Karakterisering av Haemonchus hos svenska far
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Sammanfattning

Det 6vergripande syftet med projektet var att fa kunskap om klimatologiska anpassningar hos den
parasitiska rundmasken Haemonchus contortus. Projektet var uppdelat inom fyra delomraden. Vi
undersokte saval maskens artillhdrighet som den populationsgenetiska strukturen hos maskisolat
fran samtliga befolkade varldsdelar. Dessutom undersoktes klimateffekter pa parasitens
infektionsbiologi genom infektionsforsok bade i falt och pa stall. Maskar isolerade fran far och
get i Sverige artbestamdes till H. contortus. Det visade sig att populationsgenetisk struktur forelag
mellan ett tjugotal isolat varav flertalet fran far. Ingaende jamforande studier av fenotypiska
uttryck visade pa avsaknad av specifika evolutionara anpassningar till svenska
klimatférhallanden. Det sammanfattande intrycket &r att H. contortus uppvisar strukturerad
genetisk variation och ar en art med stor fenotypisk plasticitet. Detta bidrar till att masken kan
Overleva i de mest skiftande miljoer.

Bakgrund

Den stora I6pmagsmasken Haemonchus contortus (Nematoda: Trichostrongyloidea) &r en
hogpatogen parasitisk rundmask hos far och get som sprids via larver pa betet. Det ar framfor allt
de icke immuna ungdjuren som drabbas av klinisk sjukdom och som kan do av angreppen. De
vuxna maskarna lever i varddjurets l6pmage, dar de livnar sig pa att suga blod fran slemhinnan.
Infektionens svarighetsgrad ar kopplat till antalet parasiter hos varddjuret. | varsta fall dor djuren
till f6ljd av blodbrist, men langt vanligare &r de sub-kliniska forlusterna som avléper utan att
djuren visar tecken pa sjukdom. Tillvaxten hos djuren ar dock ofta kraftigt nedsatt. Kontroll av H.
contortus ar foljaktligen viktigt dels for att undvika att djuren utsétts for onddigt lidande, dels foér
att angreppen leder till produktionsforluster.

Haemonchus har en direkt livscykel med en fekal-oral smittvdg. Detta innebdr att larverna, som
klacks ur &gg pa betet, ats upp tillsammans med betesgraset. Parasitens utveckling fran agg till
infektiv larv star under inflytande av temperatur och luftfuktighet. Det har visat sig att varmt och
fuktigt klimat gynnar parasitens utveckling och éverlevnad. Problem till féljd av H. contortus ar
darfor mest uttalade i regioner med ett tropiskt och/eller subtropiskt klimat. Parasiten orsakar
dock sjukdom aven i tempererade klimatomraden. De skiftande klimatforhallanden som
Haemonchus kan utsattas for i olika landomradet véckte tva fragor: A) forekommer samma
maskart globalt hos far och get? och B) uppvisar Haemochus specifika anpassningar till skiftande
klimatbetingelser?

Den senare fragan ar av stor praktiskt betydelse for svensk farhallning. Det finns namligen tecken
som tyder pa att haemonchos ar ett vaxande problem under svenska drift- och klimatforhallanden.
Vid en inventering var cirka 37% av svenska ekologiskt producerade far var infekterade med
parasiten (Lindqvist et al., 2001). Det nordligaste fyndet gjordes i en beséttning vid polcirkeln.
Under projekttiden inkom édven flera rapporter bland annat fran en djuragare i Stockholmstrakten
som forlorade halften av sina far till foljd av haemonchos. Detta illustrerar att angreppen kan vara
mycket allvarliga aven under svenska forhallanden.

Andrade driftsformer inom ekologisk djurproduktion, som ju inte tillater forebyggande
avmaskningar kan vara en forklaring till att parasitens spridning gynnats under senare ar. Det
finns emellertid ocksa en svensk rapport om att den stora Iopmagsmasken hos far utvecklat



ldkemedelsresistens mot avmaskningsmedel inom (pro)-bensimidazolgruppen som dérmed &r
overksamma (Nilsson et al., 1993).

Kénnedom om olika faktorer som styr parasitens livscykel &r viktigt for att effektivt motverka
smittspridningen. Ratt tillimpad kan sadan kunskap anvandas till att férebygga sjukdomsutbrott.
Exempelvis vid planlaggning av beteshygieniska kontrollatgarder &r lokalt forankrad kunskap om
de frilevande larvernas ekologi en forutséttning for att kunna lyckas.

Resultat och diskussion

Arbetet baseras i forsta hand pa information fran detaljerade studier av tva parasitisolat. Det ena
isolerades fran en farbesattning i Sverige i slutet av 1990-talet, medan det andra importerades fran
kenyanska far vid ungefar samma tidpunkt. Dessa bada isolat, som fortfarande halls i kultur vid
SWEPAR, karakteriserades inledningsvis med olika molekylargenetiska metoder. Dessutom
genomfordes flera infektionsforsok saval i falt som pa stall, for att kartlagga klimatanpassningar
genom att studera olika fenotypiska karaktérer hos parasiten.

Genotypisk karaktérisering
Parasitens arttillhdrighet

For att klarlagga slaktskapet mellan Haemonchus fran Kenya och Sverige, studerades maskarnas
arttillhérighet med molekylarbiologiska tekniker. Med PCR-teknik forokades specifika delar av
maskars arvsmassa varefter sekvensordningen hos PCR produkterna avléstes. Den samlade
informationen anvandes sedan for att bedéma sléktskapet mellan maskar av olika ursprung. |
delstudien koncentrerades undersékningarna till den ribosomala DNA genen. Mellan de kodande
sekvenserna i denna gen finns sekvenser som ar variabla bade hos Haemonchus och hos andra
narbesléktade rundmaskar. Dessa sekvenser (ITS-1 och 1TS-2) &r de genetiska regioner som
tidigare anvénts vid molekyléra sléktskapsstudier och for identifiering av parasitdra rundmaskar
pa artniva. Tva metoder anvandes for att avlasa sekvenserna dels dideoxysekvensering, dels
pyrosekvensering. Den senare metoden anvandes for att rationellt kunna inkludera ett stort antal
maskindivider. Inom ramen for delstudien identifierades sammanlagt 110 maskar fran svenska
far, svensk get och kenyanska far. Resultaten visade att maskar fran Kenya och Sverige var
samma art eftersom endast obetydliga skillnader avlastes i ITS-1 och ITS-2 regionerna hos
maskar med olika ursprung (Tabell 1). Den variation som noterades hos de olika isolaten,
tolkades snarare som om de representerade olika populationer an att de var skilda arter (Troell et
al., 2003).

Tabell 1. Genotyper identifierade med Pyrosekvensering i ITS-1 hos Haemonchus contortus.

Genotyp Svenskt isolat far Kenyanskt isolat far ~ Svenskt isolat get
(position 134,402) (n=40; %) (n=40; %) (n=30; %)
Insertion, C/C 90,0 0,0 73,3

Insertion, C/A 0,0 2,5 6,7

Ingen Insertion, C/C 10,0 15,0 20,0

Ingen Insertion, C/A 0,0 82,5 0,0




Dessutom isolerades en stor I6pmagsmask fran notkreatur. Aven denna individ undersoktes
genom att sekvensera ITS-1 och ITS-2 med dideoxysekvensering. Vid en jamforelse med
tillgéngliga sekvenser i publika databaser, visade det sig att det var H. placei. Denna art ar
narbesléktad med H. contortus och forekommer i tropikerna, i forsta hand hos notkretaur.

Populationsgenetisk karakterisering

Tidigare studier har visat att H. contortus uppvisar obetydlig populationsstruktur beroende pa ett
stort genetiskt utbyte mellan olika sub-populationer (Blouin et al., 1995). Som férklaringsmodell
har angivits frekventa kontakter mellan beséttningar till féljd av djurforflyttningar som sker med
manniskans hjalp. Det har ocksa havdats att maskisolat som regelbundet passeras genom varddjur
under experimentella forhallanden kan forlora genetisk variation (Gasnier & Cabaret, 1998).
Detta skulle i sa fall kunna innebéra att representativiteten hos vara laboratorieisolat kan
ifrdgasattas. FOr att undersoka den genetiska variationen mer storskaligt genomfordes en
populationsgenetisk studie med maskisolat fran samtliga befolkade kontinenter. Totalt
inkluderades 150 maskindivider representerande 19 isolat, av vilka fyra kom fran far av svenskt
ursprung. De metoder som anvéndes var: A) dideoxysekvensering av en mitokondriell gen, nad4,
och B) "amplified fragment length polymorphism” AFLP. Genen nad4 har tidigare anvants i
liknande studier av den populationsgenetiska strukturen hos H. contortus, men dven hos andra
mer eller mindre nérbesléktade parasitiska nematoder, och inkluderades ddrmed som referens.
AFLP var daremot mer séllan anvand som en populationsgenetisk markér. Vi hade dock kunskap
om att metoden var en informationsrik markor hos lungmask (Hoglund et al. 2004), varfor vi
beslutade oss for att anvanda AFLP aven i detta sammanhang.

Den populationsgenetiska undersokningen visade till skillnad fran tidigare studier att H. contortus
uppvisade populationsgenetisk struktur, bade pa global niva och mellan isolat inom Sverige, och
alldeles oavsett om resultaten var baserade pa AFLP eller nad4 variation (Tabell 2). Studien
avslojade ocksa att den genetiska variationen som avlastes saval hos det kenyanska som hos det
svenska isolatet, inte skiljde sig i forhallande till dvriga faltisolat fran respektive kontinent. Isolat
fran olika kontinenter grupperade tillsammans med varandra i den fylogenetiska analysen (Figur
1). Den slutsats som kan dras ar att bade det svenska och kenyanska isolatet ar att betrakta som
representativa for sina respektive ursprung (Troell et al., 2006a).

Tabell 2. Genetisk struktur (Fst och Nst) fran isolat studerade med AFLP och sekvensinformation fran nad4

Isolat Antal isolat i AFLP nad4
gruppen Fst Nst
Alla isolat 19 0,18 0,57
Alla félt isolat 12 0,21 0,54
Alla labisolat 7 0,24 0,63
Svenska isolat 4 0,13 0,16




Figur 1.Orotat fylogenetiskt trad (minimum-evolution) baserat pa AFLP data fran 150 maskar
representerande 19 isolat.
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Fenotypisk karaktérisering

Klimatkammarstudier

Flera studier av parasitens externa livsstadier genomférdes under kontrollerade temperatur och
fuktbetingelser i klimatkammare for att karakterisera de bada isolatens anpassningar till olika
klimat. For &ndamalet jamfordes ater de tva laboratorieisolaten fran Kenya och Sverige.
Parasitaggens overlevnads- och utvecklingsformaga studerades vid olika temperaturregimer, (vid
5°C, 15°C och nar temperaturen fluktuerade dagligen mellan — 1°C och 15°C ). Aven de infektiva
tredjestadie larvernas (L3) temperaturtoleranser jamfordes. Overlevnadsférmégan hos L3 som

forvarades i vatten i cellodlingsflaskor vid ovan namnda temperaturférhallanden kontrollerades
regelbundet under narmare ett halvar.

Resultat fran dessa studier visar att 6verlevnadsférmagan hos H. contortus fran Sverige inte
skiljde sig namnvart fran maskarna fran Kenya (Figur 2). Var slutsats ar att Haemonchus maskar
fran Sverige inte bar pa nagon unik formaga att utvecklas och éverleva under nordiska
klimatférhallanden (Troell et al., 2005).

Figur 2. Effekt av temperatur pd utvecklings- och éverlevnadstiden hos Haemonchus contortus dgg och
infektiva larver.
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Infektionsforsok pa stall

Som tidigare ndmnts visade den molekylargenetiska undersékningen att svensk och kenyansk
I6pmagsmask var genetiskt atskilda populationer. Ett infektionsforsok genomfordes féljaktligen
for att studera om dessa genetiska skillnader avspeglades i form av olika fenotypisk anpassningar,
att betrakta som specifika anpassningar till svenska klimatférhallanden. Saledes undersoktes hos
experimentellt inokulerade lamm savél larvernas infektionsformaga som deras benagenhet att ga i
vila inuti varddjuret (hypobios). Vi jamforde aven de bada isolatens prepatensperioder (tiden fran



primarinfektion till pavisad dggutskiljning), och maskhonornas dggutskiljningsférmagor
(fekunditet) som &r intimt kopplad till de vuxna parasiternas kroppsstorlek och kénsférdelning.
Forsoket var uppdelat i tva forsoksled med 12 parasitfria lamm infekterades: A) med féarska
larver, och B) med larver som forvarats vid 5°C under nio manader. | bada forsoksleden
inokulerades olika lamm antingen med infektiva larver av kenyanskt eller svenskt ursprung.
Under forsoken som pagick under fem veckor foljdes dggutskiljningen med tata intervall. Vid
forsokets slut slaktades djuren och I6pmagsinnehallet silades varefter fenotypiska karaktarer
avlastes hos patraffade maskar.

Resultaten av infektionsférsoket visade att L3 var infektiva dven efter att ha varit utsatta for
koldstress. Prepatensperioden och andelen larver som etablerades paverkades dock negativt av
denna hantering (Tabell 3). Det var dock endast sma skillnader mellan resultaten fran de bada
isolaten i respektive forsoksled. Sammanfattningsvis visade infektionsforsoket att svensk och
tropisk lopmagsmask betedde sig relativt likartat efter infektion av far som inokulerades med
larver av olika ursprung, men forvarade under i identiska forhallanden. Detta visar att svenska
maskar inte ar specifikt genetisk anpassade till tempererat klimat. Vara resultat tyder snarare pa
stor fenotypisk plasticitet, det vill sdga att Haemonchus contortus &r anpassningsbar och uppvisar
stora toleranser till de mest skiftande klimatférhallanden (Troell et al., 2006b).

Overvintringsforsok

Sammanlagt fyra betesforsok genomfordes for att kartlagga 6vervintringsformagan hos H.
contortus i Sverige. Detta gjordes for att ta reda pa om den allmént utbredda uppfattning som
finns om att de infektiva larverna inte kan Gvervintra pa betet under svenska klimatférhallanden
stammer (Waller et al., 2006). Detta ar en nyckelfraga av stor praktiskt betydelse vid anvisande
av beteshygieniska atgarder. Att ha kannedom om de frilevande larvstadierna
overlevnadsformaga pa betet under vinterperioden &r en forutsattning for att forsta om det sker en
spridning av den betesburna parasitsmittan ar fran ar. Tva av faltstudierna var tvaariga dar far
inokulerades med infektiva larver, medan de resterande betesforsoken genomférdes pa naturligt
nedsmittade betesmarker (Troell et al., 2005).

Tabell 3. Jamforelse av fenotypiska uttryck hos ett svenskt respektive kenyanskt isolat av Haemonchus
contortus i samband med tva experimentiella infektionsforsok

Isolate  Experiment Establishment rate Male:Female Inhibition Prepatent Worm
ratio period lengths
(%) (%) (days) (cm)
All 1 71 Pe000%2 1.33™ 60 "° 20 P00t 223"
All 2 46 1.05 52 18 2.23
Sweden 1 74N 1.07 ™ 56 NS 20N 2.18 M
Kenya 1 67 1.64 65 20 2.27
Sweden 2 48" 1.01M 70 P=00104 19P=00%5 221 NS
Kenya 2 43 1.09 36 18 2.24
Sweden 1+2 61" 1.04 N8 63 " 19N 220N
Kenya 1+2 55 1.34 50 19 2.26



Sweden 1 74NS 1.07 NS 56 NS 20 P=001 218N

Sweden 2 48 1.01 70 19 2.21
Kenya 1 67 P00 1.64 NS 65 P00 20P009 927 NS
Kenya 2 43 1.09 36 17 2.24

| studierna med experimentellt infekterade djur underscktes: A) skillnader i 6vervintringsférmaga
mellan svenska och kenyanska maskar och B) skillnader i dverlevnadsformagan hos maskar pa
betesmarker i centrala samt sodra Sverige. Det forsta aret slapptes experimentellt infekterade
lamm i ett antal betesfallor for att kontaminera betesmarkerna med maskégg. Néastféljande ar
faststalldes larvernas Gvervintring genom att slappa ut s.k. sparlamm med uppgift att exponeras
for och plocka upp eventuellt dvervintrande smitta fran foregaende ar. H. contortus aterfanns
etablerad hos spardjur fran samtliga beten. I motsats till detta aterfanns smitta endast i ett fall hos
ett sparlamm fran ett naturligt infekterat bete. Denna smitta var dessutom laggradig.

Sammanfattningsvis visar dessa studier dels att H. contortus kan 6vervintra som larv pa betet
under svenska forhallanden, dels att det inte forelag nagon egentlig skillnad vad géller de olika
isolatens 6verlevnadsférmaga. Det bor dock betonas &n en gang att den évervintrande smittan var
laggradig. Det ar dessutom &nnu inte faststallt vilken praktisk epidemiologisk betydelse en
Overvintrad smitta har for H. contortus fortlevnad.

Slutsatser

e Det studerade maskisolaten fran Sverige och Kenya representerades av en och samma art,
H. contortus, med olika individer som kan indelas i genetiskt atskiljda populationer

e Haemonchus fran svensk get var av samma art som hos fran far
e Haemonchus placei dokumenterades for forsta gangen hos svenska notkreatur
e H. contortus uppvisade populationsstruktur, bade globalt och inom Sverige

o Inga storre skillnader i fenotypiska karaktdrer mellan de svenska och kenyanska H.
contortus isolaten noterades, dvs. tecken pa specifika evolutionara anpassningar till det
svenska tempererade klimatet hittades alltsa inte

e Prepatensperioden paverkades negativt nar larverna utsattes for langvarig koldstress
innan inokulering, men detta gallde bada isolaten

e Det visade sig att H. contortus kan Gvervintra i Sverige som larv pa betet, om an endast i
ytterst begransad omfattning varfor den praktiska betydelsen av detta kan ifragasattas
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