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Abstract

Unsupervised treatment of small ruminants with anthelmintics has led to anthelmintic resistance becoming a worldwide problem. Anthelmintic resistance against macrocyclic lactons has been proven in The Netherlands, but it is not clear how widespread the problem is. To determine this, a survey using Fecal Egg Count Reduction Tests (FECRT) and microscopic larval determination has started, with Haemonchus contortus being the main target of this research. Results: larvae developed from feces cultures before anthelmintic treatment are of various species. Larvae developed after anthelmintic treatment however, are mostly Haemonchus contortus. This confirms the suspicion that anthelmintic resistance in The Netherlands is not only apparent, but that it is mostly a problem of Haemonchus contortus species. A worrying development, as H. contortus can account for significant damage in the sheep business.
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Introductie

Resistentie tegen anthelmintica bij de kleine herkauwer is een wereldwijd probleem. Anthelminticumresistentie is onder andere aangetoond in Schotland, Zwitserland, Brazilië, India,  Maleisië,  Zuid-Afrika, Kenia, Australië en Nederland (Le Jambre et al. 1995, Singh et al 1997, Van Wyk et al. 1997, Waruiru et al. 1997, Chandrawathani et al. 2003, Schnyder et al. 2005, Sargison et al. 2007, Borgsteede 2009, Da Cruz et al. 2010).  
De huidige anthelmintica kunnen worden ingedeeld in drie groepen: de (pro)benzimidazolen, levamisol en macrocyclische lactonen (Wolstenholme et al. 2004, Borgsteede 2009). Tegenwoordig worden vooral anthelmintica uit de groep van de macrocyclische lactonen toegepast bij het ontwormen van schapen. Middelen uit deze groep bevatten onder andere ivermectine, moxidectine en doramectine. In het algemeen worden schapen al dan niet op vaste tijdstippen in het jaar (vaak na het aflammeren en halverwege de zomer) zonder mestonderzoek ontwormd. Dit zogenaamde “blind ontwormen” wordt al jaren toegepast. Door veelvuldig gebruik van anthelmintica is resistentie ontstaan bij nematoden tegen middelen uit alle drie groepen.  Ook zijn er zogenaamde MDR (Multi Drug Resistant) wormen ontstaan. Van Haemonchus contortus, een belangrijke nematode in de schapenhouderij die veel schade aan kan richten, is bekend dat deze een MDR worm is op verschillende plaatsen in de wereld (Kaplan et al. 2004, Wolstenholme et al. 2004).

De mechanismen die bepaalde wormen en wormsoorten resistent maken zijn onduidelijk, maar er zijn wel enkele mogelijkheden bekend. Zo denkt men dat de genen die resistentie veroorzaken al in zeer lage frequentie in een helminthen populatie aanwezig zijn (Le Jambre 1978). Verder ontstaan in de natuur random mutaties: toevallige wijzigingen in genen die kunnen leiden tot een grotere overlevingskans van de wormen die deze mutatie bevatten, ten opzichte van wormen die de mutatie niet bevatten (Papadopoulos 2008). De mate waarin wormen anthelmintische behandelingen overleven wordt bepaald door vele factoren, waar genen slechts een onderdeel van zijn. Andere factoren zijn bijvoorbeeld: frequentie en timing van behandeling met anthelmintica, dosis, levensverwachting van adulte nematoden, grootte van het deel van de wormpopulatie dat wordt blootgesteld ten opzichte van het deel van de populatie dat niet bereikt wordt (doordat deze zich ten tijde van behandeling niet in het schaap bevinden) (Prichard et al. 1980, Vidyashankar 2007). 
Er is een beperkt aantal manieren waarop een helminth resistentie tegen anthelmintica kan bewerkstelligen: de moleculaire structuur kan veranderd worden, zodat het anthelminticum niet langer kan aangrijpen; het metabolisme kan veranderd worden waardoor het middel niet geactiveerd kan worden, of het wordt geïnactiveerd of verwijderd; verdeling van het middel in de worm wordt aangepast zodat de plaats waar het middel inwerkt niet bereikt wordt; of de zogenaamde ‘target genes’ waar het middel aangrijpt worden vermenigvuldigd waardoor de werking van het middel wordt overwonnen (Wolstenholme et al. 2004, Von Samson-Himmelstjerna et al. 2005). Resistentie tegen hetzelfde anthelminticum kan bij verschillende wormsoorten op verschillende wijze verkregen worden (Von Samson-Himmelstjerna et al. 2005).  
Verder is er nog het probleem van kruisresistentie. Het is gebleken dat parasieten die resistent zijn voor een macrocyclisch lacton als ivermectine, vaak ook resistent zijn tegen andere middelen uit dezelfde groep (Wolstenhole et al. 2004).
Ook lijkt het erop dat resistentie niet terug te draaien is. Een wormsoort die eenmaal resistentie tegen een anthelminticum ontwikkeld heeft, lijkt niet op een later moment weer gevoelig te kunnen worden voor dat anthelminticum (Kaplan 2004).

In Nederland is zeer recent bij drie schapenhouderijen resistentie aangetoond tegen ivermectine (Borgsteede 2009). Het betrof hier bedrijven die al werden verdacht van het aanwezig zijn van ivermectine resistentie. De vraag is echter hoezeer deze resistentie verspreid is, wat de werkzaamheid van anthelmintica nog is en welke wormsoorten resistent zijn. Dit onderzoek is een onderdeel van een survey naar resistentie tegen veelgebruikte anthelmintica in de Nederlandse schapenhouderij. Het doel is inzicht te verkrijgen in de omvang en aard van de resistentieproblematiek in Nederland. Hierbij wordt gebruikt gemaakt van een FECRT (Fecal Egg Count Reduction Test) om te bepalen wat de reductiepercentages van eieren in feces van individuele dieren zijn na anthelmintische behandeling (ivermectine) (Coles et al. 2006, Vidyaschankar et al. 2007, Demeler et al. 2010, El-Abdellati et al. 2010). Daarnaast wordt de mest gekweekt om te bepalen wat de verhoudingen van wormsoorten in de mest zijn en of deze verhoudingen verschuiven na anthelmintische behandeling. Uitslagen van het onderzoek naar wormeieren met behulp van FECRT worden in detail beschreven in het verslag van A. van Veenhuisen (Van Veenhuisen 2011). 
Dit verslag beschrijft de technieken en uitslagen van de larvenidentificatie.
Materialen en Methoden

Opzet studie en herkomst monsters
De monsters voor de survey zijn genomen in de periode van mei tot en met juli 2011.

Voor de FECRT werd het volgende protocol aangehouden:

· Dag x: mengmonster verzamelen van lammeren en/of ooien bij veehouder: lopen door de wei en oprapen van vers gevallen mest. Enquête over ontwormgeschiedenis invullen met de veehouder.
De monsters werden meteen na het rapen bewaard in een koelbox met koelelementen en vervoerd naar de faculteit, waar ze verwerkt werden of in de koelkast bij 4˚C werden bewaard gedurende maximaal drie dagen.

· Dag x of x+1: tellen van wormeieren met McMaster techniek met een detectielimiet van 50 EPG. Als de EPG ≥ 300: bellen van veehouder om afspraak te maken voor een FECRT.

· Dag 0: Eerste deel FECRT (FECRT 1). Afname van 20 individuele mestmonsters van lammeren en/of ooien, ontwormen (oraal) van de dieren met ivermectine (Oramec®) met een dosis van 2,5 ml per 10 kg. Het gewicht van de dieren werd hierbij geschat en naar boven afgerond, om onderdosering te voorkomen. 
Monsters werden opnieuw bewaard in de koelbox met koelelementen, en werden zo snel mogelijk in de koelkast gestopt om te bewaren totdat de McMaster uitgevoerd kon worden.

Dezelfde dag, of in ieder geval binnen drie dagen: verwerken van de monsters. Eitellingen met McMaster techniek en inzetten van kweek (5 gram en bulk) bij 28 ˚C. 

· Dag 10-14: tweede deel FECRT (FECRT 2). Verzamelen van individuele monsters van zoveel mogelijk van de 20 bemonsterde dieren. 
Monsters werden opnieuw bewaard in de koelbox met koelelementen, en werden zo snel mogelijk in de koelkast gestopt om te bewaren tot de McMaster uitgevoerd kon worden.

Dezelfde dag, of in ieder geval binnen drie dagen: verwerken van de monsters. Eitellingen met McMaster techniek en inzetten van kweek (5 gram en bulk) bij 28 ˚C.

FECRT

Na uitvoeren van het tweede deel van de FECRT kan een reductiepercentage berekend worden volgens de formule R = 100 x (1-Xt/Xc) waarbij Xt de gemiddelde EPG van FECRT 2 en Xc de gemiddelde EPG van FECRT 1 is.

Larvenkweek

De eieren in de feces werden gekweekt tot infectieuze L3 larven in jampotjes met het deksel er los op liggend om voldoende zuurstof bij de mest te laten. Mest die erg dun was, werd gemengd met houtsnippers om te zorgen voor voldoende zuurstoftoevoer. Feces werd gekweekt bij 28 ˚C in de stoof gedurende 7 dagen. Het tweede deel van de monsters, dat later in de monstername periode is verzameld, is gekweekt bij kamertemperatuur gedurende 10 dagen, doordat de stoof niet gebruikt kon worden.

Na kweken werden de jampotjes gevuld met kraanwater en op een Petrischaal (doorsnede 9 cm) omgekeerd. Het geheel bleef op deze manier een dag staan om de larven de kans te geven naar beneden te migreren. Na een dag werd de vloeistof afgegoten in een 50 ml Falconbuis. De Petrischaal werd twee maal omgespoeld en de inhoud werd eveneens in een Falconbuis gegoten. De Falconbuis werd in een rekje in de koelkast (4˚C) geplaatst. Na 24 uur of langer, als de larven naar de bodem gezakt waren, werd de vloeistof afgezogen totdat er nog een laag vloeistof van ca. 5-10 ml in het onderste deel van de buizen overbleef.
Larvenidentificatie

Voor de larvenidentificatie werd een buis geselecteerd met een gekweekt monster uit de FECRT. Larven werden met een Pasteurse pipet opgezogen uit de punt van de Falconbuis en er werd een volle pipet op een embryoglaasje gebracht. Vervolgens werden de larven gekleurd met twee druppels jodium (5% I2, 10% KI in H2O). Na enkele minuten –als de larven niet meer bewogen onder de microscoop– werd een druppel van de substantie op een voorwerpglaasje aangebracht, waarna een druppel natriumthiosulfaat (40 gram per liter aquadest) werd toegevoegd en een dekglaasje werd opgebracht. De larven werden vervolgens onder de microscoop geïdentificeerd aan de hand van de totale lengte (μm) en staartlengte (μm) van de larve (Anonymous, Georgi 1985). Op deze manier werd van elke FECRT honderd larven (of zoveel larven er te vinden waren in het monster) at random geteld en ingedeeld bij de wormsoort waartoe ze behoorden. 
Statistiek

De percentages van de wormsoorten die voorkomen in de kweken volgen uit de tellingen bij de larvenidentificatie. Van elke wormsoort is hierna berekend welke percentages wormsoorten gemiddeld aangetroffen worden op schapenbedrijven in Nederland met de formule 
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= ∑x / n.
Vervolgens is de boven- en ondergrens van het 95%-betrouwbaarheidsinterval van elke wormsoort bepaald met de formule [image: image2.png]
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+ t0.05 s/√n).
Resultaten

Tabel 1 bevat de resultaten van de larvenidentificaties van het eerste deel van de FECRT. De schapen waren op dat moment nog niet ontwormd. 
Tabel 1: Verdeling soorten helminthen die voorkomen  in de feceskweken van het eerste deel van de FECRT.

	Algemene gegevens
	Helminth species (%)

	Sch.h.
	Ooi/ lam
	EPG
	S
	C
	H
	O
	T
	N
	C
	Oe
	B
	Totaal

	A
	Lam
	2763
	0
	0
	100
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	100

	B*1
	Lam
	339
	0
	0
	25
	37
	12
	1
	16
	9
	0
	100

	C*2
	Ooi 
	550
	2
	0
	38
	9
	16
	0
	29
	3
	3
	100

	D
	Lam
	650
	4
	0
	7
	57
	32
	0
	0
	0
	0
	100

	E
	Ooi
	1089
	0
	0
	81
	2
	4
	0
	7
	1
	5
	100

	E*
	Ooi
	975
	0
	0
	81
	2
	4
	0
	7
	1
	5
	100

	F
	Ooi
	883
	0
	0
	96
	0
	0
	0
	1
	0
	3
	100

	G
	Lam
	989
	0
	0
	90
	3
	7
	0
	0
	0
	0
	100

	H
	Lam
	1183
	0
	0
	93
	3
	4
	0
	0
	0
	0
	100

	Gem. %
	
	
	0.7
	0
	67.9
	12.6
	8.8
	0.1
	6.7
	1.6
	1.8
	100

	95% B.on
	
	
	0
	0
	45.1
	0
	2.1
	0
	0.1
	0
	0.3
	

	95% B.bo
	
	
	1.6
	0
	90.7
	25.8
	15.4
	0.3
	13.2
	3.5
	3.2
	


*= onbehandeld

*1= veel Strongyloides spp.
*2= H. contortus vaak langer dan normaal 

Sch.h.= schapenhouder; EPG=gemiddelde EPG van de fecesmonsters; Gem.%= gemiddelde percentages wormsoorten bij schapenbedrijven; 95% B.on= ondergrens van 95%-betrouwbaarheidsinterval; 95% B.bo= bovengrens van 95%-betrouwbaarheidsinterval.
S= Strongyloides spp., C=Cooperia spp., H=Haemonchus contortus, O=Ostertagia spp. (Teladorsagia circumcincta), T=Trichostrongylus spp., N=Nematodirus spp., C=Chabertia spp., Oe=Oesophagostomum spp., B=Bunostomum spp. 

Gemiddeld kan men op schapenbedrijven in Nederland 67.9% Haemonchus contortus vinden als men monsters afneemt in de periode van mei tot en met juli. Andere wormsoorten komen in mindere mate ook voor. Het gaat dan vooral om 12.6% Ostertagia spp., 8.8% Trichostrongylus spp. en 6.7% Chabertia spp..
Als met deze gegevens een 95%-betrouwbaarheidsinterval berekend wordt, blijkt dit voor de meest voorkomende wormsoorten een erg breed interval te zijn. 
Als men een smaller 95%-betrouwbaarheidsinterval wil vinden voor de meest voorkomende H. contortus, dan kan de hoeveelheid monsters die hiervoor genomen moet worden globaal berekend worden. Er volgt uit berekening met de formules SEM = s/√n en x±t0.05 s/√n = (x - t0.05 s/√n, x + t0.05 s/√n) waarbij aangenomen wordt dat het 95%-betrouwbaarheidsinterval 5% boven en onder het gemiddelde mag liggen, dat hiervoor ongeveer 187 monsters nodig zijn (Petrie et al. 2006). 
Tabel 2 bevat de resultaten van de larvenidentificaties van het tweede deel van de FECRT, die tien tot veertien dagen na ontwormen met ivermectine is uitgevoerd.

Tabel 2: Verdeling soorten helminthen die voorkomen in de feceskweken van het tweede deel van de FECRT.

	Algemene gegevens
	Helminth species (%)

	Sch.h.
	Ooi/lam
	EPG
	Red. %
	S
	C
	H
	O
	T
	N
	C
	Oe
	B
	Totaal

	A
	Lam
	8235
	-198
	0
	0
	100
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	100

	B*1
	Lam
	5.9
	98
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	C*2
	Ooi 
	430
	22
	0
	0
	66
	12
	8
	3
	11
	0
	0
	100

	D*3
	Lam
	23
	96
	0
	0
	27
	40
	33
	0
	0
	0
	0
	100

	E
	Ooi
	255
	77
	0
	0
	96
	0
	2
	0
	0
	0
	2
	100

	E*
	Ooi
	967
	1
	0
	0
	99
	0
	1
	0
	0
	0
	0
	100

	F
	Ooi
	442
	50
	0
	0
	98
	0
	0
	0
	2
	0
	0
	100

	G
	Lam
	236
	76
	0
	0
	98
	0
	1
	0
	1
	0
	0
	100

	H
	Lam
	2862
	-142
	0
	0
	99
	0
	0
	0
	0
	0
	1
	100

	Gem.%
	
	
	
	0
	0
	92.8
	2
	1.8
	0.5
	2.3
	0
	0.5
	100

	95% B.on
	
	
	
	0
	0
	82.3
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	

	95% B.bo
	
	
	
	0
	0
	100
	5.9
	4.3
	1.5
	5.8
	0
	1.2
	


*= onbehandeld

*1= veel Strongyloides spp.
*2= H. contortus vaak langer dan normaal

*3= slechts 15 larven geïdentificeerd  

Sch.h.= schapenhouder; EPG=gemiddelde EPG van de fecesmonsters; Gem.%= gemiddelde percentages wormsoorten bij schapenbedrijven; 95% B.on= ondergrens van 95%-betrouwbaarheidsinterval; 95% B.bo= bovengrens van 95%-betrouwbaarheidsinterval.

S= Strongyloides spp., C=Cooperia spp., H=Haemonchus contortus, O=Ostertagia spp. (Teladorsagia circumcincta), T=Trichostrongylus spp., N=Nematodirus spp., C=Chabertia spp., Oe=Oesophagostomum spp., B=Bunostomum spp. 

Bij berekening van de gemiddelde percentages wormsoorten en het 95%-betrouwbaarheidsinterval zijn alleen de relevante gegevens gebruikt. Dit betekent dat bedrijven B (geen larven geïdentificeerd), D (slechts 15 larven geïdentificeerd) en E* (deze ooien vormden een controlegroep en zijn niet ontwormd) niet meegenomen zijn in de berekeningen. Berekeningen zijn dus gebaseerd op zes van de acht schapenbedrijven.

Gemiddeld kan op 75% van de schapenbedrijven in Nederland  92.8% Haemonchus contortus gevonden worden na ontwormen met ivermectine als men monsters afneemt in de periode van mei tot en met juli. Andere wormsoorten komen in geringe mate ook voor, zoals 5.9% Ostertagia spp. en 5.8% Chabertia spp..
Het 95%-betrouwbaarheidsinterval is hier smaller dan bij het eerste deel van de FECRT. Als men nu een 95%-betrouwbaarheidsinterval wil berekenen dat 5% onder en boven het gemiddelde van H. contortus ligt, volgt hieruit dat ongeveer 27 monsters nodig zijn.

Grafieken 1 en 2 geven de verdeling van de percentages van soorten helminthen in het eerste en het tweede deel van de FECRT weer.
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Grafiek 1: Percentages soorten helminthen in de feceskweken van het eerste deel van de FECRT.
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Grafiek 2: Percentages soorten helminthen in de feceskweken van het tweede deel van de FECRT.
Bij vergelijking van de percentages van de soorten helminthen die voorkomen voor en na ontwormen blijkt dat hoewel er veelal een menginfectie bestaat voordat ontwormd wordt, er na het ontwormen voornamelijk nog Haemonchus contortus aan te tonen is. Dit komt ook duidelijk naar voren bij vergelijking van grafiek 1 en 2. 

Vergelijking met de reductiepercentages uit de FECRT laat zien dat bij dieren van bedrijven waar voornamelijk H. contortus aangetoond werd na ontwormen, ook in meer of mindere mate resistentie tegen ivermectine aangetoond werd. 

Discussie
Onderzoekstechnieken
Een groot aantal zaken kan de uitkomst van dit onderzoek beïnvloeden. De technieken die toegepast zijn, zijn niet feilloos en uitvoering van zaken door verschillende personen en in verschillende laboratoria en landen kan leiden tot verschillen in uitkomsten die er theoretisch niet zouden moeten zijn (Coles et al. 2006). 
Hier volgt een aantal opmerkingen die de uitkomst van het onderzoek mogelijk hebben kunnen beïnvloeden.

· Het onderzoek naar wormresistentie is gestart in mei. Zo vroeg in het jaar is er nog een opbouw van infectie, waardoor er nog weinig Haemonchus contortus wormen zijn die eieren uitscheiden. Dit was ook te merken aan het aantal bedrijven dat bij de screening is afgevallen omdat de EPG te laag was om een FECRT te kunnen uitvoeren. De resultaten van de FECRT zijn mogelijk beïnvloed omdat de worminfectie zich nog in deze opbouwfase bevond, maar ook de percentages larven die bij de identificatie werden gevonden kunnen hierdoor verschoven zijn. In het voorjaar geven wormsoorten als Nematodirus spp. meer problemen in de schapenhouderij, terwijl schade door Haemonchus contortus pas in de zomer optreedt. Hoewel de uitslagen van de eerste en de tweede FECRT van één bedrijf nog steeds met elkaar vergeleken kunnen worden, wordt het moeilijker om een betrouwbare vergelijking tussen bedrijven onderling te maken omdat deze in verschillende periodes bemonsterd zijn. Dit geldt ook voor de uitslag van de larvenidentificatie: in het voorjaar kunnen de percentages verschillen van die in de zomer. 

· Gemiddelde percentages wormsoorten die gevonden kunnen worden op bedrijven in Nederland als men monsters verzamelt in de periode mei tot en met juli, zoals aangegeven in tabel 1 en 2, kunnen een vertekend beeld geven. Het voorkomen van bepaalde soorten wormen op een bedrijf is namelijk niet volledig onafhankelijk van elkaar. Verschillende factoren, zoals schapenrassen die mogelijk wat meer resistent zijn voor de ene wormsoort dan de andere, leeftijd van de dieren en voeding kunnen de verdeling van de soorten wormen die men vindt beïnvloeden. De percentages kunnen wel een schatting geven van wat men kan verwachten als men monsters neemt op een bedrijf in deze periode.
· De feces die werd verzameld tijdens de FECRT werd van de grond opgeraapt kort nadat het dier het had laten vallen. Er is gekozen voor deze manier van werken, omdat rectaal verkrijgen van feces bij schapen en zeker bij lammeren moeilijk en grofstoffelijk werk is. Om niet onnodig veel stress te veroorzaken is gekozen voor oprapen van de mest van de grond, maar dit heeft wel geleid tot contaminatie van de feces, zeker als er maar weinig keutels gevallen waren of de mest erg dun was. In sommige gevallen, waarbij de grond al bezaaid was met feces, is het mogelijk dat de feces van individuele dieren met die van andere dieren vermengd is en ook dat de feces van lammeren met die van ooien vermengd is. In het geval dat de feces op de grond een zeer hoge eitelling bevatte, is dus niet te garanderen dat de geraapte feces alleen eieren uit het dier zelf bevatte. Mogelijk heeft dit de uitkomst van de FECRT en de kweken beïnvloed. Er vanuit gaande dat binnen een populatie de dieren ongeveer gelijke percentages wormen hebben, zal dit echter de percentages van wormsoorten bij identificatie niet sterk veranderd hebben.
· De feces die verzameld werd tijdens de monstername voor de FECRT, werd bewaard in plastic zakjes in een koelbox met koelelementen, totdat deze verwerkt of in de koelkast  bewaard kon worden. Verder werden de monsters van verschillende bedrijven vaak verschillend behandeld. Soms was het mogelijk de feces binnen enkele uren te verwerken, soms is de feces tot drie dagen in de koelkast bewaard. Soms werd feces ook langer in de koelbox bewaard dan op andere momenten. De behandeling van de individuele monsters is niet vastgelegd. Door deze verschillende behandeling van de feces, wisselend weer ten tijde van monstername (en dus hogere of lagere temperatuur in de koelbox), en het niet registreren van de behandeling van de monsters, zijn mogelijk wijzigingen ontstaan in eitellingen en percentages uit de eieren ontwikkelde larven (McKenna et al. 1998, Nielsen et al. 2010). Het is bekend dat eieren van Ostertagia spp. en Trichostrongylus spp. beter bestand zijn tegen koude (bewaren bij 4˚C), dan eieren van Cooperia spp. en Haemonchus contortus (McKenna et al. 1998). Het is dus mogelijk dat de wijze van bewaren de ontwikkeling van de eieren beïnvloed heeft, waardoor niet alleen meer of minder eieren tot ontwikkeling zijn gekomen, maar ook de percentages van de verschillende wormsoorten licht verschoven zijn doordat sommige wormsoorten beter tegen de omstandigheden bestand waren dan andere.

· Bij het kweken van de feces kon op een gegeven moment door omstandigheden geen gebruik meer gemaakt worden van de stoof. Toen is besloten de monsters in plaats van zeven dagen in de stoof bij 28˚C, nu tien dagen bij kamertemperatuur te gaan kweken. Dit heeft mogelijk de ontwikkeling van de eieren en dus de percentages van aanwezige wormsoorten beïnvloed. Deze gewijzigde omstandigheden zijn niet alleen niet geregistreerd, maar de verschillende kweken zijn ook met elkaar vergeleken. Het is echter onwaarschijnlijk dat dit heeft geleid tot grote verschillen in de percentages wormsoorten die bepaald zijn, aangezien wormeieren bij 10-20˚C in 2 tot 5 dagen ontwikkelen tot infectieuze L3 larven. Bij 20-30˚C kunnen ze zelfs in 1 dag ontwikkelen (Nielsen et al. 2010). De aangehouden tien dagen kweken bij kamertemperatuur, wat in ieder geval tussen 10 ˚C en 20 ˚C zal liggen, zou dus zeker lang en warm genoeg moeten zijn voor de eieren om te ontwikkelen tot het L3 stadium.
· De consistentie van de verschillende mestmonsters wisselde sterk. Erg natte mest is gemengd met houtsnippers om meer zuurstof toe te laten voor betere ontwikkeling van de eieren, maar het is mogelijk dat dit niet voldoende heeft gewerkt. Dit zou kunnen leiden tot minder ontwikkeling van eieren in nattere mestmonsters, wat mogelijk heeft geleid tot minder larven om te tellen bij identificatie. Ook is het mogelijk dat sommige wormsoorten beter ontwikkelen onder deze minder gunstige omstandigheden dan andere wormsoorten, wat zou kunnen leiden tot een lichte verschuiving van de percentages bij de larvenidentificatie.

· Verschil in de conditie van het dier kan de farmacokinetica en farmacodynamica van het gebruikte ivermectine beïnvloeden. Ook kan verschil in leeftijd, sekse en het dieet van de schapen de output van wormeieren beïnvloeden (Vidyaschankar et al. 2007). Als de aantallen eieren hierdoor beïnvloed worden, is het ook mogelijk dat de verhoudingen van output van eieren door de verschillende wormsoorten enigszins verandert. Dit zou kunnen leiden tot verschuivingen van de wormpercentages na kweken van de feces en identificatie van de larven. Het is echter onwaarschijnlijk dat dit tot dusdanig grote verschillen zal leiden, dat de conclusie van het onderzoek ongeldig wordt.

· Haemonchus contortus is van oorsprong een nematode uit subtropisch klimaat. Om deze reden wordt aangenomen dat H. contortus de winter niet kan overleven in Nederland, omdat hij niet bestand is tegen de lage temperaturen. Het is echter mogelijk dat H. contortus wel de winter overleeft in een hypobiotisch L4 stadium, in het abomasum. Tijdens de lente wordt de ontwikkeling voortgezet tot een volwassen worm. Het is mogelijk dat ontwormmiddelen die tijdens de lente worden toegediend, de hypobiotische L4 larven niet bereiken ook al zijn ze wel gevoelig (Sargison et al. 2007). Theoretisch gezien is het dus mogelijk dat bij de start van de FECRT bij de ooien, begin mei, gevoelige wormen niet gedood zijn door de behandeling met ivermectine. Deze wormen ontwikkelen vervolgens en beïnvloeden mogelijk de uitkomst van de FECRT, maar ook die van de larvenidentificatie. Het lijkt dan dat er nog eieren en dus ook larven aanwezig zijn na ontwormen, terwijl deze afkomstig zijn van niet bereikte wormen. Het voorjaar van 2011 was echter ongewoon warm, waardoor het niet waarschijnlijk is dat er in mei van dat jaar nog hypobiotische L4 larven aanwezig waren. Deze zullen, als ze al aanwezig waren, dan al ontwikkeld zijn tot volwassen nematoden door de hoge temperaturen zo vroeg in het jaar. Bovendien heeft het weer wel enige invloed op het in ontwikkeling komen van de hypobiotische L4 larven, maar is het niet de belangrijkste invloed. Dit is namelijk de relaxatie van de weerstand van de ooi rondom het aflammeren. Aangezien de ooien in mei al enige tijd geleden afgelammerd hadden, zullen de hypobiotische larven al ontwikkeld zijn tot infectieuze volwassen wormen. Hoewel theoretisch mogelijk, is het dus zeer onwaarschijnlijk dat het laat in ontwikkeling komen van deze larven de uitkomst van de FECRT en identificatie heeft kunnen beïnvloeden.  
Mogelijkheden voor verder onderzoek
· Monsters en feceskweken zijn tijdens dit onderzoek verschillend behandeld (zoals de duur van bewaren in koelbox en koelkast en het kweken onder verschillende omstandigheden). Het is in de praktijk vaak niet mogelijk alle monsters exact hetzelfde te behandelen. Om dit probleem toch te ondervangen is het daarom belangrijk dat de monstername en behandeling van de monsters nauwkeurig geregistreerd wordt. Als het volledige proces in kaart is gebracht, kunnen mogelijke verschillen aan het licht gebracht worden. 

· Voor ontwikkeling van eieren tot infectieuze L3 larven zijn temperatuur en zuurstof belangrijke factoren. Het is daarom mogelijk zinvol om bij een volgend onderzoek de feces zo snel mogelijk na afname te koelen tot 4˚C. Er is discussie over het anaeroob bewaren van de feces (in water), of dit ook zinvol is zou nog onderzocht moeten worden (McKenna et al. 1998, Demeler et al. 2010, Nielsen et al. 2010) . In ieder geval is het de bedoeling dat wordt voorkomen dat eieren kunnen ontwikkelen. Omdat de monsters vanuit praktisch oogpunt soms enige uren in de koelbox bewaard moeten worden, zou het beter zijn een zo groot mogelijke koelbox met meer dan twee koelelementen te gebruiken. De monsters liggen dan naast elkaar in plaats van bovenop elkaar, waardoor ook de monsters die eerst bovenop lagen nu goed gekoeld worden. 
Idealiter zou de feces meteen verwerkt moeten worden, zodat altijd verse feces gekweekt wordt (McKenna et al. 1998). Helaas is dit in de praktijk vaak niet mogelijk en zal moeten worden volstaan met zo goed mogelijk bewaren van de feces totdat deze verwerkt kan worden.
· Larvenidentificatie is geen eenvoudige klus, het kost veel tijd en het vergt oefening om het onder de knie te krijgen. Ook het meten van de totale lengte en de staartlengte van de larve is soms moeilijk, omdat larven regelmatig opgerold liggen. 
Het is mogelijk dat de percentages van de verschillende wormsoorten zijn beïnvloed door meetfouten. Hoewel het onwaarschijnlijk is dat het hier om significante verschuiving van de uitslagen gaat, is het wel mogelijk om de larvenidentificatie betrouwbaarder te maken met behulp van de PCR techniek. Een nadeel hiervan is echter dat er minimaal 100 larven geïdentificeerd moeten worden in een PCR, wat de uitvoering van deze techniek erg duur maakt. Het is dus geen optie voor routineonderzoek naar resistentie bij wormen (Von Samson-Himmelstjerna et al. 2005).

· Tijdens dit onderzoek is bij de geteste ooien een aantal dieren onbehandeld gelaten, om natuurlijke afname van wormei uitscheiding te kunnen bepalen. Het viel bijvoorbeeld bij de FECRT op dat wanneer de lammeren van de ooien in de periode tussen de eerste en tweede monstername gespeend werden, de eitellingen ook bij onbehandelde ooien daalde. Bij de lammeren is het ook mogelijk dat eitellingen dalen zonder dat dieren behandeld worden. Dit kan vele oorzaken hebben, variërend van daling door verbetering van conditie (afname van ziektes, betere voeding, minder stress door het mengen van koppels) tot opbouw van resistentie. Tijdens dit onderzoek is dit voor de lammeren buiten beschouwing gelaten. Bij een volgend onderzoek zou het zinvol zijn om wel een groep lammeren onbehandeld te laten (Coles et al. 2006, Papadopoulos 2008).
· Ivermectine zorgt voor suppressie van de uitscheiding van eieren door de worm. Mogelijk houdt deze suppressie meer dan tien dagen aan (Le Jambre et al. 1995, Papadopoulos 2008). Als na tien dagen het tweede deel van de FECRT wordt uitgevoerd, lijken sommige wormen dus gevoelig voor ivermectine, terwijl in werkelijkheid de uitscheiding van eieren enkele dagen later weer op gang komt. Dit kan de uitslag van de FECRT en ook die van de percentages wormsoorten bij identificatie beïnvloed hebben. Mogelijk is het beter om bij een volgend onderzoek het tweede deel van de FECRT na veertien tot zeventien dagen uit te voeren, in plaats van na tien tot veertien dagen.
· Bij berekening van het 95%-betrouwbaarheidsinterval van de gegevens bleek dat dit erg breed is. Een smaller interval is wenselijk en dus is berekend hoeveel monsters je hiervoor nodig zou hebben. Uit deze berekeningen volgt dat voor de eerste deel van de  FECRT 187 monsters nodig zouden zijn en voor het tweede deel 27. In Nederland zijn er ongeveer 1,4 miljoen schapen bij 14000 schapenhouders. De hoeveelheid monsters die je zou moeten nemen om met grote betrouwbaarheid aan te kunnen geven wat de percentages wormsoorten zijn die voorkomen bij schapen in Nederland in de periode van mei tot en met  juli is dus nog relatief klein. Maar wat wel moet worden opgemerkt is dat 187 monsters identificeren betekent dat je 18700 larven moet meten en indelen naar wormsoort. Dit is een grote hoeveelheid larven en dus is dit zeer arbeidsintensief. Het is de vraag of een zo grote betrouwbaarheid haalbaar is en of het dus wenselijk is om dit met zo grote nauwkeurigheid te onderzoeken. Het is waarschijnlijk zinvoller om in dit geval genoegen te nemen met een breder 95%-betrouwbaarheidsinterval. In het geval van het tweede deel van de FECRT, na ontwormen, is het 95%-betrouwbaarheidsinterval een stuk kleiner. 27 monsters nemen is in dit geval wel praktisch uitvoerbaar.


Conclusie

Resistentie tegen ivermectine is reeds aangetoond in Nederland, maar de aard en omvang van het probleem moet nog in kaart gebracht worden. In deze survey is met behulp van een FECRT  vastgesteld dat er, zeer waarschijnlijk zelfs grootschalige, resistentie tegen ivermectine bestaat. 

Uit de feceskweken en microscopische larvenidentificatie bleek dat er voor ontwormen met ivermectine meestal een menginfectie bestaat van verschillende wormsoorten. Na ontwormen is echter vooral Haemonchus contortus aan te tonen. Dit is het geval bij de bedrijven met een reductiepercentage dat lager is dan 95%. Dit betekent dat vooral Haemonchus contortus resistentie vertoont tegen ivermectine. 

Hoewel deze gegevens een duidelijke trend aangeven, geven de berekende  95%-betrouwbaarheidsintervallen aan dat meer gegevens verzameld zullen moeten worden om deze conclusie toe te kunnen passen op schapenbedrijven in heel Nederland. 

Het is mogelijk dat aanwezigheid van lage percentages andere wormsoorten na ontwormen ook voortkomt uit resistentieontwikkeling bij die soorten. Het is echter ook mogelijk dat deze lage percentages voortkomen uit wormeieren die de feces bij het oprapen gecontamineerd hebben. 

Er kan dus geconcludeerd worden dat resistentie tegen ivermectine in Nederland voornamelijk voorkomt bij Haemonchus contortus. Dit is een zorgwekkende ontwikkeling, aangezien deze helminth voor grote schade in de Nederlandse schapenhouderij kan zorgen.
Mogelijkheden om anthelminticumresistentie tegen te gaan

Na het afnemen van de enquête bij het eerste bezoek aan de schapenhouders kon geconcludeerd worden dat er ook nog genoeg mogelijkheden waren om de resistentieontwikkeling te vertragen zonder het gebruik van anthelmintica. Het bleek namelijk dat veel schapenhouders niet altijd maatregelen namen om insleep en ontwikkeling van resistente wormsoorten te voorkomen of in ieder geval te verminderen. Hoewel dit niet onderdeel is van het onderzoek, is het toch interessant om kort wat punten aan te geven waarop schapenhouders winst zouden kunnen behalen in de strijd tegen resistentieontwikkeling. 

· Nieuw aangevoerde dieren, zoals dekrammen, kunnen het best eerst twee weken in quarantaine geplaatst worden en ontwormd worden op basis van een kwantitatief fecesonderzoek. Op deze manier wordt insleep van resistente wormen in een populatie gevoelige wormen voorkomen.
· Idealiter zouden alleen dieren die eieren uitscheiden ontwormd moeten worden. Omdat het in de praktijk onmogelijk is van individuele schapen mestonderzoek te doen, is het beste alternatief een mestonderzoek van een mengmonster van minimaal tien ooien en/of lammeren uit de koppel. Dit mestonderzoek moet kwantitatief zijn, dus uitgevoerd worden met de McMaster techniek. Het is wel mogelijk om schapenhouders zelf te leren wormonderzoek uit te voeren. Dit bespaart hen geld en het motiveert ook om alleen te ontwormen op basis van mestonderzoek en zo dus resistentieontwikkeling te vertragen.
· Regelmatig verweiden van de dieren zorgt voor een lagere infectiedruk. Bij een zeer lage infectiedruk hoeven de dieren weinig ontwormd te worden. Indien het mogelijk is de dieren in het voorjaar elke drie en in de zomer elke twee weken te verweiden, hoeft er mogelijk geheel niet ontwormd te worden (Eysker et al. 2005).
· Het is mogelijk te bepalen of op een bedrijf resistentie tegen het gebruikte anthelminticum bestaat. Verdenking kan zelfs door de schapenhouder zelf bepaald worden door mengmonsters voor en na behandeling van de koppel te nemen en een eitelling uit te voeren. Bij verdenking kan een meer uitgebreid onderzoek worden uitgevoerd door de dierenarts, waarna bepaald kan worden of er moet worden overgegaan op een ander anthelminticum. Op deze manier worden de nieuwste anthelmintica, waartegen nog geen resistentie bestaat, alleen toegepast op bedrijven die dit nodig hebben. Resistentieontwikkeling tegen deze nieuwe anthelmintica wordt zo sterk vertraagd.
· Sommige schapenhouders gaven in de enquête aan dat zij het idee hebben dat lammeren van de ene ram beter bestand zijn tegen worminfecties dan lammeren van een andere ram. Er is onderzoek gedaan naar de mogelijkheid om dieren te fokken die een betere resistentie tegen worminfecties hebben (Eysker et al. 2000). Als dit mogelijk is, lijkt dit een goede oplossing om minder anthelmintica te gebruiken en opbouw van anthelminticumresistentie zo dus te vertragen.
· Er is geen aanwijzing dat het jaarlijks wisselen van anthelminticum effect heeft op de opbouw van resistentie. De resistentie blijft alleen langer verborgen, omdat het middel dat jaar bijvoorbeeld niet gebruikt wordt (Sargison et al. 2007). Wisselen van anthelmintica lijkt dus zinloos en hoeft niet geadviseerd te worden. Het is zelfs beter om zo lang mogelijk hetzelfde anthelminticum toe te passen, mits het nog goed werkt. Dit vertraagt namelijk resistentieontwikkeling tegen meer recent ontwikkelde anthelmintica.
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