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Bakgrund

Under 2000-talet har forekomsten av rundmaskar, ffa spolmasken Ascaridia galli, dkat dramatiskt
bland kommersiella varphons i Sverige fran att tidigare ha varit en mycket ovanlig infektion (under
manga ar) (Fig. 1). Okningen ir kopplad till omstillningen av svensk dggproduktion genom att
frigdende hons inom- och utomhus exponeras for trick och traickburna smittdmnen i hogre grad én

hons som hélls 1 bur.
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Figur 1. Forekomst (%) av rundmaskégg (4. galli och H. gallinarum) i svenska varphonsbeséttningar 2004 och
2008 pé gardsniva. I studien deltog ca 2/3 av samtliga kommersiella varphonsbesattningar i Sverige (35-72
beséttningar per inhysningssystem och &r). I kategorin utevistelse ingar ekologiska varphons (KRAV-
certifierade) och enstaka konventionella beséttningar med utevistelse. Undersdkning 2004 visade att 70 % av de
infekterade flockarna hade spolmask. Kélla: Jansson et al., 2010, Avian Pathology.

Spolmaskens inverkan pé vérddjuret styrs framforallt av parasitbordan (antalet maskar i tarmen). Vid
lindrig infektion ar inverkan pa virden liten, medan kraftig infektion leder till nedsatt djurhélsa och
produktionsforluster sdsom avmagring, délig tillvixt, 6kad foderkonsumtion, sédnkt dggproduktion,
diarré, beteendefordandringar och dkad dddlighet till foljd av tarmobstruktion (maskforstoppning) och
samverkan med bakterier. Dessutom kan spolmaskar péatriffas i konsumtionsdgg vilket utgdr ett hot
mot konsumentfortroendet. Parasitbordan styrs av en rad olika samverkande faktorer hos bade
virddjuret och parasiten, sdsom virddjurets dlder, immunitet, hélsotillstdnd, infektionsdos,
beldggningsgrad, genetiska faktorer (hybrid), och livsldngden hos parasiten. I projekt som redovisas i

denna rapport har vi undersokt infektionsforloppet i 6 svenska frigdende varphonsflockar.



Syften

1) Tareda pd om svenska varphdns smittas av spolmask frén kvarvarande parasitigg fran

foregdende flock eller genom att unghdnsen ar infekterade vid leverans.

2) Undersoka hur spolmaskinfektionen utvecklas under en produktionsomgéng.

3) Undersoka effekterna av desinfektion fore inséttning och avmaskning.

4) Tareda pa genetiskt slédktskap mellan maskar insamlade fran olika anldggningar.

Deltagande gardar och flockar

I huvudprojektet ingick 3 ekologiska och 3 konventionella kommersiella varphdnsflockar (Tabell 1)

frén olika gérdar dér foregdende flock i samma djurutrymme var infekterad med spolmask. Pa

samtliga gdrdar fanns minst 2 varphonsflockar, och pa 5/6 gardar fanns minst 2 olika alderskategorier.

Unghonsen kom fran 2 olika uppfédare (2 flockar vardera, olika unghdnsflockar) eller var uppfodda

av dggproducenten (2 flockar). Honsen sattes in i maj-augusti, 2009 vid 14-16 v &lder. Flockstorleken

varierade mellan 1000-10 000 hons. Fem flockar hade kutterspin som stromedel fran inséttningen,

medan strd inte anvéndes i en flock. Fem flockar hade tillgang till hela djurutrymmet direkt efter

inséttning, och en flock slépptes ner pd golvet 4 veckor efter insdttning.

Tabell 1
Ekologiska (A-C) Konventionella (D-F)
Gard/flock A B C D E F
Inhysning Flervéning Flervéning Flervéning Envéning Envéning Flervéning
Hybrid Hy-Line W-98 Bovans LSL Bovans Hy-Line W-  Hy-Line W-
Robust Robust 98 98
Strobadd, hantering Extra stro vid  Ingen atgérd Byte 3 ggr Ingen atgird Byte 3 ggr Extra str6 vid
behov behov
Utgddsling Godselmatta ~ Godselmatta Godselmatta Godselskrapa Nej Godselmatta
Sanering mellan Hogtryck Hogtryck Hogtryck Hogtryck Hogtryck / Angtvitt
flockar angtvitt
Temperatur, tvétt 50-60 60 80 60 60-70 /120  50-60
°O)
Desinfektion Virkon®S Interkokask® Nej Interkokask®  Nej Interkokask™
RTU+TEK- RTU+TEK- RTU+
TROL" TROL" Rodasept”

Projektet genomfordes under normal drift, dvs producenten och vid behov i samrédd med beséttningens

veterindr, fattade alla beslut om skotsel, avmaskning mm. Fore inséttning av flockarna B, D och F

desinfekterades djurutrymmet med klorokresol (Interkokask®™ RTU) som har dokumenterad effekt mot

tarmmaskégg (skadar parasitdggens skal). Flock B, E och F avmaskades med flubendazol



(Verminator®) i drickvattnet. Flock B avmaskades i 5 dagar 40 veckor efter insittning, och flockarna E

och F avmaskade i 6-7 dagar 22 och 46 respektive 26 och 41 veckor efter inséttning.

Provtagning och analyser
Trackprovtagning for analys av antalet parasitdgg (dgg per gram trick, epg) gjordes ca 1 vecka efter

insdttning for att kontrollera honornas parasitstatus vid ankomst, och dérefter 4, 6, 8, 10, 14, 18, 22,
26, 30, 34, 38, 42, 46 and 50 veckor efter insdttning. Provtagningen utférdes av djurdgare/djurskotare
enligt skriftlig instruktion (4 samlingsprov a 100 g férsk track samlades frdn inredningen eller
goddselmattor, godselskrapa/skruv, pé och under bingen). Provtagningsmetodiken dr utarbetad i ett
tidigare projekt vid SVA. Proverna analyserades dock i detta projekt med en ldgre detektionsgrans pa

20 epg (rutinméssigt anvénds 50 epg).

Vid 3 tillfallen (15-20, 33-40 och 50-53 veckor efter insdttningen) undersoktes tarmar fran 5 friska
avlivade hons for att faststilla parasitbdrdan. Parasiterna artbestimdes och raknades. Dessutom
undersoktes tarmar frén ytterligare 60 virphdns frén flock E och F fore (10 hons) och direkt efter

avmaskning (20 hons) for att undersoka effekten av avmaskning.

Temperatur och relativ luftfuktighet méttes var 30:e minut under de forsta 50 veckorna efter inséttning
genom automatiska registreringar med dataloggers som monterades ca 0,5 m ovanfor inredningen mitt
i huset. I ett fall sattes dataloggern 2 meter ovanfor strobadden (flock E), och pa en gérd (B) sattes 2

dataloggers upp i 2 separata avdelningar i samma hus.

Resultat
Trdckprov (antal parasitdgg)

Alla provtagningar utom 1 (30 v, flock D) genomfordes enligt plan. Antalet parasitdgg (medelvirde
for de 4 proverna vid varje provtillfille) i de 6 flockarna visas i Figur 2. I 4 av flockarna (A, C, E och
F) pévisades de forsta parasitiggen 6-8 veckor efter inséttning. I flock B och D drdjde det 17-18
veckor efter insdttning innan de forsta parasitdggen pavisades. Maximal dggutskiljning (i medelantal
605-1525 per gram triack beroende pa flock) intrdffade 8-12 veckor efter att de forsta parasitiggen
hade pévisats, utom i flock D dér dggutskiljningen dkade langsamt om nddde max-vérden forst 32
veckor efter att de forsta parasitdggen hade pavisats (medelantal 1310 epg). Hogst antal parasitagg i ett
enskilt prov sdgs i ett prov fran flock C i februari 2010, 38 v efter insdttning (4600 epg). Hogsta
medelantal parasitidgg utskiljdes av flock E och F, dérefter kom flockarna B och C, och ligst antal
utskiljdes av flockarna A och D. Samtliga flockar forblev infekterade under hela
provtagningsperioden, utom tillfalligt efter avmaskning i flock B, E och F. Efter avmaskning
pavisades parasitdgg i de flesta fallen redan efter 2-4 veckor, och i 2/3 flockar (E och F) var antalet
utskiljda parasitigg hogre 8-10 veckor efter den forsta avmaskningen jamfort med fére avmaskning.

Statistisk analys visade signifikant skillnad i 4ggutskiljning (P<0.0001) mellan flockarna och olika



provtagningstillfallen, men ingen skillnad beroende pd om flockarna var konventionella eller

ekologiska (P=0.534).
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Figur 1. Medelantal rundmaskégg (epg) under de forsta 50 veckorna efter inséttning (weeks post placement) i
flock A-F. Heldragna pilar ovanfor x-axeln visar nér parasitidgg forst pavisades (veckor efter inséttning), och
streckade pilar visar nér flocken avmaskades (flock B, E och F). Siffran vid denna pil visar efter hur manga
veckor parasitigg ater pavisades. Siffrorna vid (*) visar ndr maximal dggutskiljning intréffade (veckor efter
inséttning), och siffran inom parentes nér detta intréffar i relation till nir de forsta parasitdggen pavisades.
Pilarna under x-axeln visar nér prov togs for tarmundersokning. De ljusgré stolparna under diagrammen visar nir
de ekologiska flockarna hade tillgang till rastgérdar och morkgra stolpar visar tillgang till veranda. Kalla:
Hoéglund och Jansson (inskickat manuskript).

Maskbdérda och effekt av avmaskning
I medeltal 10-80 spolmaskar pavisades i tarminnehéllet per hona i de olika flockarna (Figur 3). I flock

C pavisades dven blindtarmsmask (H. gallinarum). Antalet spolmaskar 6kade generellt nir honsen

blev dldre oavsett om flocken avmaskades eller ej. Statistisk analys avsldjade signifikanta skillnader



mellan olika flockar (P=0.0003), mellan olika provtagningstillfdllen (P=0.001), men inte beroende pa
om flockarna var konventionella eller ekologiska (P=0.061). Vid undersdkning 6-12 veckor efter
avmaskning fanns dter dggproducerande spolmaskar i tarminnehéllet, trots att inga dverlevande

maskar kunde péavisas direkt efter avmaskning i flockarna E och F.
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Figur 2. Medelantal spolmaskar i tarmen hos 5 honor vid 3 olika tillféallen under flockarnas liv
(provtagningstillféllen visas i Figur 1). De streckade pilarna med siffror anger vilka provtagningar som foregatts
av avmaskning och hur manga veckor som gatt sedan avmaskningen. Kélla: Héglund och Jansson (inskickat
manuskript).

Ovriga resultat
Att godsla ut strobiddden (flock C och E) eller ldgga in mer strd under omgangen (flock A och F) hade

till synes ingen effekt pd spolmasksmittans utveckling i flockarna.

Miljédata

Medeltemperaturen under honsomgéngen i de olika djurutrymmena (0-50 v efter inséttning)
varierande mellan 17,5 °C och 20,4 °C, med dagliga fluktuationer pé ca 15 °C, sdrskilt under sommar
och vintersdsongen. Lagsta uppmatta temperatur vid golvet var 4 °C (flock B) och hogsta var 32.8 °C
(flock A). Temperaturen var i princip konstant i honshuset for flock E dér loggern placerades 2 m
ovanfor strobddden (min 16.7 °C, max 28.3 °C). Den relativa fuktigheten varierade pd samma satt

(medel 65,7-72,8 %), med storst fluktuationer under dygnet (30-90 %) under sommaren.

Smittsparning

For att ta reda pa grad av genetiskt sldktskap mellan spolmaskar fran tamhons pé olika svenska
anldggningar undersoktes ett stort antal spolmaskar med en PCR-baserad genetisk fingerprinting-
metod som forkortas AFLP (amplified restriction fragment length polymorphism). Vid analys med
AFLP-teknik anvinds i ett forsta steg olika restriktionsenzymer som klipper sonder det genomiska

DNAt i mindre fragment och som ddrmed far specifika dndar som sammanfogas med sk adaptrar, dvs



ett kort genfragment med en kénd nuklotidsekvens. Genom att anvénda olika sk primer par som ar
komplementira till adaptorsekvensen plus ett antal nukleotider i det ssmmanfogade genfragmentet ar

det mojligt att styra vilka genfragment som ska visualiseras.

De spolmaskar som vi analyserade kom frén virphons och i ett fall frén slaktkycklingforéldrar.
Maskarna frn varphonsen insamlades i huvudsak i samband med slaktbesiktning vid ett
varphonsslakteri (Svenskt Fagelkott AB i Hakantorp), medan det 6vriga materialet insamlades vid

SV As rutinobduktioner. Dessutom ingick ett referensmaterial som skickades frdn Danmark och som i
kom fran en experimentell studie. Fran de allra flesta anldggningarna insamlades endast 10 spolmaskar
frén enskilda honor (Tab 2). Frén en anldggning analyserades sammanlagt 60 spolmaskar fran 6 olika
hoénor (10 maskar per hona). Avsikten med att undersoka ett storre antal spolmaskar fran samma
anldggning var att ta reda pa om det genetiska uttrycket skiljde sig mellan maskar fran olika figlar

men som vistats i samma anldggning.

Tabell 2
Provdatum Kategori Inhysning Lan/Land Kod Hons Maskar
09-05-19  Virphons Flervaning Jonkoping Jonk 6 60
09-06-08  Virphons Flervéning Kalmar Kall 1 10
09-06-16  Slaktkycklingfordldrar Frigdende inne Skéne Skan 6 34
09-06-25  Virphons Flervéning Halland Hall 1 10
09-07-04  Virphons Flervéning Ostergotland  Ostl 1 10
09-07-06  Virphons Envéning Stockholm Stoc 1 10
09-07-29  Virphons Envéning Kalmar Kal2 1 10
09-08-11  Forsoksdjur Okiint Danmark Danm 10 20
09-08-21  Virphons Frigéende ute Blekinge Blek 1 10
09-08-25  Virphons Ekologisk Ostergotland  Ost2 1 10

Genetiskt sldktskapsanalys

Med AFLP-tekniken detekteras olika genfragment efter storlek (langd). Storleken hos de olika
fragmenten visualiseras som olika toppar i ett diagram och dar topphdjden ger ett matt pa antalet
fragment av en viss storlek. Vid tolkningen méste man foljaktligen fatta beslut om vilket gransvirde
som skall gélla for att erkdnna nérvaro eller frdnvaro av olika genfragment. I denna studie
utvérderades tre detektionsnivaer (50, 80 och 100) for varje enskilt prov, varefter vi drog slutsatsen att
griansvardet 80 gav ett konsekvent resultat, medan 50 som griansvérde producerade for mycket
bakgrundsbrus och 100 avvisade for mycket informativ data. Foljaktligen anvéndes 80-nivan som

gransvérde vid alla dvriga analyser.



Analysen av 60 spolmaskarna fran de sex honorna fran samma gérd (Jonk), gav mycket likartade
nivéer och monster for genetisk mangfald, oavsett frdn vilken hona som proverna hade insamlats fran.
Detta indikerar att de spolmaskar som insamlades fran olika honor var nérbesldktade med varandra nir
fdglarna hade vistats i samma anldggning. Detta innebér att det sannolikt inte spelade ndgon roll for

smittsparningen att proverna i de allra flesta fall endast hade tagits fran en hona per anldggning.

Resultaten fran analysen av tio spolmaskar fran enskilda honor fran lika manga anldggningar, visade
att den genetiska mangfalden var relativt likartad oavsett maskarnas ursprung (0,081-0,132). Aven
matningen av populationstrukturen (Fs = 0,130) indikerade att det fanns en relativt liten genetisk
variation mellan spolmaskar fran olika anldggningar. Denna berdkning stoddes dven av den laga
uppskattningen av de undersdkta spolmaskarnas mutationshastighet (4N, = 0,092), liksom av en
ganska 18g uppskattning av genflodet mellan de olika anldggningarna (N, = 1,68). Slutligen visade

testet for selektiv neutralitet att de undersokta spolmaskarna inte var utsatta for starkt genetisk urval.

Ost2_J10
Ost1_E9
Danm_H9 J Ost1_E4
sti_E3  (Sf1_E5
Kal1_B3| =
- osti_E7 [F5H1-E8
Osti_Fp/0st1_Ed
Stoc_F3 Kal1_B7 Kal1K_lI315 .
Kal1_B6 Kal‘? By Skan_C4
Xal1_B4 st2_J9
al{.B8
Kal1_B18 al1 \BR f st U3 Skan_C1, Skan_C10
\ /// Skah_CB SkaprC5
Ost2_J6 Ost2_Ja \\\ \\ / / Skan_C9
Skan_C2
Hall_D8 \\\\ /// - Danm_H2
2#. D7
Dandeﬂ?J Fall_D \ .. /////” Skan¥C8 Danm_H4
st2_J5 an>s \ V7
OS1_E6 ot Toa— x \\ “’/Il Danm. Ho
Hall_D5 = \ \/ //
Ost2_J1 - \: Ost1_E10
o Ost2_J2 S>> .\\\\\/ Danm_H3
Stoc_F1 , .,. ‘\\ — J K A1
Stoc_F4 \‘ //: \//1. g, on

//4.

R \ ~—— Jonk_A2
~ 4 \ tatl_D6
Sto?_olfe_ A 9‘/// ’ / \

A\

Danm_H5
Sk / L™ e a1
Stoc_F5 Ost2 _J7 ’ N\ areetlne
Stoc_F10 // \ Hall_ D3
N
// ‘ \ Danm_H8
aI2 &9 \ \Y A3
Kal2_G10 Kalszlg G \ onk_A10
- Jonk \aRNNk A9 Blek_I3
KalK { 4| Blek_I1
Kal2_G7 onk_A3 Ost2_J8
e 6HaII_DZBek 1BBlek_I7 jonk AY
N Blek_|4 Blgk_I5
Blek_I8
Blek_I2 Blek_l9 Jonk_A
Jonk_A6

Figur 3. Nétverksanalys baserad pd AFLP-fragment data fran 10 spolmaskar fran 10 anldggningar. Varje gren
representerar en enskild mask dér forsta delen av namnet representerar den anldggning som masken insamlades
fran (se tabell 3).

Trots sma genetiska skillnader mellan maskar frén olika anldggningar var det en 87% sannolikhet for

att korrekt identifiera vilken anldggning som varje spolmask kom frén, vilket tyder pé att det finns ett



konsekvent monster av genetisk variation inom och mellan gardar. Dessa monster undersoktes med
hjdlp av en ndtverkanalys av de genetiska avstdnden mellan de olika proverna, vilken illustreras i figur
3 och som visar att de enskilda spolmaskarna fran varje anldggning &r i stort grupperade efter
ursprung, dven om vissa maskar ibland 4r genetiskt sett helt olika frdn 6vriga maskar inom samma

grupp (exempelvis mask Ostl E10 grupperade inte med de andra maskar frdn samma anlédggning).

Ny kunskap och slutsatser
* Det fanns ingen tydlig skillnad mellan de konventionella och ekologiska flockarna som ingick i

projektet avseende antalet parasitigg som utskiljdes med trdcken, antalet spolmaskar som finns i
tarmen (parasitbdrda), eller hur infektionen utvecklades i flockarna. Daremot skiljde sig resultaten
at mellan olika flockar. Infektionsforloppet i en honsflock paverkas av flera sam- och motverkande
faktorer och kan variera avsevért mellan olika flockar.

* Flockarna som ingick i projektet smittades med stor sannolikhet efter leverans genom kvarvarande
dgg fran en tidigare honsomgang. Denna slutsats baseras pd att de forsta parasitdggen pavisades
efter att parasiten hade hunnit fullborda sin livscykel (vilket tar minst 4-6 veckor).

* Sanering och desinfektion ledde inte till att smittan eliminerades frdn honshusen, ddremot
forsenades smittillféllet i 2 av 3 flockar i hus som desinfekterats med klorokreosol
(Interkokask®RTU). Flock B kan ha smittats av dldre hons utomhus (héns frén olika flockar med
olika alder var ej atskilda utomhus pa denna gard).

* Avmaskning med flubendazol (Verminator™) avdddade alla parasiter i tarmlumen (inuti sjdlva
tarmen), men effekten var mycket kortvarig. Parasitidgg pavisades redan inom 2-4 veckor efter
avmaskning, vilket tyder p en sdmre effekt mot omogna larvstadier i tarmens slemhinna.

* Efter en tid tycks honorna utveckla en viss immunitet (motstdndskraft) mot spolmasken, vilket gér
att antalet parasitdgg sjunker i tracken. Véra resultat tyder dock pé att avmaskning med flubendazol
tycks stora denna immunitetsutveckling och i sjilva verket bidra till en hogre parasitbérda med
okad parasitidggutskiljning efter avmaskning jamfort med fore.

* Resultaten fran smittsparningen indikerade att spolmaskar frén olika anldggningar uppvisar sddan
grad av genetisk struktur som tyder pa att de varit isolerade fran varandra under tillrackligt 1ang tid
for att betraktas som genetiskt separerade isolat. Detta stodjer idén om att virphonsen i den forsta
delstudien med storsta sannolikhet smittades av en kvardrdjande stationdr smitta efter ankomst till

uppfodningsanldggningen.

Framtida forskningsbehov
* Mer kunskap behovs om effekterna av rengoring och desinfektion for att ytterligare bekréifta om

dessa dtgdrder kan minska det kvardrdjande smittrycket och anvéndas praktiskt.
* Den avmaskningsstrategi som tillimpas i dagsléget i Sverige har mycket kortvarig effekt och
forhindrar inte att honshuset och rastgirdar kontamineras med stora méngder parasitagg.

Avmaskningsstrategin behover optimeras och for detta kravs mer kunskap.



* Anvindning av avmaskningsmedel till virphons behdver analyseras ur ett hallbarhetsperspektiv.
Resultat frén besldktade parasiter hos andra djurslag visar att det kan finnas risk for
resistensutveckling mot flubendazol hos hénans spolmask. Detta vore mycket olyckligt med tanke
pa att det for ndrvarande bara finns ett avmaskningsmedel tillgédngligt. Ytterligare forskning behovs
for att bedoma risken och for att forhindra denna utveckling.

* Ytterligare analyser krdvs for att faststélla om avmaskningsmedlet flubendazol har effekt dven mot
spolmaskens larver som utvecklas i tarmvéggens slemhinna.

* Kunskapen om parasitens yttre stadier i miljon ar begrénsad. Sddan kunskap skulle kunna bidra till
att minska smittrycket i honsflockar. I ekologiska besdttningar krévs det dessutom 6kad kunskap
om den relativa betydelsen vad géller rastgardens betydelse jimfort med den smittspridning som
sker inomhus.

* Fortsatta genetiska studier skulle kunna avsldja férekomst och spridning av mutationer hos
tamhonans spolmask och som har visat sig vara ssmmankopplade med likemedelsresistens

(anthelmintikaresistens) hos andra nérbesldktade nematoder.

Rapportering
Resultat fran projektet har redovisats vid 2 tillféllen for representanter/aktorer inom fjdderfanéringen.

Dels for medlemmar i Stiftelsen Veterindr Fjdderfaforskning vid Projektradsmote fjaderfd vid SVA i
augusti 2010, dels i november 2010 i samband med Svenska Aggs kontaktdagar i Vixsjo. Ett manus &r

sammanstillt och skickades i december, 2010 for publicering till en granskad vetenskaplig tidskrift .

Erkdnnanden
Vi vill rikta ett varmt tack till djurdgarna som deltog i projektet liksom till forskningsingenjor Annie
Engstrom, BMA Daniel Martinsson och biostatisker David Morrison som har hjélpt till med den

populationsgenetiska undersdkningen.



