Onderzoek naar mogelijke resistentie van Cyathostominae voor macrocyclische lactonen bij paarden in Nederland.
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Samenvatting
De Macrocyclische lactonen (ML) is de laatste groep van werkzame middelen tegen Cyathostominae. 
Naar aanleiding van diverse onderzoeken in binnen en buitenland, is men binnen het departement Infectieziekten en Immunologie zeer geïnteresseerd of er al resistentie is ontstaan van Cyathostominae tegen de ML en als resistentie voorkomt hoe wijd verspreid door Nederland. 

Voor het onderzoek hebben 41 bedrijven hun medewerking verleend. Elk bedrijf had 10 tot 14 dagen voor het bezoek van de onderzoeker, zijn paarden ontwormt met een ontwormingsproduct. Er werden 10 individuele mestmonsters meegenomen van de kudde ontwormde paarden. 

Deze monsters werden gepoold onderzocht, door middel van McMaster techniek en een larvenweek. 

De bedrijven hebben een enquête formulier ingevuld over de ontwormingsgeschiedenis en het weidemanagement van de paarden. 

Van de 41 bedrijven waren 5 bedrijven positief op eieren en/of larven van Cyathostominae. Al deze bedrijven hadden de laatste keer ontwormd met ivermectine en een bedrijf had ontwormd met doramectine. Uit de enquête kwam naar voren dat paarden intensief gehouden werden. Elk bedrijf had minimaal 2 paarden per hectare land. Met een uiterste van een bedrijf met 16 paarden per hectare. De ontwormfrequentie per jaar in grafiek 3 laat zien, dat de paarden hierdoor voor het ontwormen, geen hoge infectiedruk kunnen hebben. Ook maakte maar 5% van de bedrijven gebruik van preventief mestonderzoek.

De resultaten uit dit onderzoek zijn nog geen bewijs voor resistentie, maar wel zorgwekkend. Door middel van een FECRT kan er resistentie worden aangetoond. Als dit op de 5 positieve bedrijven wordt gedaan kan eventuele resistentie waarschijnlijk worden gemaakt.

Inleiding

Wormenbestrijding bij paarden is een strijd die al decennia lang duurt. Toen de eerste antiparasitica op de markt kwamen, werden deze middelen massaal ingezet in de bestrijding van wormen bij zowel paarden als koeien en schapen. Dit enthousiaste ontwormen heeft een groot nadeel, namelijk resistentie ontwikkeling. Deze resistentie kan ontstaan omdat de meeste antiparasitica niet 100% effectief zijn, dan wel tegen de wormen in het lumen dan wel bij de geïnhibeerde stadia. Hierdoor kan er een selectie ontstaan van resistente helminthen.

De meest voorkomende wormen bij paarden zijn Parascaris equorum en Strongyloides westeri bij veulens en Cyathostominae bij jonge paarden. Heel algemeen voorkomend is Gasterophilus intestinales de horzellarven. Tegenwoordig komt Strongylus vulgaris minder frequent voor. 
De lintworm Anoplocephala perfoliata wordt in Nederland misschien niet overal als belangrijk gezien, maar in een onderzoek bij 70 slachtpaarden was 21% daarvan geïnfecteerd (Borgsteede en Beek 1996). A. perfoliata geeft ook nog wel eens koliek problemen (Boswinkel et al 2007). Infecties met lintwormen zijn niet makkelijk aan te tonen in de feces (Matthews et al 2004).
In de jaren zestig werd er begonnen met ontwormen, dat was vooral omdat Strongylus vulgaris een groot probleem vormde bij paarden, Cyathostominae werden niet als belangrijk gezien. Op dit moment is dat omgedraaid. Strongylus vulgaris is door gebruik van ivermectine met veel succes teruggedrongen. Alleen hebben de Cyathostominae door het vele gebruik van diverse anthelmintica resistentie op kunnen bouwen. 
Cyathostominae zijn tegenwoordig de wormen die de meeste klinische verschijnselen veroorzaken. Vooral bij jong geïnfecteerde paarden die niet of slecht ontwormd zijn. Op dit moment wordt wereldwijd in artikelen geschreven over het multiresistente karakter van Cyathostominae tegen anthelmintica. Onderzoeken uit Italië (Traversa et al 2007), Engeland (Comer et al 2006), Zweden (Oosterman lind 2005), Noorwegen, Denemarken, Nederland en de VS laten zien dat Cyathostominae resistentie heeft ontwikkeld tegen in ieder geval twee groepen anthelmintica, de benzimidazolen en de tetrahydropyrimidines ( Kaplan 2002). 
Toen paarden nog in de vrije natuur leefden en geen ontwormingsmiddelen kregen, wisten zij toch te overleven. De graasstrategie van paarden dient hoofdzakelijk tot doel om een optimale inname van zoveel mogelijk energie te realiseren. Maar andere factoren, zoals risico op predatie of misschien zelf risico van opnemen van maagdarm parasieten kan de graasstrategie van paarden hebben aangepast. (Fleurance et al 2007).
Om de invloed van opname van maagdarmparasieten op de graasstrategie te begrijpen moet eerst de levenscyclus van het vrij levende deel van Cyathostominae worden begrepen. Cyathostominae bestaan uit een groep van wel 51 verschillende soorten. De eieren van Cyathostominae worden met de faeces uitgescheiden en komen zo op het land terecht. Koude temperaturen vertragen de ontwikkeling tot larven, maar de eieren kunnen wel blijven leven. Het ei komt uit als L1 stadium, dat zich voedt met bacteriën om zich dan tot L2 stadium te ontwikkelen. Temperaturen tussen de 10 ºC en 35 ºC en een voldoende vochtige omgeving zijn nodig bij de ontwikkeling tot infectief stadium, anders overleven de larven het niet in de mest (Oosterman lind 2005). 
Het volgende stadium, de infectieve L3, heeft juist niet al te hoge temperaturen nodig om te overleven. Het L3 stadium behoudt het jasje van het L2 stadium, bij dat jasje hoort ook de zweepstaart waarmee hij zich kan voortbewegen. Door behoud van het L2 jasje kan de L3 zich niet voeden. De Cyathostominae larven zijn onder de microscoop te herkennen door hun zweepstaart en de 8 darmcellen die te zien zijn door de doorzichtige cuticula. 
De tijd van ontwikkeling van ei tot L3 staduim varieert van 3 dagen bij de hoogste temperaturen tot 24 dagen bij de laagste temperatuur. (Mirck et al 1983), (Ramsey et al). 2004). De infectieve L3 larven migreren vanuit de mest naar het omringende gras dat door de paarden wordt opgegeten (Fleurance et al 2007). 

Vanaf hier begint het parasitaire deel van de cyclus. Het L3 stadium migreert naar het caecum en het colon en penetreert daar de mucosa of submucosa om zich in te nestelen. Hier ontwikkelt de L3 zicht tot L4 stadium of kan maanden tot jaren in inhibitie blijven (Eysker and Mirck 1986). Meer dan 80 procent van de opgenomen L3 stadium kan in inhibitie gaan. Het L4 stadium gaat de darmmucosa weer uit en hecht zich met zijn mondkapsel vast aan het darmslijmvlies waarna ze vervellen tot L5 stadium, dat vervolgens volwassen wordt en zich kan voortplanten. 
Hierna kan de cyclus opnieuw beginnen. Onder gunstige omstandigheden is de prepatente periode, de tijd van infectie totdat er eieren in de feces te vinden zijn, bij Cyathostominae voor sommige soorten 5-6 weken (Oosterman lind 2005).
Jaarlijks is er in Nederland een terugkerend patroon van ei-uitscheiding en weidebesmetting van infectieve larven van de Cyathostominae. Vanaf februari is er een toename van ei-uitscheiding te zien op het land, maar die wordt niet meteen gevolgd door een toename van infectieve larven. De temperatuur is in dit jaargetijde nog niet gunstig voor ontwikkeling van het vrij levende deel. Toename van infectieve larven begint pas in juni met een maximale stijging rond september. Een snelle daling van infectieve larven is het volgende jaar te zien in maart. Na de winter stijgt de temperatuur ineens en de L3 stadia sterven massaal af door uitputting van hun voedselreserves. De meeste kans om een infectie met Cyathostominae op te lopen is in de zomer of de herfst (Mirck et al 1983).
Paarden hebben een voorkeur voor kort gras van minder dan zestien centimeter lang en grazen liever op meer dan één meter afstand van de mestplaatsen. Het gras bij de mestplaatsen is vaak hoger dan zestien centimeter en 98 procent van de infectieuze L3 larven bevindt zich op minder dan één meter afstand van de mestplaatsen. Door deze voorkeur blijven paarden met voldoende weiland uit de buurt van gecontamineerd gras. (Fleurance et al 2007). 
Het ziektebeeld veroorzaakt door Cyathostominae kan variëren. In de zomer kunnen geïnfecteerde paarden met zware Cyathostominae-infecties klinische verschijnselen hebben. De verschijnselen kunnen zijn: gewichtsverlies met daaropvolgend waterdunne diarree, dorre vacht, verminderde groei en soms koliek. De verschijnselen worden meestal veroorzaakt door heftige infectie met volwassen stadia van Cyathostominae en/of massale penetratie van L3 stadium in de mucosa. Bij aanwezigheid van volwassen stadia kan de diagnose gesteld worden aan de hand van mestonderzoek (Love et al 1999). 
Bepaalde EPG waarden van strongylus type eieren kunnen indicatief zijn voor de graad van infectie bij jongen paarden: Een EPG (Eieren per gram feces) van 500 kan volgens Soulsby gezien worden als een milde infectie, maar EPG van 1500 geeft sterke aanwijzingen van een ernstige infectie. (Soulsby 1982) 
In de winter is er een tweede ziektebeeld: wintercyathostominose. Verschijnselen worden veroorzaakt doordat L3 stadium uit inhibitie komt en als L4 stadium massaal in de darmen terecht komt. De mucosa-beschadigingen die hierdoor ontstaan kunnen zo groot zijn, dat paarden snel vermageren en heftige chronische diarree krijgen. Sterfte is bij zwaar geïnfecteerde dieren geen uitzondering. Mestonderzoek kan hier vaak geen uitsluitsel geven, omdat volwassen stadia vaak niet aanwezig zijn en de larven nog geen eieren produceren. Er zijn geen bloeduitslagen die bewijzend zijn voor Cyathostominae infectie. 
Vaak wordt er wel een lage albumine en een verhoging van neutrofiele leukocyten gevonden. Soms  wordt er in het bloed ook anemie of verhoging van de β-globulines gezien, maar dat is niet specifiek voor Cyathostominae. Het is daarom niet makkelijk om de diagnose cyathostominose te stellen (Love et al 1999). 
Is er een vermoeden van hoge infectie met larvale stadia in paarden, dan kan het beste worden behandeld met moxidectine. Als de larven dood gaan, geeft moxidectine niet zoveel weefselschade in de darmen als bij behandeling met fenbendazol. Bij behandeling met fenbendazol moet er nog geen resistentie zijn opgetreden op het bedrijf (Steinbach et al 2006). In een onderzoek van Boersema et al (1991) is op 22 bedrijven gekeken naar resistentie en op alle 22 bedrijven was sprake van resistentie van Cyathostominae tegen benzimidazolen. Het is daarom af te raden om standaard met benzimidazolen te ontwormen.
Beschikbare ontwormingsmiddelen voor het paard zijn onder te verdelen in drie groepen: 
de benzimidazolen, de tetrahydropyrimidines en de macrocyclische lactonen. 
De benzimidazolen zijn in 1961 geregistreerd en in 1965 werd er al gepubliceerd over benzimidazolresistentie van de Cyathostominae. De tetrahydropyrimidines (pyrantel) werden in 1974 geregistreerd voor paarden en er werd pas 1996 voor het eerst gepubliceerd over resistentie bij Cyathostominae. Als laatste de macrocyclische lactonen (ML) waarvan de twee belangrijkste ivermectine en moxidectine zijn, respectievelijk geregistreerd in 1983 en in 1995 voor paarden. Onderzoek van Von Samson-Himmelstjerna et al. 2007 laat ook tegen ivermectine al resistentie zien. De schapenworm Haemonchus contortus is in sommige gebieden al resistent voor alle drie de groepen (Kaplan 2004). 

Ondanks dat er nog geen resistentie is van Cyathostominae tegen ML in Nederland, lijkt het onvermijdelijk dat ook tegen dit werkingsmechanisme resistentie wordt ontwikkeld. De kans is groot omdat er bij de schapen- en geiten maagdarmworm, Haemonchus contortus, en de koeienworm, Cooperia spp, ook al resistentie is ontstaan. Haemonchus contortus, Cooperia spp en Cyathostominae zijn erg aan elkaar verwant. Ze behoren alle drie tot de orde van Strongylidae. Ivermectine werkt niet tegen de larvale stadia van Cyathostominae en dit heeft er misschien voor gezorgd dat er tot nu toe nog geen resistentie is gerapporteerd. Daar zou verandering in kunnen komen. 
Moxidectine is enige tijd geleden op de markt gekomen en deze pakt wel de geïnhibeerde larven aan. Echter niet voor honderd procent. Sommige critici beweren dat resistentie nu niet meer lang op zich laat wachten omdat er nu helemaal selectie zal optreden, maar andere critici zeggen juist dat er nu minder ontwormd hoeft te worden en dit juist weer bevorderlijk is in de strijd tegen resistentie. (Kaplan 2002). 
Het is zaak om plekken te creëren, zogenaamde refugia, waar wormen niet in aanraking komen met anthelmintica. Deze refugia zorgen weer voor een reservoir aan wormen die niet geselecteerd zijn op anthelmintica resistentie, omdat zij daar nog niet mee in aanraking zijn gekomen. De refugia kan zich bijvoorbeeld op het land bevinden, waar stadia leven die niet wordt blootgesteld aan anthelmintica, of in onbehandelde dieren en plekken in dieren waar het gebruikte middel niet bij kan. Hoe groter de populatie in refugia, hoe langzamer de ontwikkeling van resistentie (Coles et al 2005). 
Door minder frequent te ontwormen en mestonderzoek te doen voor het ontwormen, kunnen hoge uitscheiders van eieren worden geïdentificeerd en ontwormd. Lage uitscheiders van wormeieren hoeven niet te worden ontwormd. Modellen hebben aangewezen dat als twintig procent van de paarden niet wordt ontwormd, het veel langer duurt voordat er resistentie optreedt (Van Wyk 2001).

De snelheid waarmee resistentie ontstaat, is afhankelijk van: (Sangster 1999), (Coles et al 2005).
- eigenschappen van de worm 

1. De genen frequentie voor resistentie in niet-behandelde groep wormen.

2. Of resistentie dominant is of recessief.

3. De biologische fitheid van wormen die resistent zijn of zijn geworden ten opzichte van niet-resistente wormen.

- wijze waarop er met anthelmintica wordt omgegaan: (Jabbar et al 2006). 
1. Door een te lage werkzame dosis toe te dienen,

2. Te vaak gebruik maken van ontwormingsmiddelen zonder noodzaak, 

3. Alle dieren tegelijkertijd ontwormen zodat er geen wormen meer zijn die niet aan anthelmintica zijn blootgesteld.
Volgens de overheid zijn er naar schatting 400.000 paarden in Nederland. Om hun natuurlijk graasgedrag te kunnen uitvoeren, hebben paarden ruimte nodig die in Nederland slechts beperkt beschikbaar is. Omdat paarden onder intensieve graasconditie worden gehouden gaan zij, bij gebrek aan ruimte, toch dichter bij de mestbanen grazen en lopen zo gemakkelijker worminfecties op. 
Paarden met worminfecties die niet worden behandeld lopen het risico om zware infecties op te bouwen en ziek te worden. De dood die daarop kan volgen is geen zeldzaamheid gebleken. Paardeneigenaren gebruiken meestal als basis van ontwormen, de Egg Reappearance Period (ERP) van ontwormingsmiddelen. Volgens de gebruiksaanwijzing van de farmaceuten van ontwormingsmiddelen ligt deze bij ivermectine op 8 weken en bij moxidectine op 12 weken. 
Op bedrijven worden de paarden meestal allemaal tegelijkertijd ontwormd. Bij dit schema wordt geen rekening gehouden met dieren die eigenlijk bijna of geen eieren uitscheiden. Onderzoek in Engeland heeft uitgewezen dat 84 procent van de paarden een EPG van of onder de 50 hadden na verstrijken van ERP. Op deze bedrijven werden de kuddes altijd standaard allemaal ontwormd (Comer et al 2006). 
Sommige paarden hebben een tendens om altijd lage EPG’s te laten zien, ondanks het feit dat zij niet worden ontwormd. En er zijn paarden die na 8 weken altijd een snel stijgende EPG laten zien, ondanks ontwormen. Het meer of minder gevoelig zijn voor maagdarmparasieten heeft waarschijnlijk een genetische achtergrond (Dopfer et al 2004) (Nielsen et al 2006). 
Mochten anthelmintica in de toekomst niet meer helpen, dan kan selectief fokken met dieren die een resistentie voor wormen vertonen, een oplossing zijn. Modellen tonen aan dat dit mogelijk is (Bishop and Stear 2003). In een kudde zijn de jonge paarden het gevoeligst voor wormen-infecties, zij hebben vaak een kortere ERP dan oudere paarden. Met het ouder worden komt er wel een zeker immuniteit, maar dat wil niet zeggen dat er geen volwassen paarden zijn met Cyathostominae infecties (Herd and Gabel 1990), (Boersma et al 1996).
Door frequent gebruik van de ML over de gehele wereld, is het dan ook niet vreemd dat het eerste mogelijke geval van resistentie van Cyathostominae tegen ivermectine is gevonden. Een onderzoek in Duitsland heeft aangetoond, dat de ERP bij behandeling met ivermectine op sommige bedrijven verkort is van 8 weken naar 5 weken. Verder was bij 9 van de  498 paarden een werking van minder dan 90% te zien, twee weken na ontwormen. (Von Samson-Himmelstjerna et al. 2007). 

In Nederland zijn de ML de meest gebruikte middelen bij paarden. Bij bedrijven met veulens kan de frequentie van gebruik wel oplopen naar 12 keer per jaar. Tegen Parascaris equorum is al resistentie ontstaan (Doorn et al 2007). 
De macrocyclische lactonen zijn de laatste beschikbare groep van werkzame middelen tegen de Cyathostominae. Daarom is in 2006 is een longitudinale studie uitgevoerd door studenten Diergeneeskunde, van Beek en Lucassen. In deze studie zijn er aanwijzingen maar geen harde bewijzen gevonden voor een eventuele verkorte ERP van Cyathostominae. Het is dan natuurlijk erg interessant om te achterhalen of er in Nederland ook echt resistentie aan het ontstaan is. Het doel van dit onderzoek is dan ook: het aantonen van verminderde effectiviteit van macrocyclische lactonen tegen Cyathostominae. Indien verminderde effectiviteit wordt aangetoond, hoe wijd verspreid komt dit dan in Nederland voor?
Materiaal & Methode

In de periode van 1 oktober 2007 tot en met 10 december 2007 is onderzoek uitgevoerd naar de effectiviteit van ivermectine en moxidectine, 10 tot 14 dagen na ontwormen.

Door heel Nederland zijn zoveel mogelijk bedrijven benaderd. Geschikte bedrijven moesten 10 of meer paarden hebben. Met een voorkeur voor 1,2 of 3 jaar oude paarden, omdat hier de hoogste EPG’s worden gevonden. Ook moesten bedrijven in de onderzoeksperiode gaan ontwormen. Het was niet altijd mogelijk om alleen de leeftijdgroep van voorkeur te bemonsteren, deze waren op sommige bedrijven niet in voldoende aantallen aanwezig. 
Door middel van internet (zoekmachine Google) zijn adressen van bedrijven/ particulieren met paarden gevonden. De eerste 60 bedrijven waren met behulp van hun website geselecteerd. Op de website was te vinden of het om een bedrijf ging met jonge paarden en uit hoeveel paarden het bedrijf bestond. Andere gebruikte bedrijven hadden geen website en zijn telefonisch benaderd. 
Bedrijven en soms particulieren zijn opgebeld en na een korte uitleg over het onderzoek is er naar hun medewerking gevraagd. Als bedrijven wilden meewerken, werden er nog een aantal vragen gesteld (zie bijlage 1). Aan de hand van die vragen werd er gekeken of bedrijven geschikt waren voor het onderzoek.
Op geschikte bedrijven werd 10 tot 14 dagen na het ontwormen een afspraak gemaakt om op het bedrijf langs te komen. Het ontwormen gebeurde door de eigenaren zelf, met een zelfgekozen ontwormingsmiddel. Ongeschikte bedrijven zijn niet bezocht en hebben geen enquête ingevuld.
Op het bedrijf werd van tien van de ontwormde paarden verse mestmonsters genomen, dit deed de onderzoeker zelf. Bij individueel gestalde dieren werd alleen mest uit de stal genomen als die echt vers was, anders werd er gewacht totdat het paard had gemest. Bij paarden die in de wei stonden of in groepshuisvesting, werd er gewacht totdat de paarden gingen mesten, daarvan werd dan een monster genomen. 

Het nemen van een monster gebeurde met behulp van plastic zakjes. Deze werden als een handschoen gebruikt en daarna binnenstebuiten gekeerd. Er werd op gelet dat het monster niet gecontamineerd was met de bodem. Alle monsters werden individueel verpakt, vervoerd en onderzocht. Als de monsters niet dezelfde dag werden onderzocht werden zij (maximaal 4 dagen) in de koelkast bewaard en dan onderzocht. 
De paarden waarvan de mest werd genomen, werden geïdentificeerd aan de hand van hun naam, of door middel van hun aftekeningen. Ook werd er op het bedrijf nog een enquête ingevuld, te zien op Bijlage 2. Via deze lijst werd onder andere informatie ingewonnen over de grootte en functie van het bedrijf, het ontwormingsverleden en de huisvesting van de paarden.

Omdat er in een korte tijd zoveel mogelijk bedrijven door heel Nederland moesten worden bezocht, is ervoor gekozen om alleen na het ontwormen bij de bedrijven langs te gaan. Er kon dan niet een officiële faecal egg count reduction (FECR) test worden uitgevoerd omdat de nulmeting ontbrak. Per bedrijf zijn er van de ontwormde kudde maximaal 10 paarden bemonsterd.

Onderzoek is gedaan door middel van gepoolde monsters. Dit is een gemixte faecal egg count (FEC) methode, waarbij een gelijke hoeveelheid mest (minimaal 3 gram per dier) van 10 verschillende dieren wordt samengevoegd en heel goed gemengd. Deze 10 paarden zouden representatief moeten zijn voor de kudde en geven een groepsgemiddelde FEC weer. Daarna wordt de feces kwantitatief onderzocht door middel van McMastertechniek (Bijlage 3) en een gepoolde larvenkweek (Bijlage 3). Er moeten bij het nemen van gepoolde monsters wel vier telkamers van de McMaster worden gevuld (Morgan et al 2005). De hier gebruikte McMaster heeft bij twee telkamers een detectiegrens van 50 EPG. Met de larvenkweek kunnen lage uitscheiders toch opgespoord worden. Daarbij kunnen de larven die worden gevonden worden gedetermineerd.

De gegevens van de mestmonsters en enquêtes zijn verwerkt in Windows Excel en er zijn grafieken van gemaakt.
Resultaten

Resultaten na het bellen

Tijdens de onderzoeksperiode zijn in totaal 102 bedrijven/particulieren telefonisch benaderd met de vraag of zij wilden meewerken aan het onderzoek. Van de 102 bedrijven hebben 71 bedrijven positief gereageerd. Elk bedrijf heeft een nummer gekregen, waar in het verslag ook naar verwezen zal worden. Uiteindelijk zijn er 41 bedrijven bezocht. In grafiek 1 is te zien welke redenen er waren om wel of niet aan het onderzoek deel te nemen. Bij het kopje “overige” in grafiek 1 wordt gedoeld op bedrijven met; geen weidegang, alleen oudere paarden, te weinig paarden en paarden die niet individueel te benaderen waren.
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Grafiek 1:  Redenen van bedrijven om wel of niet mee te werken aan het onderzoek

De telefonisch benaderde bedrijven wilden bijna allemaal met één van de macrocyclische lactonen ontwormen. Eén bedrijf ging met Pyrantel ontwormen. Sommige bedrijven wisten nog niet met welk middel zij gingen ontwormen. Er was maar één bedrijf dat voor het ontwormen een mestonderzoek liet doen en daar zijn behandeling van af liet hangen. 

De bedrijven zijn door heel Nederland bezocht. In elke provincie is minimaal 1 bedrijf bezocht. In Flevoland is maar 1 bedrijf bezocht, omdat er in die provincie niet zoveel paardenbedrijven waren. De provincie Groningen en Zeeland hadden wel genoeg bedrijven die bezocht konden worden, maar deze bedrijven ontwormden niet in de onderzoeksperiode. 

Figuur 1 laat de verdeling van de onderzochte bedrijven zien. De rood gekleurde stippen zijn de bedrijven die positief waren op Cyathostominae na het ontwormen. De blauwe hadden allemaal een EPG van nul. De positieve bedrijven liggen niet allemaal in een gebied dus hierover kunnen geen conclusies worden getrokken.
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Figuur1: Overzicht bezochte bedrijven door Nederland.  Rode bedrijven waren positief op Cyathostominae

Resultaten van het mestonderzoek.
Per bedrijf zijn maximaal 10 paarden bemonsterd. Van één bedrijf is er 2 keer tien monsters meegenomen. De twee ontwormde kuddes waren helemaal van elkaar gescheiden. Twee bedrijven hadden minder dan 10 paarden. 
In totaal zijn 406 paarden gepoold onderzocht. Bedrijf 1, 2 en 29 waren positief op strongylus type eieren en de larvenkweek was ook positief. Bedrijf 6 en 23 waren licht positief op de larvenkweek. Daarbij moet gezegd worden dat bij bedrijf 23 de larventelling niet representatief was, omdat het petrischaaltje waar de larven naartoe moesten migreren was uitgedroogd. Er had waarschijnlijk te weinig water in gestaan. In het potje zat nog wel water dat gebruikt is om larven in te vinden. 
Bij determinatie ging het op alle 5 de bedrijven om Cyathostominae. Bedrijf 8 en 31 lieten een paar Cyathostominae larven bij de kweek zien, echter zo weinig dat het aantal larven per gram op 0 uitkwam. 
Tabel 1 laat een overzicht zien van de bedrijven die positief waren op Cyathostominae, met gegevens uit de enquête per bedrijf. De bedrijven ontwormen allemaal minimaal 4 keer per jaar. Bedrijf 1, 2 en 29 gebruiken jaarlijks ook wel een keer Equest (moxidectine)en ontwormen dan pas na 12 weken. Van 8 en 23 is dat niet bekend. Bij het totaal aantal paarden staat bij bedrijven een +/- , dit komt omdat het aantal nog wel eens verschilt, door het komen en gaan van paarden. Bedrijven 10 en 37 waren positief op Trichostrongylus axei bij de larvenkweek. Beide bedrijven hadden koeien die op dezelfde weide als de paarden kwamen. Zeven bedrijven waren positief op Parascaris equorum eieren in de feces. Bedrijven 2, 4, 6, 15, 17, 24 en 32-II hadden  een Parascaris EPG van respectievelijk 50, 1500, 50, 100, 50, 200, 250. 

Tabel 1: gemengde bedrijven hebben meerdere functies bijvoorbeeld niet alleen fokkerij maar ook een manege zijn
-  Bedrijf 1 was fokkerij, handels- en  dressuurstal. 

-  Bedrijf 2 was fokkerij, opfok-, handel- en pensionstal. 

-  Bedrijf 29 was opfokstal, fokkerij, dressuur-, handels- en africhtingsstal. 

Na het mestonderzoek zijn alle 41 bedrijven telefonisch benaderd met de uitslag. 

	
	Bedrijf 1
	Bedrijf 2
	Bedrijf 6
	Bedrijf 23
	Bedrijf 29

	EPG Strongylus-type (Parascaris equorum)
	150

0
	100

50
	0

50
	0

0
	150

0

	Larven per gram
	78
	78
	13
	1
	2

	Ontwormfrequentie per jaar
	6
	6
	7
	6
	4

	Gebruikte middel


	ivermectine

(eraquell)
	ivermectine
	doramectine

(Dectomax)
	ivermectine

(Noromectin)
	ivermectine
Equimectin

	Hiervoor gebruikte middelen
	Equest, ivermectine
	dacht een ML
	Dectomax
	ivermectine
	ivermectine
Equest

	Totaal aantal paarden
	+/-8
	+/-40
	+/- 24
	+/-80
	+/-55

	Aantal paarden onder de 4 jaar
	2
	23
	11
	26
	31

	Mest uit de wei?
	nee
	nee
	1xper week
	nee
	Nee

	Problemen met wormen gehad?
	Ja met rode wormpjes
	nee
	zelden
	zelden
	Ja met rode wormpjes

	Soort bedrijf


	gemengd
	gemengd
	fokkerij/training
	opfok/ fokkerij
	Gemengd

	Aantal hectare
	2,5


	20
	1,5
	22
	5 per groep van +/-12

	Paarden per hectare
	3,2
	2
	16
	3,6
	2,4

	Zomer /winter huisvesting
	gehele jaar toegang tot weide
	gehele jaar toegang tot weide
	weinig weidegang jonge paarden net terug uit opfok
	gehele jaar toegang tot weide
	gehele jaar toegang tot weide

	Hoeveelheid ontwormingsmiddel
	geschat
	geschat
	geschat
	geschat
	hele spuit vanaf 1 jaar


Tabel 1 : Bedrijven waar een positie EPG is gevonden bij McMaster en of  Larvenkweek, met Enquête-uitslagen erbij

Resultaten uit de Enquêtes van 41 bedrijven.

Evaluatie van de ontwormingsgeschiedenis van het bedrijf kan informatie geven over de werkzaamheid van de ML’s. In totaal waren op de 41 bedrijven 2159 paarden. 59%  was jonger dan 4 jaar. Van het totaal aantal paarden is 18% onderzocht. Van die 18% was weer 74,6% jonger dan 4 jaar. Grafiek 2  laat de leeftijden-verdeling zien van de paarden die mee hebben gedaan aan het onderzoek. 
Op elk bedrijf was minimaal 1 paard aanwezig tussen 0-3 jaar.
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Grafiek 2: Leeftijdsverdeling onderzoekspaarden.

De functie van de bedrijven varieerde van 1 fokkerij, 2 opfokstal, 3 pensionstal, 4 trainingstal, 5 hobbystal, 6 handelstal, 7 dressuurstal en 8 hengstenhouders.  61% van de  bedrijven had opfok als hoofddoel, of dat was een belangrijk gedeelte van het bedrijf. Er waren geen gesloten bedrijven. (bedrijven waarin geen aanvoer van nieuwe vreemde dieren is, maar alleen eigen fokprodukten worden gebruikt, dit om insleep van ziektes te voorkomen)
Paarden komen en gaan, quarantaine is niet iets waar bedrijven zich druk om maken. Ontwormfrequenties varieerden, het gemiddelde lag tussen de 4 en 7 keer per jaar. (zie grafiek 3). De ontwormfrequentie bij veulens is hier niet in verwerkt, omdat deze meestal erg afwijkt van het ontwormschema van de oudere paarden. In de enquête is ook  niet naar ontwormfrequentie van veulens gevraagd.
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 Grafiek 3:  Op de horizontale-as Ontwormfrequentie per jaar. Op de verticale-as het aantal bedrijven.

Alle bedrijven ontwormen het hele jaar rond. Op 2 bedrijven  zei men dat ze in de winter meer ontwormden, omdat de paarden dan bij huis staan. Van de  41 bedrijven hebben de laatste keer 70,7% van deze bedrijven ontwormd met ivermectine en 29,3% met moxidectine. 
Het omweiden is op alle bedrijven afhankelijk van de lengte van het gras. Weidemanagement varieerde sterk per bedrijf en was vaak afhankelijk van het weer. 
Bij 75,6% van de bedrijven werd er geen mest uit het weiland gehaald. Bij 19,5% van de bedrijven ging de mest van de stallen weer over het grasland.

De verschillende weidemanagement-mogelijkheden die verder in de enquête aan bod kwamen waren:
- Het weiland wordt één keer per jaar gehooid voordat de paarden erop komen.

- Het weiland wordt gesleept, gemest en gehooid als de paarden erop hebben gestaan.

- Na de paarden komen de koeien of schapen op het land.

- Weiland wordt gesleept, gebloot en gemest. Men laat het gras groeien voordat de paarden weer op het weiland komen.

- Sommige bedrijven ploegen het weiland om en zaaien het eens in de 2-3 jaar opnieuw in.

- Weiland is nooit schoon als paarden erop komen.

De bedrijven ontwormden groepen die bij elkaar staan allemaal tegelijkertijd.  4 bedrijven hadden 2 of minder paarden per hectare, de rest zat allemaal boven de 2. Eén bedrijf had helemaal geen land omdat het winteropvang was, ‘s zomers ging de opfok naar een ander bedrijf. Mestonderzoek gebeurde sporadisch op de bedrijven, 5% deed aan preventief feces onderzoek, maar ontwormden toch ondanks EPG’s van minder dan 100. Op de andere bedrijven werd alleen bij dieren die verdacht werden van worminfecties, ondanks ontwormen, feces onderzoek gedaan.
Conclusie/discussie

Door het veelvuldige gebruik van anthelmintica zijn er multiresistente wormen ontstaan. Resistentie-ontwikkeling moet vertraagd worden, omdat het een serieuze bedreiging vormt  voor de gezondheid van onze paarden. Feces-onderzoek kan een rol spelen in het vertragen van resistentie ontwikkeling. Want als feces onderzoek gebeurt voor het ontwormen, kunnen hoge uitscheiders (van wormen eieren) geïdentificeerd worden en lage uitscheiders hoeven dan niet ontwormd te worden (Targeted Selective Treatment). 

De bedrijven in dit onderzoek zijn onderzocht aan de hand van een model dat door Morgan et al. (2005) is ontwikkeld. Het model maakt gebruik van gepoolde fecesmonsters en wordt gebruikt om een kudde te screenen op aanwezigheid van wormen, zonder dat alle dieren individueel bemonsterd hoeven te worden. Het model is dus geschikt om in een zo kort mogelijk periode zoveel mogelijk bedrijven te screenen. 

Het is mogelijk om aan de hand van de uitslag van de gepoolde monsters advies te geven over het wel of niet ontwormen van de kudde bemonsterde paarden. Het is echter niet betrouwbaar om op basis van gepoolde monsters de mate van infectie van wormen te voorspellen bij individuen. 
Er moet rekening worden gehouden met de mogelijkheid dat er één hoge uitscheider kan zijn in het gepoolde monster en de rest kan negatief op strongylus type eieren zijn. In deze situatie is het goed mogelijk dat er een laag gemiddelde FEC wordt gevonden. Het advies bij dit gepoold monster is dan: er hoeft niet ontwormd te worden. Was dezelfde groep paarden individueel bemonsterd, dan was de hoge uitscheider wel geïdentificeerd. Het advies op basis van een hoge FEC was dan geweest: dit paard wèl ontwormen, om een hoge infectiedruk op het weiland tegen te gaan. Daarom is het raadzaam om bij positief gepoolde monsters 10-14 dagen na ontwormen paarden altijd individueel te onderzoeken. Dit om een eventuele hoge uitscheider eruit te halen, zodat een goed ontwormingsadvies kan worden gegeven. De FECRT van dit dier kan dan tegelijkertijd gebruikt worden voor resistentie bepaling.
Doelstelling van dit onderzoek was niet om ontwormingsadvies te geven aan de bemonsterde bedrijven, enkel het gebruik van model Morgan volstond.

Er waren in het onderzoek vijf bedrijven positief op eieren en of larven van Cyathostominae. Dit kan verschillende oorzaken hebben: 
Ten eerste omdat de paarden niet genoeg werkzame stof binnen hebben gekregen. Hierdoor worden niet alle volwassen wormen gedood. 
Ten tweede kan een paard voor het ontwormen een hoge infectie met volwassen Cyathostominae hebben gehad. Het product heeft dan wel 99% gewerkt maar die 1% overgebleven volwassen wormen produceren nog steeds eieren. Verschillende studies hebben aangetoond dat ivermectine en moxidectine tussen de 99% en 100% zou moeten werken tegen volwassen stadia van Cyathostominae (Boersema et al. 1998), (Oosterman lind 2005), (Traversa et al 2007). Bij lege artis ontwormen moeten er 14 dagen na het ontwormen  bijna geen eieren in de feces zitten. 
Ten derde kan er mogelijk sprake zijn van resistentie.
Of de paarden genoeg ontwormingsmiddel hebben binnengekregen is niet te achterhalen, omdat de eigenaren zelf hebben ontwormd. Daarom ontwormd de onderzoeker zelf de paarden zodat dit lege artis is gebeurd. Over het tweede punt: de ontwormingsgeschiedenis van de bedrijven laat zien dat bij 4 van de 5 bedrijven minimaal 6 keer per jaar wordt ontwormd. Alleen bedrijf 29 ontwormt minder vaak, maar maakt elk jaar wel gebruik van moxidectine. Dus als de ontwormfrequentie bij ivermectine op 6 keer per jaar zit, dan wordt de ERP aangehouden en verwacht je geen hoge ei-uitscheiding van de paarden bij het ontwormen. 
Om te achterhalen of er zich op de bedrijven werkelijk resistentie aan het ontwikkelen is tegen ML’s, kan de FECRT voor uitsluitsel zorgen. Deze test is, volgens World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology, (W.A.A.V.P.) dé methode om resistentie aan te tonen bij geïnfecteerde dieren. De effectiviteit van het gebruikte anthelmintica moet hoger zijn dan 90% (Duncan et al 1988), (Vercruysse et al 2002). Is de effectiviteit lager, dan is er sprake van resistentie. 

Van de 102 bedrijven die in totaal zijn benaderd, hebben er uiteindelijk 41 meegedaan aan dit onderzoek. Op al deze bedrijven is ontwormd met een ML. Ivermectine werd bij 70,7% van de bedrijven gebruikt, 29,3% gebruikte Moxidectine. 

In 1995 werd moxidectine op de markt gebracht in Nederland. Moxidectine heeft als voordeel ten opzichte van ivermectine: een langere ERP en werkzaamheid tegen larvale stadia in de darmmucosa. Sangster (1999) is van mening dat resistentie-ontwikkeling waarschijnlijk sneller op zal gaan treden, doordat moxidectine nu wel de voorkeur zal genieten boven ivermectine. 

Ten eerste zorgt moxidectine voor verlies van refugia in het darmmucosa en resistentie zal sneller optreden. Bij gebruik van ivermectine was darmmucosa een refugium voor Cyathostominae. 

Ten tweede is de werkzaamheid van moxidectine tegen geïnhibieerde larven in de darmmucosa niet 100%, waardoor er  geselecteerd wordt op resistente wormen. 

Dit onderzoek laat zien dat de voorkeur van paardenhouders nog steeds uitgaat naar ivermectine. De reden kan zijn dat moxidectine toxisch is voor veulens jonger dan 4 maanden, en twee keer zo duur is als ivermectine. Doordat uit het onderzoek blijkt dat in Nederland ivermectine nog steeds de voorkeur geniet boven moxidectine, is versnelde resistentie door verlies van refugia niet waarschijnlijk. Om meer inzicht te krijgen hoe vaak per jaar en waarom moxidectine gebruikt wordt in Nederland, zou daar in een enquête specifiek naar gevraagd kunnen worden.

Tot slot is in het onderzoek naar voren gekomen dat paarden intensief worden gehouden in Nederland en daarom vooral routinematig ontwormd worden. Bij de bedrijven deed maar 5% aan preventief feces-onderzoek voor het ontwormen. Eigenaren van paarden die bijna niet buiten komen of goede hygiëne-maatregelen nemen, ontwormen de paarden gewoon volgens de bijsluiter. Alle bedrijven ontwormen het gehele jaar door, zonder rekening te houden met de lage infectiedruk in de winter. Dit geeft aan dat er onnodig veel ontwormd wordt in Nederland. 
Waarschijnlijk hoeft een groot aantal van de paarden helemaal niet ontwormd te worden na het verstrijken van ERP. In Engeland was 84% van de paarden na het verstrijken van de ERP negatief op eieren in de feces (Comer et al 2006). 

Verder haalde maar 24,4% van de bedrijven mest uit het weiland. Er werd wel aan ander weide-management gedaan, zoals slepen, bloten, mesten en opnieuw inzaaien van grasland. Op het juiste moment uitgevoerd, kan dat ook de infectiedruk op een weiland verlagen. 
Daarentegen is de vraag of het slepen van een weiland wel zo gunstig is. Door het verspreiden van de mest wordt het wel sneller verteerd, maar de kans dat de L3-stadia nog meer over het grasland verspreid worden is volgens mij ook groter. Helaas waren de vragen niet gestandaardiseerd gesteld in de enquête. Het is daarom niet duidelijk geworden welke strategieën bedrijven nou precies gebruiken, en wat de voor- en nadelen daarvan zijn. In een vervolgonderzoek zou het handig zijn om dit op gestandaardiseerde manier te vragen, met daarbij de reden van de gebruikte strategie.

Per 1 juni 2008 zijn alle diergeneesmiddelen die in Nederland bestemd zijn voor voedselproducerende dieren, uitsluitend verkrijgbaar via een recept. Dit is de POM/nonPOM-regeling (Prescription Only Medicine). Onder de POM-regeling  vallen ook de ontwormingsmiddelen bij paarden. Deze regeling is dé kans voor dierenartsen om het routinematig ontwormen van paarden te doorbreken. Denemarken zou hierbij als voorbeeld kunnen dienen. Sinds 1999 zijn in Denemarken  ontwormingsmiddelen alleen nog maar verkrijgbaar op recept. Dit beleid is ingevoerd om af te stappen van het routinematig ontwormen en om resistentie te vertragen. Om het nieuw ingevoerde beleid te testen is door middel van een enquête naar het ontwormingsbeleid van 87 dierenartspraktijken gekeken. Daarin kwam naar voren dat 97%  van de paardenpraktijken standaard gebruik maakte van feces-onderzoek, vooral voor diagnose en monitoren van bedrijven. Bij 50% van de praktijken waren het eigenaren die om feces-onderzoek vroegen. Van de praktijken gebruikte 41% larvenkweken, om strongylus type eieren producerende wormen te kunnen determineren. Hierdoor kan verschil worden gemaakt tussen enerzijds Strongylus vulgaris en anderzijds de Cyathostominae. Verder maakte 11% van de praktijken gebruik van FECRT om te testen op resistentie. (Nielsen et al 2006).
Adviezen 
De uitslag op de vijf positieve bedrijven is wel een aanwijzing dat er tegen ML, de laatst werkzame middelen tegen Cyathostominae, resistentie aan het ontstaan is. Het is daarom erg belangrijk om andere manieren te gebruiken voor het wormvrij houden van paarden. Vermindering van de ontwormfrequenties kan leiden tot vertraging van resistentie. Ontwormings-adviezen zijn helaas erg afhankelijk van de bedrijfssituatie. Kennis van de epidemiologie, die in de inleiding aan bod is gekomen, is erg belangrijk om te kunnen adviseren over preventie. Het wordt dan duidelijker wanneer ingrijpen belangrijk is en er hoeft dan niet blind volgens de bijsluiter van de gebruikte middelen te worden ontwormd. 
Hieronder volgen enkele situaties met daarbij adviezen over preventie van wormen. De volgende twee aspecten komen hierbij naar voren: Preventief hygiëne-management aan de hand van epidemiologie, en  geselecteerd behandelen (TST) op basis van mestonderzoek
1. In de maanden september tot en met maart is er door de lage temperaturen geen ontwikkeling van het vrijleven-stadia en een slechte overleving van de eieren. Worden goed ontwormde paarden vanaf die tijd op een schone weide gezet, dan zouden zij niet meer ontwormd hoeven te worden tot maart. 
2. Weidehygiëne is belangrijk bij intensieve begrazing. Twee keer per week moet mest uit het weiland worden gehaald. Cyathostominae eieren hebben dan geen tijd om infectief te worden. In Schotland is aangetoond dat heel weinig larven zich binnen een week tot L3 stadium kunnen ontwikkelen (Ramsey et al 2004). Dagelijks mest uit de boxen halen en één keer peer week de boxen leeghalen. Bij  strikt toepassen van weide- en stalhygiëne is ontwormen tegen Cyathostominae  niet nodig. De stal hygiëne is vooral bedoeld voor spoelwormen en strongyloides
3. Als er genoeg schoon weiland ter beschikking is, kan er elke twee à drie weken worden omgeweid. Doordat er altijd genoeg gras aanwezig is en paarden niet in de buurt van mesthopen grazen, blijft de besmetting van de paarden laag. Bedrijven met bijvoorbeeld koeien of schapen kunnen deze achter de paarden aan laten grazen. De L3-larven kunnen door koeien of schapen opgenomen worden en zijn vervolgens niet meer in staat paarden te infecteren. Cyathostominae zijn niet pathogeen voor schapen en koeien. 
4. De ERP van ML voor jonge en volwassen paarden onder intensieve beweiding(meer dan 2 paarden per hectaren) verschilt. Jonge paarden laten zes weken na ontworming  vaak een snelle stijging van EPG zien. Kortere intervallen van behandeling zijn niet nodig bij jonge paarden maar langere intervallen kunnen beter vermeden worden bij behandeling met ivermectine (Boersema et al 1998). Daarom zou deze jonge leeftijdscategorie waarschijnlijk goed ontwormd kunnen worden zonder gebruik van feces-onderzoek. Er wordt hier dan vooral aan veulens en jaarlingen gedacht, omdat zij nog niet genoeg immuniteit hebben ontwikkeld tegen wormeninfecties.
5. Bedrijven waar ontwormen niet effectief lijkt te zijn, zouden FECRT moeten doen om de effectiviteit van het gebruikte wormmiddel te onderzoeken. Het zou daarbij realistisch zij om bij gebruik van ML een effectiviteit van het product van meer dan 95% te vinden. 

6. Feces-onderzoek geeft alleen een beeld over het aantal volwassen stadia die in het paard aanwezig zijn. Het zegt niets over het aantal niet-volwassen wormen. Het zijn juist die onvolwassen stadia die voor de meeste klinische problemen zorgen bij paarden. Daarom is het, bij verdenking van infectie ondanks negatieve feces-monsters, soms raadzaam om toch te ontwormen.

7. Tot slot: nieuwe paarden die op een bedrijf worden aangevoerd, moeten 2 weken in quarantaine worden gehouden. Om te achterhalen of er op het bedrijf niet een potentiële bron van  resistente wormen wordt binnengehaald, moet ook hier een FECRT worden gedaan nadat het volwassen dier moxidectine en praziquantel heeft gekregen .

Goede hygiëne en preventie? zorgen ervoor dat paarden het weiland niet contamineren en dan zal er een hele lage infectiedruk heersen. Infectie met een paar wormen zal nooit een klinisch ziek dier geven, maar zorgt wel voor immuniteitsopbouw. Daarom hoeft een paard ook nooit 100% wormvrij te zijn. Wormen-infecties zijn niet te voorkomen, behalve als paarden geen vers gras meer zouden eten. Maar dat lijkt mij welzijnstechnisch gezien geen voor de hand liggende oplossing.
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Bijlage 1 (Vragenlijst via de telefoon)

	1. Hebben de paarden deze zomer weidegang gehad?

2. Gaat u de paarden binnenkort nog ontwormen en met welk middel?

3. Hebt u tien of meer paarden op uw bedrijf?

4. Zijn er ook 1, 2, of 3-jarigen op het bedrijf aanwezig?

5. Zijn de paarden  individueel te benaderen en te identificeren?




	Bedrijfsnaam

:

Adres

:

Telefoonnummer
:

1) Uit hoeveel paarden bestaat uw bedrijf? 
veulens, jaarlingen, tweejarige, driejarige.

…..           …..             …..              …..

2) Wat voor soort paardenbedrijf heeft u? Opfok, fokkerij, manege, pensionstal, handelstal dressuur, trainingstal (ontwormbeleid van andermans paarden bij opfok)

3) Wanneer heeft u voor het laatst ontwormd? 

4) Om de hoeveel weken ontwormt u de paarden (ontwormbeleid)?

5) Ontwormt u het gehele jaar door of stopt u ook wel eens?

6) Met wat ontwormt u de paarden? 

a. Merk 
b. Dosering( geschat aan de hand van gewicht?) 

7) Worden alle paarden tegelijkertijd ontwormd?

8) Wat doet u met de mest uit de stallen (over het land?), is dat verse mest of mest van de hoop?
9) Wordt de mest ook uit de wei gehaald, zo ja hoe vaak?

10) Laat u wel eens mest onderzoeken op wormen, zo ja is er wel eens iets uitgekomen? Gepoold monster = <100epg, individueel= < 200epg

11) Wel eens problemen gehad met wormen in de koppel? Hoe zijn deze aangetoond?

12) Heeft u toevallig wormen in de mest gezien dit jaar (rode wormpjes)?

13) Hoe worden de paarden gehuisvest? (groepen, apart, in de wei, op stal, gemengd)?

14) Zit er nog verschil tussen de huisvesting van de paarden in  zomer en winter?

15) Hoeveel hectare weide hebben de paarden tot hun beschikking?

16) Worden de paarden omgeweid?

17) Zit er verschil in omweiding met leeftijdscategorieën? 

18) Wat voor rantsoen geeft u de paarden ( vers gras, of zijn het schone weide )?


Bijlage 2 (Vragenlijst voor de eigenaren)

	De paarden

1. Naam




geboortedatum


Hoe lang op het bedrijf 

bijzonderheden

2. Naam




geboortedatum


Hoe lang op het bedrijf

bijzonderheden

3. Naam




geboortedatum


Hoe lang op het bedrijf 

bijzonderheden


4. Naam





geboortedatum


Hoe lang op het bedrijf

bijzonderheden


5. Naam




geboortedatum


Hoe lang op het bedrijf

bijzonderheden

6. Naam




geboortedatum


Hoe lang op het bedrijf

bijzonderheden


7. Naam




geboortedatum


Hoe lang op het bedrijf
bijzonderheden

8. Naam



 

geboortedatum


Hoe lang op het bedrijf
bijzonderheden

9. Naam




geboortedatum


Hoe lang op het bedrijf 

bijzonderheden 

10. Naam




geboortedatum


Hoe lang op het bedrijf

bijzonderheden


Bijlage 3 ( McMastertechniek en de larve kweek)

McMastertechniek (gepoold)

· Weeg van elk paard 3 gram feces af ( Maximaal 10 per bedrijf) en doe dit in een plastic maatbeker. Totaal heb je dan 30 gram feces

· Voeg evenveel milliliter verzadigde NaCl-oplossing toe als dat er feces in de maatbeker zit en meng dit geheel goed.

· Neem van dit mengsel 3 gram af door kleine hoeveelheden te nemen uit verschillende plaatsen van het mengsel en voeg 42 ml verzagdigde NaCl-oplossing toe.

· Giet de inhoud dan door een zeef, met een maaswijdte van 3 mm, in een plastic cilinder. Stamp de zeef na met een mortier om al het vocht eruit te krijgen.

· Doe de gezeefde suspensie in een buis met dop en zwenk deze ondersteboven heen en weer.

· Neem met een pasteurse pipet uit het midden van de buis een hoeveelheid suspensie

· Vul met een pasteurse pipet één McMaster telkamer. Zorg dat er geen luchtbellen in de telkamer terecht komen.

· Zwenk de suspensie weer om, want de eieren drijven naar de oppervlakte van de suspensie.

· Vul  de 3 andere McMaster telkamers ook, met tussentijds zwenken.

· Laat de telkamers enkele minuten staan zodat de wormen-eieren naar boven kunnen drijven.

· Het volume per telkamer is 0,15 ml.

Door de dichtheid van de eieren gaan zij drijven bij een verzadigde NaCl-oplossing. De mestbestanddelen blijven op de bodem. De eieren kunnen zo makkelijk geteld worden. 

Het aantal getelde eieren in de 4 kamers vermenigvuldigen met 50 omdat de feces twee maal verdund is. 

Uivoering van de larvenkweek (gepoold)

· Weeg van elk monster in duplo 5 gram feces af. Doe dit in een potje en meng de mest goed met een beetje zaagsel. Het zaagsel is voor behoud van de goede vochtigheid.

· Doe wel een deksel op de potjes, maar schroef het niet vast zodat de inhoud wel kan ademen.

· Laat de potjes 14 dagen staan bij kamertemperatuur. Controleer om de 2-3 dagen de vochtigheid. De mest mag niet uitdrogen, anders komen de eieren niet uit.

· Na 14 dagen worden de potjes afgevuld met water en ondersteboven op een petrischaaltje gezet voor 24 uur. Het petrischaaltje wordt ook afgevuld met water.

· De L3-larven kunnen door de zwaartekracht naar het water in het petrischaaltje migreren. Na 24 uur wordt het petrischaaltje afgegoten en nagespoeld in een plastic buis.

· Het afgietsel wordt daarna onder de prepareermicroscoop bekeken en het aantal larven word geteld.

· Indien de dichtheid van de larven heel hoog is dan wordt het afgietsel verdund met water tot 25 ml, daarvan wordt één ml geteld onder de prepareermicroscoop.

· Om de larven stil te leggen kunnen ze worden gedood met Jodium oplossing.
Het aantal getelde larven, bij niet verdunnen, door 50 delen om het gemiddelde aantal larven per gram te kunnen uitrekenen De larven worden onder de microscoop bekeken en gedetermineerd. Cyathostominae larven hebben 8 darmcellen en een zweepstaart.
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