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Sammanfattning

BioWorma® ér ett kommersiellt tillgidngligt fodertillskott som innehaller sporer frdn rovsvampen
Duddingtonia flagrans. Det beskrivs som en biologisk form av parasitkontroll och skulle kunna
anvindas som ett komplement till avmaskning, ett behov som finns da resistensutveckling hos
histens smé blodmaskar &r ett 6kande problem. D. flagrans har visat lovande resultat i ett flertal
studier pa olika djurslag och kan minska antalet infektiosa larver fran parasitira nematoder (sdsom
histens blodmaskar) pa betet genom att bilda ett adhesivt nét i tricken som fangar nematodlarverna.
Syftet med studien &r att undersoka BioWorma®s effektivitet att forhindra strongylida larvers
migration till betet och bedoma dess anvindbarhet som parasitkontroll i nordiska forhallanden.

Studien utférdes i tvd omgangar, en pad sommaren och en pd hdsten, med odling av trick pa
laboratorium samt experimentell infektion av en parasitfri grasyta. Forsokshistarna delades in i en
kontrollgrupp och en grupp som fick BioWorma® i en dos pa 3 x 10* sporer/kg/dag i 6 dagar pa
sommaren och dubbel dos pa hosten. Under laboratorieforhédllande utfordes en odling av tracken
innan och efter giva av BioWorma® och andelen migrerande larver per dgg berdknades. Den
experimentella infektionen av grasytan utférdes genom att placera ut tre trackhogar a 1,2 kg fran
varje hist i kontroll- och BioWorma®-grupp. Grésprover samlades sedan runt hdgarna en gang i
manaden och antalet infektiosa larver (L3) berdknades (L3/kgTS grés). Viderdata for studieperioden
erholls fran SMHI och sammanstilldes. Effekten av BioWorma® beddmdes genom att jamfora antal
migrerande larver hos kontroll och BioWorma®-grupp. Pa hosten utfordes dven en odling pa
agarplatta for D. flagrans frén trick och BioWorma®.

I denna studie kunde ingen effekt av BioWorma® visas vid rekommenderad angiven dos i
studien gjord pa sommaren. Vid dubbel dos sdgs en signifikant effekt vid odling pa laboratorium
med en 63,7 % reducering av migrerade larver. Dock sdgs ingen effekt pa filt, vilket kan bero pa att
nordiska viderfoérhallanden pa hdsten &r for kalla for tillrdcklig tillvaxt av svampen. Virt att notera
ar att D. flagrans ej kunde pavisas i tricken vid odling pa agarplatta med ljusmikroskopisk
undersokning.

Nyckelord: hist, blodmask, BioWorma®, Duddingtonia flagrans, parasitkontroll



Abstract

BioWorma® is a commercially available feed supplement that contains spores from the nematode-
trapping microfungus Duddingtonia flagrans. It is described as a biological form of parasite control
and could be used as a complement to deworming, an existing need as the development of resistance
among the small strongyles of the horse is an increasing problem. D. flagrans has shown promising
results in several studies in different animal species, and can reduce the number of infectious larvae
from parasitic nematodes (such as the strongyles of the horse) on pasture by producing an adhesive
net in the faeces that trap nematodes. The purpose of the study is to investigate BioWorma®'s
effectiveness in preventing the migration of equine strongylid nematode larvae to the pasture and to
assess its usefulness as a parasite control in Nordic conditions.

The study was carried out in two rounds, one during summer and one in autumn. The horses
included in the study were divided into a control group and a group that received BioWorma® in a
dose of 3 x 10* spores/kg/day for 6 consecutive days in the summer study and a double dose in
autumn. Before and after ingestion of BioWorma®, a culture of the faeces from each horse was
performed in laboratory conditions, and the proportion of migrating larvae per egg was calculated.
Secondly, an experimental infection of a parasite-free pasture was performed by placing three faecal
pats of 1.2 kg from each horse on the pasture. Grass samples were then collected around the faecal
pats once a month and the number of infectious larvae (L3) was calculated (L3/kgDM grass).
Weather data for the study period were obtained from SMHI and compiled. The effect of
BioWorma® was assessed by comparing the number of migrating larvae in the control and
BioWorma® group. In autumn, a cultivation was also carried out on an agar dish for D. flagrans
from feces and the feed supplement BioWorma®.

In this study, no effect of BioWorma® could be shown at the recommended dosage. At double
dosage, a significant effect was seen in faecal cultures with a 63.7 % reduction of migrated larvae.
However, no effect was seen in the field trial at double dosage, which may be due to the fact that
Nordic weather conditions in autumn are too cold for sufficient growth of the fungus. It is worth
noting that light microscopic examination of cultures from faeces on agar plates could not detect D.

flagrans.

Keywords: horse, strongyles, BioWorma®, Duddingtonia flagrans, parasite control
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1. Inledning

Strongylida nematoder, sé kallade blodmaskar, tillhor hdstens vanligaste parasiter.
De kan 6versiktligt delas in 1 smé och stora blodmaskar (Taylor et al. 2007). De
smd blodmaskarna dr vanligt forekommande hos storre delen av Sveriges
histpopulation. De har lag patogenicitet men kan i enstaka fall orsaka allvarlig
sjukdom (Love ef al. 1999). Den stora blodmasken Strongylus vulgaris har en légre
prevalens men en hogre patogenicitet (Taylor ef al. 2007) och kan genom skador 1
kirl orsaka infarkter i tarmavsnitt med koliksymtom och peritonit som f6ljd
(Nielsen et al. 2016; Pihl et al. 2018).

En kraftig anvdndning av avmaskningsmedel for att minska prevalensen av S.
vulgaris fran 60-talet och framét ledde till en resistensutveckling hos de sma
blodmaskarna (Kaplan 2002). For att minska resistensutvecklingen har en mer
restriktiv riktad avmaskningsstrategi inforts dér héstar avmaskas forst efter att en
mattlig dggurskiljning setts vid trickprov, eller dar S. vulgaris pévisats (SVA
2020a). Dock har en 6kning av prevalensen av S. vulgaris observerats sen den mer
riktade strategin infordes, frimst pé gardar som ej odlar for S. vulgaris (Tydén et
al. 2019). Alternativa metoder som beteshygien och betesplanering framhévs som
en viktig del 1 kampen mot héstens parasiter (SVA 2020b). Da ménga stall endast
har héstar som betesdjur samt har en hog héstdensitet kan inte alla rad och strategier
implementeras. Det finns dé ett behov {or ytterligare metoder.

Duddingtonia flagrans dr en naturligt forekommande rovsvamp som fagocyterar
pa nematoder. Dess sporer passerar histens magtarmkanal intakta och nir tricken
kommer ut pa betet och svampen borjar vixa kan den bilda ett klistrigt nét. Nétet
fangar larver och hindrar de infektidsa larverna att migrera ut pd betet. D. flagrans
kan pa sé sitt reducera parasitsmitta pa betet och minska infektion/re-infektion av
héastar (Larsen 2000).

BioWorma®® ir ett kommersiellt tillgdngligt fodertillskott som innehaller
sporer fran D. flagrans. Det beskrivs som en biologisk form av parasitkontroll och
skulle kunna anvédndas som ett komplement till avmaskning (IAHP 2020b). Syftet
med studien &r att undersdka BioWorma®s effektivitet att forhindra strongylida
nematoders migration till betet och bedoma dess anvéndbarhet som parasitkontroll
1 nordiska forhéllanden.
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2. Litteraturoversikt

2.1. Blodmaskar hos hast

Blodmaskar hos hést dr nematoder (rundmaskar) som tillhor familjen Strongylidae.
De delas vanligen in i1 stora (subfamilj Strongylinae) och smé& blodmaskar
(subfamilj Cyathostominae) (Taylor ef al. 2007).

Sma blodmaskar tillhor histens vanligaste parasiter med en prevalens pa néra
100 % (Bellaw & Nielsen, 2020). De omfattar ett fyrtiotal arter dir 15 ar vanligt
forekommande. De stora blodmaskarna bestar dven de av flera arter dir Strongylus
vulgaris beskrivs som den mest patogena (Taylor ef al. 2007) och ofta dr den som
syftas pd ndr stor blodmask ndmns. P& grund av utbredd avmaskning frdn 70-talet
och framat hade S. vulgaris lag prevalens 1 Sverige, men sedan utbredda
resistensproblem hos smd blodmaskar ledde till en mer restriktiv
avmaskningsstrategi, samt krav pa recept for avmaskningsmedel inférdes 2007 har
prevalensen av S. vulgaris 6kat 1 Sverige (Tydén et al. 2019). Tydén et al. (2019)
fann en prevalens pa 61 % pa girdsniva och 28 % pa individuell niva, dir gardar
som endast utforde trackprovsanalys for ndrvaro av dgg (FEC) hade hogre
prevalens. Hedberg-Alm et al. (2020) visade dven en hog exponering for S. vulgaris
med en seroprevalens pd 62.2 % hos svenska héstar 1 en fall-kontrollstudie utford
2017. I Danmark dér liknande avmaskningsstrategi inforts har man sett en dkad
prevalens pa gardar som avmaskar selektivt jamfort med de gdrdar som avmaskade
alla héstar regelbundet (Nielsen ef al. 2012).

2.1.1. Livscykel

Stora och smé blodmaskar har en mycket liknande livscykel dir skillnaden ligger i
maskarnas migration i héstens kropp. Bada innefattar en direkt livscykel med
exkretion av parasitdgg i1 tricken som sedan kldcks ndr miljovariabler sdsom
temperatur, fukt och syresittning dr passande. P& betet utvecklas larverna i tre
stadier; L1, L2 och slutligen det infektiosa stadiet L3. L1 och L2 foder sig pa
organiskt material i omgivningen medan L3 utvecklas innanfor holjet pd L2 vilket
ger en 0kad motstandskraft mot miljofaktorer, men ocksa innebir att den ej kan inta
foda (Nielsen & Reinemeyer 2018).
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L3-larver migrerar sedan ut i griaset som omger trickhdgarna och infekterar
histen nédr den betar. I histen ldmnar den sitt holje och penetrerar grovtarmens
slemhinna. De sma blodmaskana bildar en cysta och stannar i tarmens mukosa
medan den stora blodmasken S. vulgaris startar en migration 1 hastens kropp. S.
vulgaris utvecklas efter penetrationen av grovtarmens mukosa till L4 och migrerar
sedan via artdrioler upp till kraniala tarmkrosets artdr. Vandringen tar ca 2 veckor.
En del larver kan fortsdtta sin migration dnda upp till aortas rot vid vénstra
kammaren och man har funnit migrerande L4 i flera av aortas avgdende kérl
(Nielsen & Reinemeyer 2018). Vid predilektionsstillet 1 kraniala tarmkrdsroten
sker en vidare utveckling under ca 4 ménader till L5. Detta stadium atervander
sedan till grovtarmen via artirerna. I grovtarmen bildas &drtstora noduli i
submukosan dér larverna undergér sin sista utvecklingsfas och sedan frigérs som
adulta parasiter. De adulta maskarna parar sig och honorna klicker 4gg som via
tricken kommer ut pa betet (Nielsen & Reinemeyer 2018). Vandringen i kérlen ger
en lang prepatensperiod péd 5,5-7 méinader (Taylor ef al. 2007).

\Ls/

L4 /‘\/
Utveckling i hasten Adult konsmogen
mask

Utsondring av
agg via track

Intag av
infektiosa larver

P =

Morula
Utveckli A betet .
Infektist stadie veckling pa bete Q 499
=\ Q
L2 Embryonerat
L1 agg

Figur 1. Livscykel strongylida nematoder. Agg utséndras i héistens trick och utvecklas sedan till det
infektiésa stadiet L3 pd betet. L3 larver infekterar hdstar vid intag av grds. I hésten sker en vidare
utveckling till adult stadie. Beroende pd art kan L4- och L5-larver migrera i héstens kropp. Adulta
kénsmogna larver parar sig i grovtarmens lumen och honorna exkreterar dgg.

Alla arter av sma blodmaskar har néstintill identisk livscykel dér det finns smé
skillnader 1 vart 1 tarmen och hur djupt i mukosan de bildar sin cysta. I cystan
utvecklas de fran L3 till L4. En del maskar kan ga i dvala och stanna som
encysterade L3 i 1-2 ar. Nér larven natt sitt fjirde utvecklingsstadium brister cystan
och den vidare utvecklingen till L5 sker i tarmens lumen. I tarmens lumen utvecklas
sedan LS5 till en adult kénsmogen mask. Adulta maskar aterfinns vanligen i cecum,
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eller ventrala och dorsala colon. I sitt encysterade stadie dr maskarna mycket
motstandskraftiga mot avmaskningsmedel och inget avmaskningsschema eller dos
har natt 100 % effekt (Nielsen & Reinemeyer 2018). Prepatentsperioden for sma
blodmaskar &r 2-3 ménader (Taylor et al. 2007). Skillnaden 1 prepatensperiod gor
att dggutsondringen skiljer sig mellan arterna. Mirck (1981) fann att de sma
blodmaskarna utsondrar mest 4gg pa sensommar/hdst medan de stora blodmaskarna
har hogst dggutsondring pa varen.

2.1.2. Sjukdomsbeskrivning

Sma blodmaskar &dr héstens vanligaste parasiter och méanga hédstar dr helt
symptomfria trots en hog parasitborda. Parasiterna kan dock orsaka en
inflammatorisk reaktion i colon och cecum dér de kliniska symptom som ses framst
ar avmagring, men dven diarré, subkutana 6dem och kolik. Larverna anses mest
patogena ndr cystorna brister och frigér L5 till tarmens lumen, men ocksé vid sin
penetration av tarmens mukosa (Love et al. 1999). I sillsynta allvarliga fall kan
histar drabbas av larval cyathostominos, en sjukdom som orsakas av att en miangd
cystor brister samtidigt och skadar tarmens slemhinna. Héstarna fir en plotslig
diarré¢ foljd av avmagring och i vissa fall dod. De frimsta biokemiska och
hematologiska fynden &r hypoalbuminemi och neutrofili. Det dr framst yngre héstar
(<5 ar) som drabbas. I Europa har man sett en sdsongsbundenhet till senvinter/vér,
men sjukdomen kan dven drabba &dldre hastar under hela aret (Giles ef al. 1985).
Det finns indikationer péd att larval cyathostominos oftare drabbar nyligen
avmaskade héstar, med fOrsta kliniska symptom inom tva veckor efter avmaskning
(Reid et al. 1995).

Den stora blodmasken Strongylus vulgaris anségs tidigare vara den frdmsta
orsaken till kolik, men 4r idag mer sammankopplad med kolik orsakad av icke-
strangulerande infarkter i tarmen och peritonit (Nielsen ez al. 2016; Pihl ez al. 2018).
Vandringen i kérlen orsakar inflammation och skador pé endotelet vilket leder till
okad trombbildning (Duncan & Pirie 1975). Tromberna kan orsaka ischemi och
icke-strangulerande infarkter 1 tarmavsnitt med kolik som frdmsta symptom
(Nielsen et al. 2016). Infarkterna orsakar i ménga fall en septisk peritonit och har
hog mortalitet (Pihl ef al. 2018). Hedberg-Alm ef al. (2020) fann i en fall-kontroll
studie en signifikant hogre seroprevalens for S. vulgaris hos histar med peritonit
jamfort med andra orsaker till kolik samt hos kontrollhdstar. Tva av histarna hade
vid obduktion infarkter i tarmavsnitt orsakade av S. vulgaris. Resterande 8 héstar
blev bra pé behandling och fick diagnosen idiopatisk peritonit. Att stilla diagnosen
ar svart utan obduktion och da S. vulgaris sjukdomsframkallande vandring i kérlen
sker under larvstadierna finns inga 4gg att pavisa i1 trdcken. Hastarna var dven
negativa vid PCR undersdkning av tricken och hade alltsd bara ett positivt ELISA-
test for S. vulgaris (Hedberg-Alm et al. 2020). Det finns beskrivet att en
fortjockning av kraniala tarmkrdsroten kan kénnas rektalt hos drabbade djur, men

15



veterindrer i en retrospektiv fallstudie av Pihl et al. (2018) hade ej identifierat detta
fenomen. Pihl ef al. (2018) menar dirfor att det finns beldgg for underskning med
transrektalt ultraljud pd héstar med peritonit d& fordndringarna kan vara for sma for
att kinnas rektalt. En tidig diagnos hos héstar med peritonit orsakad av en icke-
strangulerande infarkt kan vara avgorande dd de svarar déligt pa endast medicinsk
behandling (Pihl et al. 2018).

2.1.3. Overlevnad pa betet

Klimatet péaverkar bade utvecklingshastigheten, Overlevnad och larvernas
infektionsmojlighet. 1 sitt infektiosa L3 stadie &r larverna som mest
motstandskraftiga och klarar bdde varma och kalla klimat (Nielsen ef al. 2007). 1
laboratoriestudier har man visat att strongylida larver klécks och utvecklas till sitt
infektidsa stadie 1 temperaturer mellan 10 och 35°C (Mfitilodze & Hutchinson
1987). Utvecklingshastigheten frin dgg till L3 paverkas frimst av temperaturen dir
den vid ldgre temperaturer tar 15-24 dagar och vid 35°C endast tar tre dagar, men
dven fukt paverkar (Mfitilodze & Hutchinson 1987). Mfitilodze & Hutchinson
(1987) fann att utvecklingen stannar av vid ligre fuktighet &n 15-20 %. De sag dven
kortare Overlevnad hos L3 1 fuktig miljo jimfort med L3 i torka vid hogre
temperaturer, troligen for att de anvénder upp sin energireserv snabbare.

Vid kall viderlek sker ingen klackning, utan d4ggen vintar till mer gynnsamma
forhallanden. Aggen kan embryonera vid temperaturer ner till 4°C men klicks ej
(Rupasinghe & Ogbourne 1978). Aggens motstdndskraft skiljer sig beroende p4 om
de embryonerat eller ej, ddr oembryonerade dgg tél kyla béttre (Nielsen et al. 2007).
Kuzmina et al. (2006) fann dock att alla dgg, L1 och L2 dog ut under vintern, ndgot
som de tror berodde pé ett sporadiskt sndticke och alternerande frysning och tining
av trickhdgarna. Méngden sn6 kan péverka da ett bestdende snotidcke gynnar larven
genom en jdmnare temperatur (Nielsen ef al. 2007). Kuzmina ef al. (2006) fann att
det frimst &r larver som befinner sig i tracken som klarar att dvervintra, med hogst
Overlevnad 1 trickhdgar utplacerade pa hosten.

Larvernas migration till betet &r som storst vid varm och fuktig vidderlek, men
detta forkortar larvens levnadstid i grdset (Hutchinson et al. 1989). Fukt och
framforallt regn 6kar migrationen frén tréck till grés, vid torka sker mycket liten
migration (Couto ef al. 2011). Studier har visat en 6kad motstdndskraft mot torka
sa ldnge larverna &r kvar i trickbollen, men minskad migration gor att méngden i
gréset sinks kraftigt och ddrmed &dven risken for infektion (Nielsen ef al. 2007).

Under varen dor overvintrade larver gradvis ut, och 1 juni d4r mingden L3 pa
betet 14g (Mirck 1981). Lindberg (1976) visade att 6vervintrade larver helt dott ut 1
september i svenska forhédllanden. Kuzmina et al. (2006) fann att mycket fa
infektiosa larver kunde 6verleva mer én 12 manader pa betet.
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2.1.4. Resistenslage

Avmaskningsmedel mot strongylida nematoder kan delas in i tre grupper;
bensimidazoler  (fenbendazol),  tetrahydropyromidiner  (pyrantel)  och
makrocykliska laktoner (ivermektin, moxidektin). Hos sma blodmaskar har man
sett en resistens mot bensimidazoler som &r spridd Over stora delar av vérlden
(Kaplan 2002). Resistens mot pyrantel har dven den bdrjat breda ut sig och tecken
pa resistens mot makrocykliska laktoner har setts i olika ldnder (Peregrine et al.
2014). Nielsen et al. (2020). fann exempelvis resistens for ivermektin hos unghéstar
1 USA som importerats fran Irland. I Sverige har man funnit att resistens
forekommer mot pyrantel, men effekten anses fortfarande acceptabel. Studien
kunde inte heller se ndgon betydande reversering av resistensen mot
bensimidazoler, trots att produkten anvints mycket lite sedan slutet av 90-talet.
Ingen resistens mot ivermektin kunde hittas (Lind et al. 2007). Hos S. vulgaris finns
ingen resistens beskriven.

For att undersoka resistensldge anvinds vanligtvis ett “Fecal egg count reduction
test” (FECRT) déir man berdknar en procentuell minskning av antal dgg 1 tricken
efter avmaskning (Coles ef al. 2006). Kaplan & Vidyashankar (2012) belyser dock
brister 1 anvdndandet av metoden, frimst for att uppticka tidiga tecken pé
resistensutveckling. Sangster (1999) menar att en forkortad “egg reappearance
period” (ERP) kan vara de forsta tecknen pa resistens hos makrocykliska laktoner.
Studier 1 USA, Brasilien och Tyskland har visat att ERP hos cyathostomer sidnkts
frin 8 veckor till 4 veckor efter behandling med ivermektin (Kaplan &
Vidyashankar 2012).

Da resistens sprids inom en population genom selektion av parasiter dédr en
resistent genmutation uppkommit, anses parasiters refugia vara en viktig aspekt 1
resistensutveckling. Refugian 4r de parasiter som ej exponeras for
avmaskningsmedel. Hos gastrointestinala nematoder &r detta frimst de frilevande
stadierna, men hos exempelvis cyathostomer dven de encysterade larverna i
tarmens mukosa. Genom att behdlla en population som &r mottaglig for
avmaskningsmedlet minskar selektionstrycket for resistens i populationen (Van
Wyk 2001). Nielsen et al. (2019) har i1 en datasimulering jamfort olika
behandlingsstrategier mot cyathostomer med ivermektin i olika klimat med hénsyn
till dess refugia. De fann att tidpunkt for avmaskning samt en riktad selektiv
avmaskning verkar vara det som sénker hastigheten for resistensutveckling mest 1
kalla klimat (Nielsen et al. 2019).

2.1.5. Parasitkontroll

Statens veterindrmedicinska anstalt (SVA) har framstillt avmaskningsrutiner {or
blodmask, med maélet att halla smittan av sméd blodmaskar pd en lag nivd och
eliminera den stora blodmasken S. vulgaris utan att gynna resistensutveckling. De
rekommenderar trickprovsanalys 1 april-maj varje ar. D& dggen inte gér att skilja
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morfologiskt, rekommenderas specifik PCR eller att odla for att pavisa S. vulgaris.
Det dr sidrskilt viktigt pa héstar vars trackprov visar 14g dggutskiljning (eggs per
gram, EPG) eftersom dessa héstar inte behandlas om de ar negativa for S. vulgaris.
Avmaskning ska utforas pd histar med mattlig-riklig dggurskiljning, vanligtvis
anvinds ett gransvirde pa 200 EPG, och/eller vid forekomst av S. vulgaris (SVA
2020a). Dé resistens finns beskrivet for makrocykliska laktoner och pyrantel, vilka
ar de substansgrupper som anvénds idag, rekommenderas ett uppfdljande trackprov
14 dagar efter behandling. Om det finns dgg 1 tricken dd kan det vara tecken pé
resistensutveckling (SVA 2020a).

Den riktade avmaskningen bor kombineras med betesplanering och beteshygien.
SVA rekommenderar bland annat vixel- eller sambetning med andra djurslag, att

vila betet ett ar eller forsta halvan av betessdsongen, pldja och betesputsa (SVA
2020b).

2.2. Duddingtonia flagrans

Duddingtonia flagrans ar en naturligt forekommande rovsvamp, sa kallad
nematofag, som via bildandet av ett adhesivt nit fysiskt kan finga nematoder. Arten
finns 1 stora delar av virlden och har isolerats fran betesmark (Ahren et al. 2004)
samt fran track av hist, far och not (Larsen 2000).

Idén att anvédnda sig av rovsvampar som biologisk kontroll av gastrointestinala
nematoder borjade redan pa 1930-talet. Sedan dess har ett flertal studier utférda pa
not, fir, hdst och gris visat lovande resultat (Larsen 2000). Under 90-talet fick man
upp 0gonen for D. flagrans da den f6rutom sitt ndt dven producerar tjockviggiga
vilande sporer, klamydosporer, som har visats ha fOrméga att passera
magtramkanalen intakta pa hast, far, not, gris (Larsen 2000) och get (Campos et al.
2009). Nér tracken kommer ut pa betet gror sporerna och nidr svampen sedan vaxer
kan den bilda ett tredimensionellt adhesivt nét pa sina hyfer (Braga & de Araugjo
2014). Genom att finga parasitlarver minskar mdngden som migrerar ut pa betet
vilket leder till en reducerad infektion/re-infektion av betesdjuren (Larsen et al.
1996). Det finns inga tecken pa negativ paverkan pé jordnematoder, utan svampen
anses framst hilla sig till traickhogar (Yeates et al. 2002).

2.2.1. Effekt pa infektidsa larver hos hast

For att testa D. flagrans effekt har man gjort studier pa sporer bade innan och efter
passage genom histens magtarmkanal. Parasiterna som studerats &r olika
strongylida arter, frimst de smé blodmaskarna. Studier har utforts bdde 1 labbmil;jo,
experimentella studier samt pa félt (Larsen 2000).

Larsen et al. (1995) visade att svampens klamydosporer kan passera histens
magtarmkanal intakta samt dérefter véxa i tricken och minska utveckling till
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infektidsa larver 1 labbmiljo med 90-99 %. I en senare féltstudie av Larsen et al.
(1996) fick hastar infekterade med strongylida parasiter behandling med sporer av
D. flagrans och en obehandlad kontrollgrupp infektera parasitfria beten. Ingen
skillnad 1 dggutsondring kunde ses mellan grupperna, men antal infektidsa larver
var kraftigt sénkt bdde vid odling i labb och vid analys av grasprover fran beten. De
visade dven en minskad infektion hos fol som gick pa betet dér héstar behandlade
med D. flagrans infekterat marken, jamfort med en kontrollgrupp. Folen hade
minskad utsondring av dgg och vid obduktion sags firre larver i mukosan samt farre
skador fran parasiternas migration. Man kunde dock ej se nidgon skillnad i antal
adulta sma blodmaskar i tarmens lumen (Larsen et al. 1996).

D. flagrans kan minska migrationen av L3 fran tricken till omgivande grias med
upp till 98 %. Det dr framst vid regn man kan se skillnad i effekt dé parasitlarvernas
migration under torka dr kraftigt minskad (Fernandez et al. 1997). Paz-Silva et al.
(2011) spred klamydosporer direkt pa trickhdgar och fann att dess nérvaro
minskade antalet utvecklade infektiosa larver (L3) i trickhdgen med 94 %. Studier
har visat en skillnad i effekt beroende pa dos. Bird & Herd (1995) fann i en in vitro
studie att en hogre koncentration sporer per dgg resulterade i en hogre effekt och
Larsen et al. (1995) fann en positiv korrelation mellan dos och reduktion av L3.

2.2.2. Yttre paverkan

D. flagrans tillvixt och fangsteffektivitet paverkas av dels av klimatfaktorer som
temperatur och fukt, men frimst av méngden infektiosa larver i miljon. En dkad
densitet av larver stimulerar svampen att producera fangstnit (Morgan et al. 1997,
Gronvold et al. 1999). D. flagrans har snabbast tillvixt vid temperaturer mellan 25-
33°C (Morgan et al. 1997) och det dr vid liknande temperaturer man uppnatt hogst
fingsteffekt (Morgan et al. 1997; Grenvold et al. 1999; Buske et al. 2013).
Fernandez et al. (1999) fann en 6vre grins vid 35°C déir svampens tillvixt stannade
av och dess effekt att minska larvméangd kraftigt sinktes. Vid 10°C &r svampens
reaktion ldngsam och tillvixt av fangstndt startade 4 dagar efter nédrvaro av
infektiosa larver, men nétens hallbarhet var lingre &n vid hogre temperaturer,
troligen beroende pa minskad bakteriell nedbrytning (Grenvold et al. 1999).

D. flagrans véxer snabbast 1 en fuktig miljo, men har visat tillvdxt dven 1 torr
trick. Svampen é&r ljuskénslig och kriver syre for att vixa. Den Overlever
atminstone tre veckor i1 anaerob milj6, men har da en reducerad forméga att bilda
nit ndr syre tillfors (Gronvold et al. 1999).

2.2.3. BioWorma®

Linge fanns ingen kommersiellt tillgdnglig produkt som innehéller D. flagrans.
Idag finns BioWorma® som ér ett fodertillskott producerat av International Animal
Health Product Pty Ltd. Tillskottet &r godként for anvindning i Australien, Nya
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Zeeland och USA och ér under utredning for den europeiska marknaden (IAHP
2020a). BioWorma® innehéller 500 000 klamydosporer/gram av Duddingtonia
flagrans IAH 1297 och ges i formen av ett grabrunt mjol. Det dr framtaget f6r not,
hist, fir, get och dvriga betande djur sdsom hjort, alpacka och zoo-djur. Dosen har
beriknats till 6 g/100 kg/dag motsvarande 3 x 10* sporer/kg/dag (IAHP 2020a). En
dos som &r ldagre dn ett flertal andra studier som annars ligger runt 5 X
10° sporer/kg/dag (Canhio-Dias et al. 2020). Det finns inga karenstider for kott eller
mjolk tillagda (IAHP 2020a) och produkten har enligt foretaget konstaterats séker
for djur och méanniskor genom toxikologiska studier och studier med 6verdos
(IAHP 2020b). European Food Safety Authority (EFSA) kunde e faststilla
sdkerheten for konsument av produkter frin djuret, d4& de saknar studier pa
sekunddra metaboliter, men ser samtidigt inga tecken pa oro frin idag tillgédngliga
studier. De anser dven att tillgdngliga studier pd 6verdos hos djuren ar bristfilliga
(Bampidis et al. 2020).

Produkten rekommenderas att ges till betande djur under perioder dér
klimatférhallanden tillater parasitir utveckling och migration, vid temperaturer
over 5°C. Djuren ska girna vara avmaskade och flyttas till ett bete med lag
parasitborda (IAHP 2020a). Da svampen &r naturligt forekommande kan man ej se
nagra risker for miljon (Bampidis ez al. 2020). Inga negativa effekter har setts pd
jordnematoder eller mikroartropoder (IAHP 2020a). Healey ef al. (2018b) har testat
BioWorma®s effekt i faltstudier hos hést, not, far och get i olika klimat 1 Australien.
De kunde visa en minskad médngd L3 1 grés runt traick med 53-99 % hos behandlade
djur jaimfor med kontroller.
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3. Material och metod

3.1. Studiedesign

Studien utfordes 1 tvd omgdangar, en pa sommaren i juni till september, och en under
hdsten 1 september till november. Studierna utfordes pa parasitfri mark tillhdrande
Aby Gérd utanfor Knivsta.

Hastar naturligt infekterade med strongyloida parasiter (smad och stora
blodmaskar) delades in 1 tvd grupper; en grupp som fick BioWorma® och en
kontrollgrupp som ej fick tillskott. Effekten av BioWorma® mittes sedan dels
genom att méita reducering av antal migrerade L3 efter larvodling av trick pd
laboratorium, samt genom att experimentellt infektera en grisyta genom att placera
ut trickhdgar och méta reducering av L3 1 omgivande grés fran BioWorma®-grupp
(BW) jamfort med kontrollgrupp (K). P4 hosten utférdes dven en odling for D.
flagrans pa trick och fodertillskottet.

Dag 0 Dag 1-6 Dag 7 Dag 35
Samling track Giva BioWorma® Samling track Samling prover

Analys EPG

BW - BioWorma®
6 dagar

Analys EPG

Samling och
analys grasprover

Utplacering antal L3
track pa falt engangi
K — Kontroll manaden

Larvodling 1
10 dagar Larvodling 2

10 dagar

Ingen giva

Analys antal L3

Analys antal L3
Efter BioWorma®

Innan BioWorma®

Figur 2. Oversiktlig studiedesign. Pd sommaren placerades fem trickhégar ut dven vid forsta
samlingen for att 6ka antal kontroller. Pd hésten utférdes dven en odling for D. flagrans
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3.1.1. Urval och uppdelning av hastar

Via SVA:s parasitkontroll kontaktades tre stall med héstar naturligt infekterade med
strongylida parasiter i ndrheten av Uppsala. Héstarna delades in i tvd grupper, en
grupp som utfodrades med BioWorma® (BW) och en grupp utan fodertillskott,
kontrollgrupp (K). Studien genomférdes pa sommaren och pa hosten. Under
sommaren deltog 15 hdstar fordelade pa tre olika stall varav trick fran sju histar
utgjorde kontrollgrupp. Pa hdsten deltog sex histar fran ett stall varav tre héstar
ingick 1 kontrollgrupp. Kontroller valdes ut med en spridning av EPG for att {4
jamforbara grupper. Alla histar i studien var vuxna friska héstar i ldrarna (5-15 ar)
med en uppskattad vikt pa 500-600 kg.

3.1.2. Dos BioWorma®

Studiehidstarna fick BioWorma® en gang per dag i sex dagar innan samling av
trick. Dosen pé véren var berdknad enligt BloWorma®s rekommendation for 600
kg hist till 36 gram motsvarande 3 x 10* sporer/kg/dag. P4 hosten fick héstarna
dubbel dos 4 72 gram 6 x 10" sporer/kg/dag.

3.2. Analyser och odling pa labb

3.2.1. Trackprov EPG

EPG for samtliga héstar berdknades i starten av forsoket innan giva av BioWorma®
samt vid samling/utplacering av trick. Analys gjordes genom modifierad McMaster
teknik med detektionskénslighet pa 50 dgg per gram (Coles et al. 1992). For extra
noggrannhet gjordes det i tre omgéngar och ett medelvérde berdknades.

3.2.2. Odling av larver

Odling av larver fran varje individ utfordes vid start av forsoket samt vid
samling/utplacering av trick. Detta skedde genom odling av dubbletter med 20
gram trick utblandad med vermikulit enligt metod beskriven av Larsen et al.
(1996). Proven inkuberades i rumstemperatur i 10 dagar och analyserades sedan for
antal L3 med omvind petriskdl metod dér larver tilldts migrera under 24 h (Redman
2020). Resultatet presenteras som procentuell andel migrerade larver per dgg enligt
formel; Migration % = antal L3 g~ /medelviarde EPG x100.

3.2.3. Odling av Duddingtonia flagrans

For att sdkerstélla att svampsporer passerat igenom magtarmkanalen gjordes pé
hosten en odling for Duddingtonia flagrans. Som provmaterial anvdndes burkarna
med trick anvidnda for larvodling efter att dessa prover samlats. En 10ul loop
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doppades tio génger och materialet stroks forst ut pa en agarplatta med 2 % Difco
bacto agar med klortetracyklin (0,02 %). Plattorna inkuberades 1 25°C 1 10 dagar.
Pé grund av sparsam véxt stroks material fran plattorna pa Saboura-agarplattor med
kloramfenikol (%) och inkuberades 1 25°C 1 ytterligare 10 dagar. Svamp frén
odlingarna undersoktes med ljusmikroskop med 20x forstoring och klamydosporer
och konidier jimfordes med bilder fran Youssar et al. (2019).

3.3. Experimentell infektion grasyta

Samtliga hdstar stod inne en natt pa box och trick samlades pd morgonen dag 7 i
forsoket. Track fran varje hist placerades 1 2-3 hogar 4 2,2 kg med 1,5 meters
mellanrum pa en parasitfri grasyta dér inga histar betat tidigare. P4 varen placerades
tracken ut 3/6 (tre kontrollhdgar placerades ut tidigare 29/5) och pa hosten 30/10
2020. Medelvirdet av EPG hos de utplacerade trickhdgarna hade ingen statistiskt
signifikant skillnad, men var hogre i BlioWorma®-gruppen pa sommaren (K: 720,
BW: 1096) och nagot hogre 1 kontrollgruppen pa hosten (K: 433,3, BW: 322.2).

3.3.1. L3 grasprover

Insamling av prover skedde en gdng i manaden pa féormiddagen med start 4 veckor
efter utplacering av triack. 10 tussar grés klipptes ndra mark 1 omrédde 10-20 cm runt
vardera traickhog. Prover frdn samma hést poolades och antal L3 analyserades med
Baermanns trattmetod enligt (Lok 2007). Gréset torkades 1 10—14 dagar for att
berdkna torrvikt. Resultatet justerades enligt torrvikt och presenteras som antal
L3/kg gris.

3.4. Vaderdata

Viderdata i studien dr hdmtade frdn SMHI. Nederbordsméngd per dygn erhélls fran
Vassunda véderstation (SMHI 2020a) 2 km frdn grdsytan. Max, min och
medellufttemperatur erhdlls frdn Uppsala Aut viderstation (SMHI 2020b) 15 km
frén grisytan.

3.5. Statistisk analys

Data sammanstélldes med Microsoft Excel for Mac version 15.30. Den statistiska
analysen utfordes med programvaran GraphPad Prism 9 f6r MacOS version 9.0.0.
All data transformerades med log(x) innan analys. For att testa skillnaden mellan
kontrollgrupp och BioWorma®-grupp avseende antal L3 i grisprover (L3 kg™)
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anvindes t-test med Welch korrektion och en tva-vigs ANOVA. Testen jamforde
grupperna for varje samlingstillfille samt for det totala antalet Over hela
samlingsperioden. Medelvirde och standardfel berdknades for varje grupp vid alla
samlingstillfillen samt det totala antalet for varje grupp.

For att testa skillnaden mellan EPG 1 utplacerade trickhogar samt den
procentuella andelen utvecklade L3 efter odling mellan kontroller och
BioWorma®-grupp anvindes t-test. Signifikansnivin for samtliga tester sattes till
P <0,05.
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4. Resultat

4.1. L3 grasprover

Statistisk analys visade ingen signifikant skillnad mellan antal L3 larver i
grasprover 1 kontrollgruppen jimfort med BioWorma®-gruppen vid
signifikansvdrde P <0,05 varken pa sommar eller host (Figur 1). I bdda
studieomgangarna sags en Okad migration vid det sista samlingstillfillet. Pa
sommaren hade kontrollgruppen hogst medelvirde vid sista samlingen (Tabell 1),
medan det pd hosten istéllet var BlioWorma®-gruppen som hade hogst medelvirde
vid sista samlingen (Tabell 2).

150
Sommar Host -@- Kontroll

_ 120 _ T _
8 -~ BioWorma
S
x 90 -@-- Kontroll
2 . —%¥- BioWorma
= / dubbel dos
< 604
)
a
a

30

0 T

1 1
juli aug sep
Figur 3. Medelvdrde och standardfel for grisprover insamlade sommar och hést.

Tabell 1. Sammanstdillning av medelvirde L3 + standardfel i grdsprover sommar. Presenteras som
L3 kgTS™

Medelvirde av L3 kgTS™ + SE i grisprover sommar

Grupp Antal Juli Aug Sep Totalt

Kontroll 7 5085.4 16845.2 79994.0 33975.0
+ 13553 + 7488.6 +35547.7 +13647.0

BioWorma® 13 11444.3 15118.3 32540.0 19701.0
+33254 +2572.9 +94453 +3672.0
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Tabell 2. Sammanstdllning av medelvirde L3 + standardfel i grdsprover hést. Presenteras som L3
kgTs!

Medelvirde av L3 kgTS™ + SE i grisprover host

Grupp Antal Okt Nov Totalt

Kontroll 3 16195.2 9697.0 12946.0
+13450.3 +7300.4 +6997.0

BioWorma® 3 1527.7 78420.9 39974.0
+502.2 +44590.9 +26331.0

4.2. Migration av L3 i laboratoriemiljo

Under laboratorieférhdllande utférdes en odling av tracken innan och efter giva av
BioWorma® och en procentuell andel av de utvecklade L3, som migrerat fran
odlingarna ut i petriskdlen, per 4gg berdknades. P4 sommaren sigs ingen signifikant
reducering av migrerande L3 frédn odlingarna mellan kontroller och BioWorma®.
P& hosten (dubbel dos BioWorma®) var det en signifikant skillnad (P = 0,0003)
mellan kontroller och BioWorma®. Skillnaden var @ven signifikant om man endast
jamforde odlingar frdn kontrollgrupp och BioWorma®-grupp vid tidpunkt for
utplacering av tricken (P = 0,0228). I BioWorma®-gruppen sags dé 63,7 % ligre
migration av larver ((Kontroll medel — BioWorma® medel) / Kontroll medel x
100). Vid den dubbla dosen som undersoktes pa hosten varierade den procentuella
migrationen av L3 i BioWorma®-gruppen mellan 1,9 och 14,3 % med ett
medelvirde pa 5,3 %. P4 sommaren dir ingen signifikant skillnad kunde ses mellan
grupperna varierade migrationsprocenten stort med ett minimumvérde pd 2,3 % och
ett maximalt virde pa 112,7 % 1 BioWorma®-gruppen.
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Procentuell migration L3
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Figur 4. Medelvirde med standardavvikelse av den procentuella migrationen av L3 fran dgg efter
odling pa labb sommar och hést. Pa hésten fick hdstarna dubbel dos BioWorma®. K — Kontroll,
BW — BioWorma®, N — antal prover. I kontrollgrupp inkluderas odlingar fran hdstar i BioWorma®-
gruppen innan start av BioWorma®-giva. Odlingar fran varje hdst utfordes i dubbletter

4.3. Odling av Duddingtonia flagrans

I odling frén utstryk av fodertillskottet uppblandat i vatten dterfanns bade konidier
och klamydosporer liknande D. flagrans (Figur 3). Makroskopiskt kunde dven en
svampvixt liknande D. flagarns identifieras tillsammans med annan blandflora. I
odlingar frin héstar som fatt BioWorma® kunde ej dessa strukturer identifieras utan
endast mycel med blandat utseende. Hos en av individerna var mycelet liknande
det som sdgs 1 utstryk fran fodertillskottet, men inga strukturer for att identifiera D.

flagarns hittades. Makroskopiskt kunde ej ett liknande utseende ses hos négot av
odlingarna fran héstarnas trick.

Figur 5. Klamydospor (t.v.) och konidium (t.h.) frdan odling av BioWorma® pd agarplatta

4.4. VVaderanalys

Under sommarforsoket var den ldgsta uppmatta temperaturen 4,5°C och maximala
temperaturen 30,7°C (figur 6). Under hostens forsok intrdffade minusgrader innan
forsta och andra samlingen av prover med en ldgsta temperatur pa -3,7°C (figur 7).
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Vaderdata sommar
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Figur 6. Graf over viderdata sommar. Nederbordsmdngd mm/dygn, max-,

min-

Nederbord

Max
Medel

Min

och
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kontroller samt BioWorma®). Prover samlades tre ganger; 2020-07-06, 2020-08-03 och 2020-09-
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Figur 7. Graf 6ver viderdata hiost. Nederbordsméngd mm/dygn, max-, min- och medeltemperatur.
Trdckhégar placerades ut 2020-09-30. Prover samlades tva ganger; 2020-10-27 och 2020-11-23
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5. Diskussion

BioWorma® &r ett fodertillskott innehéllande sporer frdn rovsvampen
Duddingtonia flagrans, med syfte att minska migration av infektiosa larver fran
trickhogar till betesmark. Syftet med studien var att utvdrdera effekten av
BioWorma® for strongylida nematoder hos hést och beddma dess anvéndbarhet i
nordiska forhéllanden. Effekten av BioWorma® utvirderades bade under naturliga
viderforhédllande pa en experimentellt infekterad grasyta och i laboratoriemilj6. En
grasyta infekterades experimentellt med track innehallande dgg av strongylid art
frén histar som fatt BioWorma® och kontroller utan tillskott. BioWorma® visade
ingen signifikant reducering av migrerande strongylida larver pa bete varken pa
sommaren vid rekommenderad dos 3 x 10* sporer/kg/dag eller pa hésten vid dos 6
x 10" sporer/kg/dag. Vid analys av reducering av migrerande larver under
laboratorieforhdllande siags en signifikant reducering av L3 vid dos 6 X
10* sporer/kg/dag men ingen signifikant reducering vid dos 3 x 10* sporer/kg/dag.
Det dr dock viktigt att papeka att det ingick endast 6 hdstar 1 forsoket pd hosten
jamfort med 15 histar i1 forsoket pd sommaren.

Resultatet i den hér studien skiljer sig frdn studien av BioWorma® av Healey et
al. (2018b) dér en signifikant reduktion mellan 53 till 97 % av larvmigration till
gréset sigs 1 forsok pad hist i olika sdsonger och platser i Australien. Virt att notera
ar att det finns en intressekonflikt i studien av Healey et al. (2018b) da
huvudforfattarna arbetar for foretaget som producerar BioWorma®.

5.1. Yttre faktorer

Under filtforsoket, nér yttre faktorer paverkat proverna, sdgs ingen signifikant
skillnad 1 antalet migrerande larver runt trickhdgarna. Det var till och med en 6kad
méngd migrerade larver runt traickhdgarna med BioWorma® som placerades ut pa
hdosten.

Viderforhallanden under sommaren bedéms vara gynnsamma bade for larvers
migration och tillvaxt av D. flagrans. Fernandez et al. (1999) visade en 6vre grins
déar 35°C stoppade svampens tillvixt och kraftigt sinkte dess effekt att minska
antalet migrerande larver. Maxtemperaturen under det hér forsoket var 30,7°C,
enligt métningar fran vdderstationen, vilket intréffade i1 juni och augusti. Det kan
dock inte uteslutas att temperaturer overgick 35°C 1 trdckhdgarna da de var
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placerade i direkt solljus. Augusti var den torraste perioden, med som ldngst 12
dagar utan regn i borjan pd manaden. I Gvrigt var nederbdrden spridd Over
sommaren.

Under faltforsoket pd hosten var det kallare och medeltemperaturen sjonk under
5°C flera dagar béade i oktober och november, vilket troligtvis paverkat svampen
negativt med en mer langsam tillvixt. Grenvold ez al. (1999) sig en ldngsam tillvéxt
av D. flagrans redan vid 10°C och Fernandez et al. (1999) visade lag effektivitet
hos svampen vid konstanta temperaturer runt 5-10°C. 20 dagar efter utplacering av
traickhogarna pa hosten uppmattes minusgrader vilket troligen har negativ paverkan
pa D. flagrans effekt. I ett forsok med getter, uppmaitte Healey ef al. (2018b) endast
8 % reduktion av migrerade larver till gris efter att prover utsatts for minusgrader,
en minskad effekt jamfort med andra forsdk utan minusgrader. BioWorma®
rekommenderar endast anvdndning av produkten vid temperaturer dver 5 grader
(IAHP 2020a). Innan provinsamling i oktober intrdffade kraftigt skyfall med 17,5
mm och 9,1 mm nederbord pafoljande dag, vilket forstorde traickhdgarnas struktur
och som kan medfort en 6kad mekanisk spridning av larver.

I en experimentell studie av (Grenvold ef al. 1999) forsvann D. flagrans nit efter
9 dagar, med snabbare destruktion vid 30°C jamfort med 20°C. De forklarar detta
med att en hog mikrobiell aktivitet bryter ner nit och hyfer. D& den mikrobiella
aktiviteten 1 trickhdgar dr stor vore det intressant att undersdka hur lange svampens
nét dr effektivt vid faltforhallanden. Teoretiskt skulle effekten kunna minska da
klackningen och utveckling till L3 gar ldngsammare pa falt 4n vid odling av larver
pé labb, och svampens nét vid tidpunkten for migration kan ha forsvagats. Studien
av Healey ef al. (2018b) varade 1 8 veckor, en tidsperiod dir endast mattlig
migration sigs i sommarens forsok. Kraftig migration sags forst i september, 13
veckor efter utplacering av track.

5.2. Dos

Manga studier har visat en positiv korrelation mellan dos och effekt, och studien av
Healey et al. (2018b) avviker med en ligre dos (3 x 10* sporer/kg/dag) jamfort med
andra studier dér doser mellan 1.5 x 10° och 5 x 10° sporer/kg anvinds (Canhao-
Dias et al. 2020). Larsen et al. (1995) sag ingen effekt vid giva av 10° sporer/kg/dag.
10* sporer/kg/dag i sin studie, men hade d& kombinerat det med sporer frén den
ovicidala svampen Mucor circinelloides och effekten kan ddrmed inte jimforas
koncentration av antal sporer per d4gg. De fann ingen effekt vid 1 spor per dgg utan
forst vid 10 sporer per d4gg och mest effekt vid 100 sporer per dgg. Studien utfordes
pa labb och att dversitta koncentrationen till en giva av antal sporer/kg/dag ar inte
mojligt, men resultatet visar en positiv dos-effekt korrelation.
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I BioWorma® anvénds dock ett annat isolat av D. flagrans, IAH 1297, jim{ort
med andra studier. Healey et al. (2018a) menar att skillnaden i effektiv dos kan bero
pa tva saker. Dels att isolatet visat snabbare tillvixt och hogre effektivitet &n andra
jamforda isolat (opublicerade data), samt att produceringen av klamydosporerna for
av D. flagrans (AC001 och CG772) diar CG772 visade bittre resultat, men vid
statistisk undersokning var skillnaden i effekt ej signifikant. I denna studie sags en
effekt av BioWorma® i laboratoriemiljé vid dubbel dos (6 x 10" sporer/kg/dag).
Ingen reducering i antal L3 i grés pé félt kunde ses, men véderforhallanden var ej
gynnsamma for svampen under hostens forsok och effekten kan dirmed ej
bestimmas vid den dosen. Detta hojer frigan om rekommenderad dos pd 3 x
10* sporer/kg/dag ir for 1ag. Att ge en dos pa 10° eller 10° sporer/kg/dag av
BioWorma® skulle innebidra 100 g respektive 1 kg for en 500 kg hist. Maxgivan i
denna studie var 72 g/dag. Enstaka hédstar visade tveksambhet till fodertillskottet vid
forsta givan, men vande sig vid det under studiens géng. Tvéa héstar som fick 36
g/dag var tveksamma hela studieperioden, men at vid utblandning med smakligt
kraftfoder. Att 6ka daglig dos ar darfor begrinsat vid nuvarande koncentration och
sammansittning av BioWorma®.

Odling av utstryk fran fodertillskottet visade tydliga strukturer som artades till
D. flagrans, men inget forsok for att bestimma antal sporer i fodertillskottet
utfordes. Det finns darfor en mojlighet att antal sporer var ldgre dn angivet, nadgot
som sdgs 1 3 av 6 batcher i EFSA’s undersokning (Bampidis et al. 2020).
BioWorma® anger en koncentration pa 5 x 10° klamydosporer/g medan EFSA’s
undersokning visade en variation mellan 2,2 x 10° och 17 x 10> klamydosporer/g
(Bampidis et al. 2020). Eftersom inga identifierbara strukturer fran D. flagrans
aterfanns i1 odling efter passage genom magtarmkanalen kan det ej helt konfirmeras
att svampen befunnit sig i1 tricken. Klamydosporernas formaga att passera
magtarmkanalen har bevisats 1 ett flertal studier (Larsen ef al. 1995; Silva et al.
2013). Konfirmering i denna studie utfordes endast med ljusmikroskop och en
analys med genomsekvensering hade kunnat ge ett mer precist resultat. Mgjligheten
finns dven att sporer missats vid provtagning och utstryk. I en studie av (Herndndez
et al. 2018) blandades 5 g trick med 40 ml vatten och silades i 150 um. 15 ml
16sning centrifugerades i 5 min i 1500 rpm och mikroskopisk undersdkning for
klamydosporer gjordes pa det utspiddda sedimentet. Det dr en mdjlig metod om
tricken 24-48h efter giva med 10° sporer/kg och tiden 6kade vid 6kad dos. I denna
studie fick histarna cirka 6 x 10* sporer/kg/dag (uppskattad vikt pa histar) pa
hosten, vilket teoretiskt sett kan innebéra att sporerna ér nérvarande en kortare tid,
men eftersom samling av trick skedde inom 24h efter sista giva bor detta ej
paverkat.
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Histarna 1 studien dgdes av privatpersoner och fodertillskottet gavs ddrmed av
deras dgare. For att oka tillforlitligheten blev dgarna tilldelade uppmatta pasar med
daglig dos, samt en tabell att fylla i med tidpunkt for givan, men det finns
fortfarande mojlighet att de kan ha missat giva utan att det rapporterats.

5.3. Anvandbarhet

Da det finns tecken pa 6kad prevalens av S. vulgaris 1 Sverige (Tydén et al. 2019)
samt resistens hos smé blodmaskar sprids i védrlden (Peregrine et al. 2014) finns ett
behov for ett biologiskt alternativ/komplement till avmaskning. En svensk studie
av (Hedberg-Alm et al. 2020) visade att f4 hdstigare anvinde sig av alternativa
metoder for att hélla nere smittrycket pa betet. Majoriteten (64 %) anvinde sig av
skilda vinter och sommarhagar men endast ett fital hade blandad eller alternerande
betning med andra djurslag (9,8 %). Att mocka hagen, som har beskrivits som ett
effektivt sitt att minska parasitbdrdan (Corbett et al. 2014), utférdes av 46,2 % av
héstdgarna, men endast 7,1 % mockade minst tvd ganger i veckan och 65,3 % gjorde
det mer séllan &n en géng 1 veckan (Hedberg-Alm et al. 2020). Studien visade dven
brister 1 anvdndandet av trdckprovsanalys, dir ndstan en tredjedel (29 %) ej
analyserade tricken och fi anvinde sig av utdkade tester for specifika parasiter
exempelvis S. vulgaris (Hedberg-Alm et al. 2020). Att utbilda och sprida
information till hdstdgare om beteshygien och trackprovsanalys dr dédrfor en viktig
del i kampen mot parasiter.

rovsvampars effekt pa gastrointestinala parasiter hos olika djurslag publicerade
2006 och framét. D. flagrans var den mest studerade svampen (81,1 % av studier),
och visade god effekt dven i kombination med andra larvicida eller ovicida
sig kraftig 1 studiedesign med olika doser, dosintervall, djurslag och metod att
bedoma effekt. Av de 53 studier (7 med D. flagrans pa hést) som inkluderades var
det 9 (17 %) som inte visade nagon signifikant effekt jamfort med kontrollgrupp,
majoriteten utforda pa fir (Canhdo-Dias ef al. 2020).

Idag 4r BioWorma® det enda kommersiellt tillgdngliga fodertillskottet
innehéllande D. flagrans och har &nnu inte blivit godkéant f6r anvindning inom EU.
Om ett fodertillskott med bevisad effekt lanseras i Sverige dr det troligt att effekten
ej haller i sig hela hosten. Eftersom migration av infektiosa larver syntes énda in 1
november och vid temperaturer ldgre dn de dir D. flagrans anses ha effekt, dr det
ocksé klart att beteshygieniska metoder kommer vara indicerat 4ven vid anvdndning
av D. flagrans. Tillverkaren av BioWorma® rekommenderar att avmaska djuren
innan péborjad giva for basta effekt, vilket ej gjordes 1 denna studie d& Sveriges
restriktiva avmaskningsstrategi medfor att endast hédstar med medel till hog
parasitborda avmaskas.
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5.4. Studiedesign

Vid en upprepning av studien skulle giva av placebo samt att blinda studien oka
tillforlitligheten. Dock dr beddmningen och analysen kvantitativ och att studien ej
var blindad bor ej ha paverkat slutresultatet. Under sommarens forsok hade studien
brister genom att kontrollgruppen var betydligt mindre vilket justerades delvis
genom att track frdn 5 histar i BloWorma®-gruppen placerades ut innan paborjad
giva och dirmed lag pa filtet 1 vecka lingre. I studien av Healey ef al. (2018b)
utgjorde samtliga kontroller trick frdn héstar innan giva av BioWorma®. Det
positiva med den metoden dr att kontrollgrupp och BioWorma® grupp utgdrs av
samma population, 4ven om EPG kan skilja sig dd utsondringen varierar dver tid
hos hédstarna (Paz-Silva et al. 2011). Det negativa dr att trickhdgarna fran
kontrollgrupp placeras pd provytan tidigare vilket kan paverka resultatet om
viderforhdllanden som exempelvis kraftiga skyfall uppstar.

I proverna sdgs en mycket hog variation mellan antal larver mellan
provtagningarna. Alla traickhogar utsattes for samma viderférhéllanden (férutom 5
kontrollh6gar som placerats ut en vecka tidigare), men hade pd sommarens forsok
EPG som varierade mellan 125 och 2325 samt pa hosten 66,7 och 866,7.
Grésproverna samlades 1 10 tussar 1 en cirkel runt tre traickhdgar som poolades for
varje individ. D4 man ej kan anta att larverna dr jimt spridda runt trickhdgen finns
en risk fOr ett ndgot missvisande resultat, &ven om det jimnas ut genom att poola
tre prover. I studien av Healey et al. (2018b) klipptes allt grds runt om och under
trackhogen 1 arean av en 40 cm cirkel vilket ger ett mer exakt resultat. Denna metod
kréaver dirmed lika minga hogar fran varje individ som antal provtillféllen.

I odlingen pé labb kunde dven dir ses en hdg variation i migrationen mellan
kontrollproverna. Den procentuella migrationen berdknades med ett medelvérde av
EPG fran tricken, dir individuella skillnader mellan triplikaten kunde vara mer dn
fordubblade. P4 hosten sigs overlag en ldgre procentuell utveckling &dn véntat med
variationer mellan 4,4-39,7 % 1 kontrollgruppen. Liknande siffror sdgs 1 Bird &
Herds (1995) studie med variation mellan 2,9-30,0 %.

5.5. Konklusion

I denna studie kunde ingen effekt av BioWorma® visas vid rekommenderad
angiven dos. Vid dubbel dos sigs en signifikant effekt vid odling pd labb med en
reducering av migrerande larver med 63,7 %. Dock sags ingen effekt pd filt, vilket
kan bero pé att nordiska viaderforhdllanden pa hosten dr for kalla for tillrdcklig
tillvdxt av svampen. Virt att notera ar att D. flagrans ej kunde pavisas 1 tricken
efter odling pa agarplatta med ljusmikroskopisk undersékning. Det kan dirfor ej
uteslutas att effekten pd hosten var slumpartad, trots sin statistiska signifikans.
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Vidare studier rekommenderas for att dels konstatera passage av klamydosporer
frdn fodertillskottet d4 det ej kunde faststdllas i studien. Tidigare publicerad
forskning samt resultat frdn denna studie visar tecken pé att dosen kan vara for 14g
for optimal effekt. Eftersom resultatet skiljer sig fran tidigare utford studie pa
BioWorma® finns beldgg for att upprepa forsoket for att utesluta att resultatet
berodde pé en dalig batch av fodertillskottet.

Trots att ingen effekt kunde visas av detta fodertillskott vid rekommenderad
angiven dos dr anvdndningen av rovsvamp som komplement till avmaskning ett
intressant &mne for fortsatt forskning, dven pa andra djurslag &n hést.

Inga potentiella intressekonflikter for resultatet kan redovisas hos de
medverkande i studien.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Blodmaskar hos hist ér parasiter som lever 1 histens mag-tarmkanal och sprids pé
betet via Agg i triicken. Aggen klicks och larverna utvecklas och migrerar sedan ut
1 graset dir histar infekteras vid betning. De sma blodmaskarna finns hos nédra 100
% av Sveriges héstar och kan vid hog forekomst orsaka sjukdom. Det finns dven
stora blodmaskar som kan orsaka kolik och bukhinneinflammation hos hést.
Frekvent avmaskning kan leda till resistensutveckling, ndgot man sett sprids hos de
sma blodmaskarna. D4 utvecklingen av nya avmaskningspreparat gar ldngsamt far
alternativa metoder fOr att sinka parasittrycket allt mer relevans.

BioWorma® &r ett fodertillskott innehdllande sporer frdn rovsvampen
Duddingtonia flagrans som kan ges till hdst och dven andra djurslag. Idag ar det
inte tillgéngligt 1 EU, men anvénds i exempelvis Australien och USA. Tillverkarna
beskriver det som en biologisk form av parasitkontroll, vilket kan anvéndas som ett
komplement till avmaskning. D. flagrans har visat lovande resultat i ett flertal
studier pd olika djurslag och kan minska antalet infektiosa larver frdn parasitéra
rundmaskar (sdsom histens blodmaskar) pa betet genom att bilda ett klistrigt nit i
tricken som fangar de infektidsa larverna. Syftet med studien &r att undersoka
BioWorma®s effektivitet att forhindra strongylida nematoders migration till betet
och bedoma dess anvindbarhet som parasitkontroll i nordiska forhillanden.

Studien utfordes i1 tvd omgéngar, en pd sommaren och en pd hosten.
Forsokshdstarna delades in 1 en kontrollgrupp och en grupp som fick BioWorma®
1 rekommenderad dos i 6 dagar pd sommaren, och dubbel dos pd hdsten. I
laboratorium utfordes en odling av tricken frin samtliga héstar innan och efter giva
av BioWorma®. Efter 14 dagar, nir larverna antas utvecklats till sitt infektiosa
stadie, gjordes en samling av larver som lyckats migrera ut frin triacken i vattenbad.
Antal samlade larver per dgg berdknades. For att testa effekt vid paverkan av
svenska véderforhdllanden utférdes en experimentell infektion av en tidigare
parasit-fri griasyta. Tre trickhogar a 1,2 kg frdn varje hdst i1 kontroll- och
BioWorma®-grupp placerades ut. Grasprover samlades sedan runt hdgarna en gang
1 manaden och antalet infektiosa larver per kilo grds berdknades. For att se hur
viderforhdllanden paverkade sammanstélldes temperatur och nederbord varje dag
1 métningar frin SMHI. Effekten av BioWorma® beddmdes genom att jimfora
antal infektiosa larver i prover fran gris och trickodlingar samlade hos kontroll och
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BioWorma®-grupp. Pa hosten utfordes dven en odling pa agarplatta for D. flagrans
frén trick och BioWorma® for att sdkerstdlla passage av svampen.

I denna studie kunde ingen effekt av BioWorma® visas vid rekommenderad
angiven dos. Vid dubbel dos sags en signifikant effekt vid odling pd laboratorium
med en 63,7 % reducering av migrerade larver. Dock sdgs ingen effekt pd falt, vilket
kan bero pé att nordiska viaderforhdllanden pa hosten dr for kalla for tillrdcklig
tillvixt av svampen. Viderforhallandena pd sommaren beddmdes goda, med
temperaturer innanfor de grinser D. flagrans visat tillvaxt.

Dosen av sporer i tillskottet vid rekommenderad angiven dos ér betydligt ldgre
an doser i tidigare publicerade studier, och resultatet fran denna studie visar tecken
pa att dosen kan vara for ldg for optimal effekt. D. flagrans ej kunde pavisas 1
tricken vid odling pa agarplatta med mikroskopisk undersokning, vilket kan bero
pa brister 1 utforandet, eller att dosen dr for lag for tillrdcklig passage av sporer.
Eftersom ingen passage av sporer kunde faststéllas kan det inte uteslutas att effekten
pa hosten var slumpartad, trots sin statistiska signifikans. Eftersom resultatet skiljer
sig frén tidigare utford studie pa BioWorma® finns beldgg for att upprepa forsoket
for att utesluta att resultatet berodde pé en dalig batch av fodertillskottet.

Trots att ingen effekt kunde visas av detta fodertillskott vid rekommenderad
angiven dos dr anvdndningen av rovsvamp som komplement till avmaskning ett
intressant &mne for fortsatt forskning, dven pa andra djurslag &n hést.
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