdmforelse av medelvirden for genetisk mangfald, populations struktur, mutationshastighet,
genflide, reallocation och neutralitet mellan olika spolmaskisolat.

Genetisk Populations Population Genetisk Re- Neutralitet  Geografiskt
mangfald struktur mutations drift allocation test
(Ht/Hs) (Fst) hastighet (Nm)
(4Nu)
Globalt 0,10/0,08 0,2 0,07 1,0 41% 66% p=0,014
Sve 0,09/0,08 0,03 0,07 7,1 34% 58% p=0,120

Det geografiska testet av genetisk likhet mellan de globala isolaten (tabell 4) visade inte ndgra
tydliga monster vilket tyder pa att olika kontinenter inte tycks utgora nagra starka barridrer for
den genetiska strukturen hos denna parasit. Den svaga genetiska strukturen visas 1 ett
fylogenetiskt natverk (figur 3). Detta nitverk illustrerar tydligt den svaga globala strukturen
mellan isolat samt den avsevérda inom och mellan populationen variationen mellan alla isolat.
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Figur 3. Ett fylogenetiskt ndrverk som visar det genetiska sambandet mellan spolmaskarna. Varje forgrening
representerar en enskild mask. Maskarna fran USA dr markerade en réd cirkel, maskarna frdn Island med en
gron cirkel, maskarna fran Tyskland med en ljusbla cirkel och maskarna frdn Brasilien med en gul cirkel,

Maskarna fran Sverige dr markerade med en svart liten cirkel.

Behandling av fenbendazol (Axilur™) och ivermektin (Ivomec™)
Behandling av spolmasksmitta med fenbendazol (Axilur™) visade sig ha full effekt (100 %)

mot spolmask vid samtliga de 11 svenska stuterier som deltog i studien (Tabell 5). Daremot
hade behandling med ivermektin (Ivomec®) inte fullgod effekt, utan den var endast 45-60 %
(Tabell 6). Att spolmasken har utvecklat resistens mot ivermektin stimmer vil 6verens med
tidigare studier.



Tabell 5. Effekt av fenbendazol (Axilur®)

Stuteri Lokalisation Grupp medel Grupp medel Max FECR™
EPG dag 0 EPG dag 14 EPG dag 0
1 Boden 3070 0 7450 100%
2 Borldnge 140 0 450 100%
3 Heby 1580 0 3250 100%
4 Bro 55 0 200 100%
5 Ekerd 950 0 2500 100%
6 Tystberga 100 0 550 100%
7 Vistervik 275 0 500 100%
8 Vistervik 950 0 1250 100%
9 Landskrona 250 0 550 100%
10 Svenljunga 1070 0 2200 100%
11 Sjobo 970 0 1150 100%

* EPG, eggs per gram feaces, ** FECR= (1-(EPGg;4/EPGy)) x 100

Tabell 6: Effekt av ivermektin (Ivomec®)

Stuteri Grupp medel EPG°  Grupp medel Max EPG  Max EPG FECR™

dag 0 EPG dag 14 dag 0 Dag 14
1 1070 370 3300 850 65%
2 250 150 300 200 40%
3 1100 500 2500 700 55%
*

EPG, eggs per gram feaces, ** FECR= (1-(EPGy;4/EPGy)) x 100

Diskussion

Det viktigaste resultatet fran den populationsgenetiska studien &r att endast obetydliga
genetiska skillnader forekommer mellan kontinenter och avsaknaden av samband mellan
genetisk struktur och geografiska avstdnd. Sammantaget pekar detta pa att kontinenter inte ar
starka barridrer for den genetiska strukturen hos den globala P. equorum populationen. Ett
annat betydelsefullt resultat fran den hir studien &r att fenbendazol (Axilur®) fortfarande har
en fullstindig effekt for behandling av spolmaskinfektion hos f6l och unghéstar i Sverige.

Virt att notera frdn den globala populationgentiska studien var att de isldndska isolaten inte
skiljde sig nimnvért fran dvriga isolat trots den langa restriktionen (mer &n 700 ar) av import
av histar till landet och ddrmed avsaknaden av genflode mellan maskar av olika ursprung.
Likasé var det ocksd forvanande att det spolmaskisolat som kom frdn en ML-naiv beséttning i
Kentucky var mer eller mindre identiskt med spolmaskisolat fran 6vriga delar av vérlden.
Trots det att maskarna i detta isolat kom frén en besittning av héstar som aldrig blivit
avmaskade med ML och det var vér forhoppning att detta skulle avspeglas i AFLP-monstret.
Detta tyder pa att den intensiva behandlingen av avmaskningsmedel sedan 60-talet inte har
paverkat AFLP-monstret hos P. equorum populationen, vilket &r i linje med en liknade AFLP-
analys av farets stora l0pmagmask, Haemonchus contortus. Inte heller hos denna mask kunde
ndgon fordndring i AFLP-monster efter avmaskning pavisas (Otsen et al., 2001).

Ur ett historiskt perspektiv kan man spekulera 1 att populationsstrukturen hos P. equorum var
genetiskt homogen redan for 1000 ar sedan pd grund av den utbredda transporten av héstar
inom Europa (vilket mojliggjorde en effektiv blandning av parasiten genpool) fore inférandet
av hastar till Island under 1000-talet och efter dterinforandet av hédstar till Amerika i slutet av
1400-talet. Dérefter har genflode dominerat i P. equorum populationen. Detta har resulterat i
att den svaga genetiska strukturen har bestétt och att ingen lokal anpassning mellan isolat har
skett under de senaste 1000 aren.



AFLP resultaten visade ocksé att den genetiska méngfalden var lag bade hos den globala
populationen och hos den svenska populationen. En 1dg genetisk mangfald hos olika P.
equorum isolaten visar pé en brist av genetisk variation bland maskarna sévil pa global som
nationell niva. Dessutom var vérdet for total genetisk méngfald 1ag i alla globala isolat och i
de svenska isolaten. Den totala genetiska mangfalden har ocksa rapporterats som 14g hos
grisens spolmask Ascaris suum liksom hos honans spolmask Ascaridia galli (Nejsum et al.,
2005; Hoglund et al., 2012). Sammanfattningsvis tyder detta pd att en 1ag genetisk méngfald
verkar vara ett allmént drag i ascaroida nematoder.

Forekomsten av P. equorum infektion hos f6l dr kdnd for att vara hog pd manga gérdar (t.ex.
Austin et al, 1990; Osterman och Christensson, 2009). Det dr dessutom vanligt att manga fol
flyttas mellan olika gérdar tillsammans med stoet under betes- och betdcknings-sédsongen.
Detta sker alltsd under en kritisk period under aret da folen &r infekterade varvid risken for att
de sprider spolmaskigg och utbyter gener mellan de olika spolmaskpopulationerna som finns
pa de olika gérdarna. Att smittade {0l flyttas mellan olika gérdar tycks foljaktligen spela en
roll for det hoga flodet av gener som sigs hos den svenska spolmaskstammen i denna studie.
Mobiliteten hos infekterade individer i kombination med det hoga flodet av gener hos
spolmask populationen indikerar att om resistens mot ett 1ikemedel uppstar pé en gérd kan
spridningen av resistensgener ske snabbt inom den globala spolmaskpopulationen. Det
ensidiga selektionstrycket som spolmaskar utsitts for i dagsliget med fenbendazol (Axilur®)
ar 1 sig illavarslande, dd man i andra sammanhang, fram for allt hos férets parasiter, har sett
att detta ofta har lett till en effektiv selektion av ldkemedelsresistens.

Sammanfattningsvis ér det viktigt att veta hur den genetiska strukturen ser ut i en population
eftersom man da kan analysera hur en population svarat pd ett selektionstryck, sdsom vid
frekvent och ensidig anvéindningen av ett anthelmintika. Resultaten fran denna studie visar att
den globala P. equorum populationen dr mer eller mindre genetiskt homogen. Detta &r
formodligen ett resultat av de omfattande forflyttningar dven av smittade histar som sannolikt
skett bade inom Europa och fore inforandet av héstar till Island och USA. Faran med en
homogen population &r att potentiella resistensgener kan spridas snabbt.
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