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Forord

Dette projekt er finansieret af Indenrigs- og Sundhedsministeriet pa basis af en
uopfordret ansggning fra Statens Skadedyrlaboratorium. Ansggningen blev udarbejdet
som falge af, at vi var blevet opmarksomme pa, at der i befolkningen var en bekymring
omkring og en opfattelse af, at hovedlus var et stigende problem. Projektet "Hovedlus:
epidemiologi og insekticidresistens.” blev accepteret i foraret 2003, og forlgh fra august
2003 til august 2005.

Fra Sundhedsstyrelsens hjemmeside:

Lordag 7. juni 2003

Sundhedsministeren til kamp mod lus

Nu skal luseplagen i danske skoler og daginstitutioner bekaempes.

Derfor har indenrigs- og sundhedsminister Lars Lokke Rasmussen (V) besluttet at
bruge 1,2 millioner kroner til et todrigt luse-forskningsprojekt. Projektet skal dykke
ned og studere, hvorfor og i hvor hgj grad hovedlus er modstandsdygtige over for
de leegemidler, der bruges mod lus i dag.

| et svar pa et spagrgsmal fra formanden for Folketingets sundhedsudvalg, Birthe
Skaarup (DF), skriver ministeren, at forskningsresultatet bagefter skal bruges i en
landsdeekkende strategi til behandling af lus.

- Hovedlus volder store problemer i Danmark, og problemet har veeret stigende i
90'erne, fastslar Lars Lgkke Rasmussen.

Andre europaeiske undersggelser viser udbredt resistens hos lus, sa derfor forholder
det sig nok pd samme made i Danmark, mener ministeren.

Det er Statens Skadedyrlaboratorium, der skal finde teettekammen frem i
luseforskningen, som gennemfgres i samarbejde med Laegemiddelstyrelsen og
Sundhedsstyrelsen. /DR-online

Statens Skadedyrlaboratorium er i den mellemliggende periode fusioneret med Dan-
marks JordbrugsForskning, hvor arbejdet er fortsat i forskergruppen ”Skadedyr-
laboratoriet”, som er en del af Afdeling for Plantebeskyttelse og Skadedyr.

Denne rapport praesenterer hovedlinierne i hovedlus-projektets forlgb og resultater af
undersggelsen. Resultater vil efterfalgende blive skrevet sammen til publikationer i
internationale "peer review” tidsskrifter, hvilket allerede er sket i ét tilfeelde (Kristensen
2005).

Der skal rettes en tak til sundhedsplejersker, skoler, SFO’er, barnehaver, efterskoler og
forzeldre, som har hjulpet os eller stillet sig til radighed for vores undersggelse, og frem
for alt takkes de mange barn rundt omkring i landet, som har ladet sig kemme. Desuden
takkes Snatchers Company A/S for at forsyne os med filtre og hovedlus i projektets ind-
ledende fase.

Kristian Hansen, Gitte Jensen og Claus Dahl samt luseprojektets gvrige medarbejdere
takkes for en stor indsats, og gvrige kolleger ved Skadedyrlaboratoriet takkes for deres
talmodighed med os og interesse for projektet.
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Sammendrag

Der har i de senere ar veeret fokus pa stigende problemer med behandlingen af hovedlus.
Pa trods af abenhed omkring lus, et hgjt informationsniveau og en malrettet indsats pa
mange skoler og institutioner bliver problemet ikke lgst pa en tilfredsstillende made.
Forzldre, sundhedsplejersker, leeger og apotekspersonale har lenge efterlyst mere viden
pa omradet, sa vejledning om og behandling af hovedlus bliver sa effektiv som mulig.
En forklaring pa de vedvarende luseproblemer kan vere, at hovedlusene er blevet
resistente over for de insektmiddelholdige leegemidler, som bliver anvendt til behand-
ling. Andre faktorer sasom forkert anvendelse af de forskellige typer eksisterende
lusemidler (herunder keemning), manglende behandling og utilstreekkelig viden om
hovedlusenes smitteveje og overlevelse i omgivelserne kan ogsa have betydning for
problemets omfang.

Hovedlus er ikke under mistanke for at overfare sygdomme, men de kan forarsage sterk
klge og irritation af hovedbunden, og kradsede lusebid kan blive indfaldsvej for bakte-
rier og fare til eksemer. Frem for alt finder de fleste mennesker det helt uacceptabelt
selv at have lus eller at have lus pa familiemedlemmer og andre i den naere omgangs-
kreds.

Der er ikke tidligere lavet omfattende undersggelser af hovedlus i Danmark, men en
bevilling fra Sundheds- og Indenrigsministeriet gjorde det muligt at ga i gang med et
starre projekt, der primert skulle belyse, om lusene har udviklet resistens mod
aktivstofferne i de leegemidler, der er godkendt til behandling mod hovedlus. Det
langsigtede formal med projektet er at forbedre mulighederne for forebyggelse og
behandling af hovedlus i den danske befolkning.

Til gennemfarelse af undersggelsen er der - fordelt over hele landet - blevet indsamlet
hovedlus pa 28 folke- og privatskoler hvor i alt 78 forskellige klasser er blevet keemmet.
Herudover er der indsamlet hovedlus i fem SFO’er, i én bgrnehave og pa syv
efterskoler. Desuden er der pa Skadedyrlaboratoriet foretaget 69 keemninger pa
fremmadte personer. Det er vigtigt at veere opmaerksom pa, at undersggelsen ikke er
gennemfort ved tilfeldig indsamling af hovedlus. Vi har bevidst ledt efter steder med
problemer og mange hovedlus. | de fleste tilfeelde har det veeret ngdvendigt at indhente
forzeldrenes tilladelse til, at deres bgrn matte keemmes, og forzldrene har saledes haft
mulighed for at pavirke resultatet af indsamlingen fordi de har vaeret mere
opmarksomme pa, om deres bgrn havde lus. Indsamlingen af hovedlusene er foregaet
ved sugekemning. Ved hjelp af en lille kam pa mundstykket af en stgvsuger keemmes
hovedlusene ud af haret og opsamles i et specielt filter i stevsugerslangen. Fordelen ved
metoden var, at den kunne anvendes i tert har, og at lusene blev opsamlet i
filterbeholdere, hvorfra de sa kunne sorteres ud til de forskellige typer tests.

Datamaterialet omfatter 1441 keemninger, og ud af disse blev der i 208 tilfelde fundet
hovedlus svarende til 14% af kemningerne. | skoleklasserne var der blandt de
keemmede barn 8% med hovedlus, i SFO’erne var der 17%, mens der pa efterskolerne
var hovedlus pa 32% af de keemmede elever. | 64% af de undersggte skoleklasser var
der bgrn med hovedlus, men oftest var det kun et eller to af barnene, der havde hoved-
lus. | skolerne og SFO’erne var andelen af barn med hovedlus sterst blandt piger, mens
der pé efterskolerne var forholdsmaessigt naesten lige mange piger og drenge med lus.
Pa langt de fleste af de bgrn, som havde lus, blev der fundet under ti voksne hovedlus,



og kun ganske fa barn havde mange hovedlus. Det er vigtig i denne sammenhang at
vaere opmarksom pa, at selv tilstedeverelse af nogle fa hovedlus betragtes som et
problem. Det er ikke muligt pa grundlag af denne og tidligere undersggelser at sige, om
problemet med hovedlus er starre i dag, end det tidligere har veeret.

Til maling permethrin- og malathion-resistens hos hovedlus er der i projektet blevet
udviklet en simpel og hurtig drabetest-metode. Metoden gar ud pa at hovedlus indsamlet
ved kemning pasattes en drabe gift, og antallet af dede hovedlus telles efter fire timer.
Den mangde gift, som anvendes (den diskriminerende dosis), er tilpasset, sa lus, der er
levende efter fire timer, kan identificeres som resistente. Der er ligeledes blevet udviklet
en shampoo-test, hvor hovedlus anbragt pa afklippet har testes for resistens med
kommercielle lusemidler. Yderligere er der udviklet en DNA-test, som identificerer en
mutation, der forarsager permethrin-resistens.

I den landsdaekkende undersggelse blev resistens over for permethrin undersggt i 29
praver (én prave er lus fra én skole, én SFO m.m.) og i 29 pragver for malathion. | 72%
af praverne kunne ingen hovedlus dreebes med den diskriminerende permethrin-dosis,
som identificerer resistens. Kun pa en enkelt skole blev mere end halvdelen af
hovedlusene draebt. DNA-test metoden til undersggelse af permethrin-resistens viste, at
kun 2,7% af 449 undersggte hovedlus var fuldt felsomme. Genfrekvensen af den
resistente version af Natrium-kanal protein-genet, som binder pyrethroid-insekticider
var 95%. | 35% af preverne kunne ingen hovedlus draebes med den diskriminerende
malathion-dosis. Kun i 15% af preverne blev mere end halvdelen af hovedlusene drabt.

Konklusionen pa resistensundersggelserne er, at resistens over for permethrin og
malathion er udbredt i Danmark, og at begge insektgifte har en nedsat effektivitet over
for hovedlus. Derfor vil lusemidler med permethrin - ved korrekt anvendelse - generelt
kun veere i stand til at draebe en begranset del af hovedlusene. Dette sar tvivl om den
kliniske effekt af lusemidlet Nix®, som er en shampoo med 1% permethrin. Ogsé
lusemidler med malathion vil - ved korrekt anvendelse - generelt kun veere i stand til at
draebe en del af hovedlusene. Dette sar tvivl om den kliniske effekt af lusemidlerne
Prioderm® shampoo og Prioderm® kutanoplgsning, som er henholdsvis en shampoo
med 1% malathion og en oplgsning med 0,5% malathion.

Pa denne baggrund anbefales det, at anvendelsen og/eller registreringen af lusemidler
med permethrin (samt andre pyrethroider) og malathion skal revurderes. Hvis
lusemidler med pyrethroider eller malathion fortsat anvendes, skal den enkelte bruger
vaere opmarksom pd, at der er en stor sandsynlighed for nedsat eller manglende klinisk
effekt af midlerne, og effektiviteten af behandlingen skal derfor kontrolleres
omhyggeligt.

Det anbefales, at en national strategi til behandling og forebyggelse af hovedlus
omfatter fglgende elementer: Kemning bgr, som situationen ser ud nu, anbefales som
den vigtigste metode til behandling mod hovedlus. Metoden anvendes allerede af en del
foreeldre - enten som eneste behandling eller som supplement til lusemidler - og er i
princippet en sikker, billig og uskadelig metode til at fijerne lus med. Nar kaemning i
praksis ikke altid er effektiv, kan det skyldes, at metoden kreaever bade grundighed og en
vedholdende indsats. S& samtidig med, at metoden anbefales/fremhaves som
behandling, ber der udarbejdes et let tilgaengeligt informationsmateriale om kaemning.



De lusemidler, som forbrugerne har adgang til, er dels de godkendte leegemidler, som
indeholder permethrin eller malathion, dels en raekke alternative planteoliebaserede
lusemidler m.fl., hvortil der ikke stilles godkendelseskrav om dokumentation for
effektivitet men kun forlanges en CE-markning som medicinsk udstyr. Effektiviteten
af de CE-markede lusemidler med planteolier og andre midler bar derfor vurderes, for
at anbefalingerne til brugerne kan forbedres. Under alle omsteendigheder er det vigtigt at
gere det klart for forbrugere/foraldre, at behandling med et lusemiddel - uanset type -
ikke ngdvendigvis lgser problemet. Brugerne skal som situationen ser ud nu altid
kontrollere, om behandlingen har haft den gnskede effekt, og vurdere, om der er behov
for ekstra eller anden behandling. For at gennemfare en effektiv behandling er det ogsa
afgarende, at lusemidlerne anvendes korrekt.

Oplysning og opmarksomhed omkring hovedlus skal intensiveres, for at en malrettet
indsats mod hovedlus kan gennemfgres. Dette kan gge foraldrenes bevidsthed om, at de
har ansvaret, og samtidig er det vigtigt, at de har let adgang til god information om,
hvad de kan ggre bade for at forebygge og for at klare problemet, nar det opstar.
Informationsmaterialet skal komme fra et centralt sted, sa det er enslydende og korrekte
oplysninger, foreldrene far. Der bgr/skal ogsa vaere mulighed for at fa adgang til
informationsmaterialet pa andre sprog. Der bgr desuden laves en strategi for, hvordan
der kan tages hand om de tilfeelde, hvor forzldre ikke selv har ressourcer til at foretage
en effektiv lusebehandling af deres barn.



Indledning

Hovedlus (Pediculus capitis) volder stadig store problemer i Danmark, og erfaringer fra
Statens Skadedyrlaboratoriums konsultationstjeneste viste i lighed med informationer
om antallet af solgte lusemidler, at problemet var stigende i 1990’erne (Rasmussen and
Sgholt Larsen 1998). Der har vaeret mange henvendelser fra leeger, sundhedsplejersker
og apotekspersonale, som efterlyser mere viden om hovedlus og behandling mod
hovedlus. Iser pa skoler, i bgrnehaver og andre institutioner har hovedlus i mange ar
veeret en plage. Hovedlus er ikke under mistanke for at overfare sygdomme, men anses
generelt for meget ugnskede, da de kan forarsage sterk klge og irritation i
hovedbunden, og da kradsende lusebid kan blive indfaldsvej for bakterier og fare til
eksemer, og endelig men ikke mindst fordi det anses for socialt uacceptabelt at veere
lusebefaengt.

Der har i de senere ar veeret meget fokus pa hovedlus, og der har veret foretaget en
malrettet information om hovedlus til primeert sundhedspersonale, men alligevel ses et
hgjt infestationsniveau. En mulig forklaring er, at hovedlusene er blevet resistente over
for de anvendte lusemidler. Problemet kan dog ogsa skyldes andre faktorer, og vi
vurderer, at de vigtigste er mangelfuld effekt og/eller forkert anvendelse af de
eksisterende lusemidler - herunder ogsa kamning, manglende behandling, samt
mangelfuld viden om hovedlusenes smitteveje og overlevelse i omgivelserne hos savel
borgere som sundhedspersonale.

Hovedlus lever tet ved hovedbunden, hvor de trives ved en hgj temperatur og luft-
fugtighed. Nar luseaeggene legges, Kittes de fast til harene helt nede ved hovedbunden,
hvor de sidder godt fast. Ved den temperatur, som findes lige over hovedbunden, tager
udvikling af &ggene 6-9 dage. Nyklaekkede lus begynder straks at suge blod. Udvik-
lingen til voksen og kensmoden hovedlus varer 9-12 dage, hvor nymfen skifter hud tre
gange. En voksen hun-hovedlus kan leegge 5-8 &g om dagen i lgbet af de ca. tre uger,
den lever. Hovedlus skal have blod mindst to gange om dagen, og pa grund af denne
teette tilknytning til mennesket er hovedlus ilde stedt, hvis de forvilder sig veek fra
verten.

En hovedlus forlader kun frivilligt sin veert, hvis den har mulighed for at kravle over pa
en anden veert. Smitten fra en veert til en anden sker derfor sandsynligvis ved kontakt
mellem veerter. Hovedlus kan ikke hoppe eller flyve. De hovedlus, som af en eller anden
grund falder ud af haret er sedvanligvis gamle, syge eller beskadigede hovedlus. Dog
ma man regne med, at der er en vis risiko for at blive smittet med hovedlus, hvis man
f.eks. laner en kam, en barste eller en hue med hovedlus. Der er dog aldrig foretaget
undersggelser, der belyser smitterisikoen fra omgivelserne, og der savnes ogsa
palidelige oplysninger om deres overlevelse under forskellige forhold (temperatur,
fugtighed og struktur af materiale, hvorpa hovedlusene sidder).

Alle kan blive smittet med hovedlus, men hovedlus optreeder dog hyppigst hos barn i
alderen 3-10 ar, og der er en tendens til, at de fleste tilfeelde optreeder i perioderne
august til november og februar til april. Har man mistanke om, at en person er blevet
smittet, undersgges haret. Det kan dog vere vanskeligt at konstatere hovedlus kort efter
smittetidspunktet, hvor der oftest kun vil veere fa hovedlus og ag.

Det langsigtede formal med projektet er at forbedre mulighederne for forebyggelse og
behandling af hovedlus i den danske befolkning. Specifikke mal for projektet har veeret



at kortleegge de mekanismer, der ligger bag insekticidresistensen, at kortleegge
udbredelse og betydning af insekticidresistens hos hovedlus, at udvikle en hurtigmetode
til bestemmelse af resistens hos hovedlus, at redeggre for forhold omkring epidemiologi
hos hovedlus og at udvikle en landsdaekkende strategi til behandling mod hovedlus.

Litteraturoversigt over resistens mod lusemidler

| Danmark er der inden for gruppen af organofosfat-midler kun godkendt produkter med
malathion, mens der inden for gruppen af pyrethorid-midler findes godkendte produkter
indeholdende permethrin, pyrethrin, phenothrin og bioallethrin, hvoraf kun permethrin
bliver markedsfert for tiden. Generelt vil resistens over for et stof inden for gruppen af
henholdsvis organofosfater eller pyrethroider medfagre krydsresistens over for andre
midler inden for den samme gruppe. Projektets mal har saledes veret at udvikle en
praktisk anvendelig metode til bestemmelse af resistensen hos hovedlus over for
henholdsvis organofosfatet malathion og pyrethroidet permethrin.

Insekticidresistens er pavist for flere af de insektgifte, der anvendes eller er blevet
anvendt til lusebekempelse gennem tiderne. Pa europeisk plan kan situationen kort
sammenfattes som fglgende. Resistens mod DDT blev konstateret i 1970’erne i
Storbritannien (Maunder 1971), Danmark (Rosdahl 1975) og Holland (Blommers and
van Lennep 1978), og samtidig blev der konstateret resistens mod lindan i bl.a. Stor-
britannien (Maunder 1971) og Holland (Blommers and van Lennep 1978). Fra
begyndelsen af 1990’erne er der konstateret resistens over for pyrethroid-midlerne bl.a.
I Frankrig mod permethrin og phenothrin (Chosidow et al. 1994), i Tjekkiet mod
permethrin, phenothrin, og bioallethrin (Rupes et al. 1995), i Storbritannien mod
permethrin og phenothrin (Burgess et al. 1995), og i Israel mod permethrin (Lee et al.
2000, Mumcuoglu et al. 1995). Blandt organofosfat-midlerne er der farst fra sidst i
1990’erne konstateret mere omfattende resistens mod malathion i Storbritannien
(Downs et al. 1999), selv om der har veret rapporteret enkelte tilfeelde tidligere i
Frankrig og Storbritannien (Burgess et al. 1995).

Der har ikke veeret beskrevet store problemer med lusebekeempelsen i Nordamerika og
Sydamerika, men der er beskrevet resistens mod permethrin i USA, Panama og
Argentina (Lee et al. 2000, Picollo et al. 2000, Vassena et al. 2003). Neermere
undersggelser af permethrin-resistente hovedlus fra Californien, Texas og Florida dels
paviste udbredt resistens pa de undersggte lokaliteter dels identificerede en mutation i
Na-kanal proteinet, som er bindingsstedet for permethrin og andre pyrethroider.
Undersggelserne paviste en sammenhang mellem mutation af Na-kanal proteingenet og
resistens over for permethrin ved toksikologiske undersggelser (Gao et al. 2003, Lee et
al. 2003). Mutationen, som forarsager pyrethroid-resistens hos hovedlus, er ogsa
identificeret i Japan (Tomita et al. 2003). Yderligere undersggelser fra USA har pavist,
at permethrin-resistens ogsa kan skyldes mekanismer, som nedbryder giften, men begge
mekanismer findes ofte sammen (Yoon et al. 2004, Audino et al. 2005).



Etablering af toksikologisk metode til maling af malathion- og
permethrin-resistens hos hovedlus

Traditionelt udferes mange forsgg vedr. lus pa mennesker med kropslus (Pediculus
humanus), da det er muligt og relativt simpelt at dyrke kropslus i laboratoriet, hvorimod
der kun findes en besvarlig og omkostningstung metode til dyrkning af hovedlus
(Takano-Lee et al. 2003). De to lusearter ligner hinanden meget i starrelse og fysiologi
og adskiller sig primeert i deres biologiske adferd. Kropslus suger blod én gang i
dagnet, hvorimod hovedlus spiser flere maltider i lgbet af et dggn. Pyrethroider,
herunder permethrin, udgver deres giftvirkning ved at binde til et Na-kanal protein i
nervesystemets synapser. Sekvensen af dette protein er undersggt for henholdsvis krops-
lus og hovedlus, hvor man fandt, at de var identiske (Lee et al. 2003, Tomita et al.
2003).

Der blev anvendt kropslus til at bestemme et basalt toksikologisk niveau for malathion
og permethrin, det vil sige til at identificere det dosisomrade, hvor dgdeligheden er
starre end 0 og mindre end 100%. De forste forseg med kropslusene blev foretaget
under et besgg hos Umweltbundesamt i Berlin. De har i en arraekke vaeret Skadedyr-
laboratoriets samarbejdspartner og har rutinemassig dyrkning af kropslus.
Efterfalgende er alle forsag med kropslus foretaget pa Skadedyrlaboratoriet. Kropslus
blev sendt fra Berlin mandage og modtaget i Sorgenfri tirsdage.

Filterpapir-test til bestemmelse af resistens. Vi forsggte fgrst at implementere en
filterpapir-test for resistens, som flere steder anvendes og bl.a. kan anskaffes fra WHO.
Der blev impraegneret filterpapir med malathion og permethrin og ogsa anskaffet
WHO’s lusetest-materiale. Kropslus blev placeret pa filtrerpapir impreegneret med
forskellige koncentrationer af malathion eller permethrin (Figur 1). Antallet af dede
kropslus blev talt med regelmaessige mellemrum: 1, 2, 4, 6 og 24 timer. Giftvirkningen
kunne efterfolgende beregnes ved en probit-analyse, hvor dedelighed og
koncentration/mangde af gift til de forskellige tidspunkter for populationen udregnes.

Der blev gennemfart en reekke forseg med malathion filterpapir-test fra WHO og med
papir af egen produktion, men ingen af disse gav et tilfredsstillende resultat.

Figur 1. Filterpapir-test for resistens hos lus. Papir (d=3,5 cm) impragneret
med insektgift placeres i et lag fra en petriskal. Bunden, med et 1,5 cm hul,
sa der er fri luftudveksling, anvendes som Iag. Der testes maksimum 10 lus
pr. petriskal.



Det lykkedes med permethrin at fastleegge et basalt toksikologisk niveau hos kropslus
(Tabel 1). Med udgangspunkt i disse veerdier fastlagdes nogle diskriminerende doser,
som skulle adskille fglsomme og resistente individer. Vi besluttede at fremstille papirer
med en dosis p& henholdsvis 10 og 20 pg per cm? til vores analyser af hovedlus. Perme-
thrin-filtrene fra WHO havde angivet en koncentration pa 0,75%, som svarer til ca. 28

Hg pr. cm?.

Forsggene med hovedlus pa filterpapir var pa flere mader problematiske. Det var svart
at fastleegge et kriterium for, hvornar en lus var ded. Der var stor variation mellem
forskellige gentagelser af forsgg, og det var saledes svert at opna samme resultater i
gentagne forsgg. Det var umuligt at ansla, hvor meget gift en lus blev eksponeret for. Pa
basis af mange ars erfaringer med toksikologiske undersggelser med forskellige gifte og
forskellige insektarter matte vi konkludere, at det ikke var en god test.

Tabel 1. Filterpapir-test for permethrin-resistens hos kropslus. Antallet af dede
lus blev opgjort efter 24 timer, og LC (lethal concentration) er beregnet ved
probit-analyse (SAS Institute).

LCs0 (95% C.1.) LCgs (95% C.1.)
Hg per cm? Hg per cm?
Voksne fodret 1,2 (0,93-1,4) 2,2 (1,7-3,7)
Voksne sultne 0,85 (0,65-1,0) 1,4 (1,1-2,5)
Nymfe 111 fodret 5,8 (3,2-11) 21 (11-160)
Nymfe Ill sultne 3,0 (2,5-3,6) 5,9 (4,6-9,5)

Drabetest til bestemmelse af resistens. Pa baggrund af ovennavnte blev der sa
udviklet og tilpasset en drabetest-metode til anvendelse pa kropslus og hovedlus, som
anvendes rutinemaessigt ved laboratoriet til starre insekter. En drabetest er let at udfare,
og den anvendte mangde gift pr. lus kan bestemmes precist.

Testen udfgres ved at sette 0,1 pl draber med forskellige koncentrationer af malathion
eller permethrin pa individuelle lus. Antallet af dgde lus telles derefter med
regelmassige mellemrum: 2, 4, 6 og 24 timer. Giftvirkningen kan efterfglgende
beregnes ved en probit-analyse, hvor dedelighed og mangde (LD = “lethal dose”) af
gift til de forskellige tidspunkter for populationen udregnes. Der blev for bade
malathion og permethrin fastlagt et basalt toksikologisk niveau hos kropslus ved 2, 4, 6
og 24 timer (Appendiks 1 og 2).
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Figur 2. Drabetest for resistens hos lus. En drabe pa 0,1 pl afsattes pa en lus.
Lusen overfgres til et preparatglas med et lille stykke gkologisk
bomuldslerred. Glassene sxttes pa et tradnet over en skal med mattet
saltoplgsning, som sikrer hgj luftfugtighed. Der testes maksimum 10 lus pr.

glas.

Til undersggelserne af resistens hos hovedlus var det bade vigtigt at opna en lav
kontroldgdelighed, og udvikle en test, som kunne gennemfgres pa nogle fa timer. Det
blev derfor valgt, at en test pa fire timer skulle vare vores standardtest med bade
malathion og permethrin, og diskriminerende doser pa henholdsvis 100 ng malathion
(Figur 3) og 2 ng permethrin pr. hovedlus (Figur 4) blev fastlagt. Begge doser var
mindst 2 x LDgs, som for henholdsvis malathion og permethrin var 41 ng og 0.5 ng pr.
hovedlus . Det vil sige, at vi valgte en mangde gift, som var mindst det dobbelte af den
dosis, som draeber 95% af de fglsomme lus. Lus som overlever 100 ng malathion er
malathion-resistente, og lus der overlever 2 ng permethrin er permethrin-resistente.

o5 4h LD50 = 11 + 4 ng malathion per lus
Yy

/)

/)

1))
/1)

| s

0.1 1 10 100 1000 100C

% Mortality
3

ng malathion per lus

Figur 3. Dgdelig dosis af malathion hos kropslus i drabetest. Dgdelighed ved 4
timer for tredje nymfe stadium og voksne hunner (se Appendiks 1 for detaljer og
resultater for 2, 6 og 24 timer). Diskriminerende dosis pa 100 ng malathion er

angivet ved lodret linie.
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4h LD50 = 0.15 + 0.08 ng permethrin per lus
95

% Mortality
8
|

771

0.001 0.01 0.1 1 10 1C
ng permethrin per lus
Figur 4. Dgdelig dosis af permethrin hos kropslus i drabetest. Dgdelighed ved 4
timer for tredje nymfe stadium og voksne hunner (se Appendiks 2 for detaljer og
resultater for 2, 6 og 24 timer). Diskriminerende dosis pa 2 ng permethrin pr.
hovedlus er angivet ved lodret linie.

Indsamling af hovedlus

Indsamlingen af hovedlusene var den mest arbejdskraevende del af projektet. Det har
veeret vigtigt, at indsamlingen foregik effektivt og pa en made, der var sa skansom over
for bade lus og barn som muligt. Vi gnskede hele, tgrre og levende hovedlus og fandt, at
den bedste metode at indsamle lusene pa var ved hjalp af en sugekeemmer (Snatchers
Company A/S, Nastved, Danmark). Enkelte lus fik revet benene af ved denne proces,
men generelt var kvaliteten af de indsamlede hovedlus i orden og overlevelsen pa
samme niveau som ved kemning med traditionelle teettekamme.

Sugekeemmeren er konstrueret som et sarligt mundstykke til at satte pa en
stevsugerslange. Ved hjelp af en lille kam pa mundstykket keemmes hovedlusene ud af
haret og opsamles i en filterbeholder, der sidder i stevsugerslangen. Fordelen ved
metoden er, at den kan anvendes i tert har, og at lusene opsamles i beholderen, hvor de
kan opbevares, indtil de forskellige test kan udferes. Beholderne med lus blev placeret i
en temperatur-reguleret boks (20°C) indtil de blev sat op til resistens test. Under
kaemningen blev filterbeholderne udskiftet for hver ca. to minutters kemning for at
sikre, at de udkemmede hovedlus ikke tog skade ved f.eks. udtarring i stevsugerens
luftstram.

Sugekemning er en god metode til at registrere og fjerne hovedlus fra hovedbunden,
men kraever dog erfaring og stor grundighed, hvis den skal anvendes som en effektiv
behandling. Keemning med en sugekeemmer er i lighed med almindelig keemning med
teettekam tidskraevende, hvis man skal sikre, at alle lus fjernes ved hver behandling. Ved
de fleste indsamlinger vidste vi ikke pa forhand, hvilke bgrn der havde lus. Derfor blev
alle bgrn kemmet med sugekeemmeren i 2-5 min. Blev der ikke fundet lus i denne
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periode, gik vi videre til naste barn. Udover selve kaemningen blev barnets alder,
harleengde og tidligere lusehistorie registreret. For barn med har leengere end ca. 15 cm.
var det ngdvendigt at inddele haret i 4-8 skarpt adskilte rottehaler, for at kunne lave en
effektiv kemning. Bgrn med lus blev keemmet sa grundigt, at man kunne regne med, at
alle lus var fjernet. | disse tilfeelde kunne en keemning tage fra 20 minutter til en time
afhaengig af harets leengde og tykkelse samt maengden af lus.

Der blev indrettet et laboratorium til kemning af dem, der henvendte sig hos
Skadedyrlaboratoriet i Sorgenfri. For at fa indsamlet lus til undersggelserne
annonceredes efter lus via kontaktede skoler og SFO’er, via Skadedyrlaboratoriets
hjemmeside samt via lokalpressen (Det Grgnne Omrade). Luselaboratoriet gjorde
indsamlingerne mindre arbejdskraevende, da vi ikke skulle ud af huset med alt vores
udstyr, og gjorde det tillige muligt at fa indarbejdet metoderne, indtil de fungerede
tilfredsstillende. Samtidigt kunne lusene testes umiddelbart efter, at de var redt ud af
haret.

Det var primart beboere fra Kabenhavn og Nordsjelland, der havde mulighed for at
komme til Sorgenfri, og for at gare indsamlingen landsdakkende rettede vi henvendelse
til den kommunale sundhedspleje i udvalgte kommuner og til alle landets efterskoler. |
forbindelse med laengere ture rundt i landet indrettedes et "rullende luselaboratorium”
med udstyr til indsamlinger, resistens-tests og mulighed for opbevaring af de levende
lus. I mange tilfeelde var det ngdvendigt at teste lusene pa indsamlingsstedet, da en lang
transporttid ellers ville give en stor dgdelighed uden pavirkning med gift og dermed et
usikkert resultat. De landsdeekkende indsamlinger var serdeles arbejdskraevende, og det
var derfor vigtigt at besgge mange lokaliteter pr. tur.

Annonceringen efter hovedlus gav stor opmarksomhed i pressen og et rimeligt antal
henvendelser fra folk med luseproblemer. | de fleste tilfeelde har sundhedsplejersker
rundt omkring i landet formidlet kontakter til skoler og SFO’er, hvor man havde
problemer med hovedlus. Efterskolerne viste sig at veere et godt sted at finde hovedlus,
sa de blev besggt rundt omkring i Danmark. Pa selve laboratoriet har der ogsa vaeret en
del geester, som er kommet for at blive kemmet. | forhold til den megen
opmarksomhed, som vores indsamling medferte, og i forhold til at hovedlus betegnes
som et stort problem i begrnehaver, skoler, SFO o.a., var det dog overraskende
tidskreevende at skaffe tilstreekkeligt med lus til at kunne gennemfare undersggelsen.

Der blev indsamlet hovedlus pa 28 forskellige skoler og 5 SFO’er fordelt over hele
landet (Figur 5). Pa skolerne blev der keemmet i 78 forskellige klasser. Udover dette
blev der keemmet i 1 bgrnehave og pa 7 efterskoler. P Skadedyrlaboratoriet har vi
foretaget 69 kaemninger af enkeltpersoner. Nogle fa af disse keemninger er foretaget pa
bern, der er blevet kemmet flere gange. | alt deekker vores datamateriale keemning af
1441 personer.
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Figur 5. Indsamling af hovedlus til resistens-test i Danmark 2004-2005. Hver cirkel
repreesenterer et indsamlingssted. Der blev indsamlet hovedlus fra 29 forskellige

lokaliteter i hovedstadsomradet.
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Resistens hos danske hovedlus

Der blev indsamlet et del hovedlus, som i farste omgang primert blev testet for
overlevelse, hvorefter vi ogsd begyndte at teste pa filterpapir impreegneret med
permethrin. Der viste sig dog hurtigt at veere en lang raekke problemer. Det var sveert at
holde liv i hovedlusene tilstreekkeligt laenge til at gennemfare test med lav kontrol-
dedelighed, hovedlusene forsggte at forlade det impraegnerede papir og det var sveert at
finde ud af, om de var dade eller levende. Problemerne med at gennemfgre gode solide
resistenstest pa hovedlusene betad - sammen med vores problemer med at fa etableret
en malathion filterpapir-test - at forsggene blev afbrudt, og en drabetest metode blev
udviklet.

Resistens test

Hovedlus indsamles ved sugekemning i tert har. Lusene sorteres i portioner af ti lus.
Der anvendes voksne hunner, hanner samt tredjestadie nymfer. Lusene anvendes
umiddelbart eller maksimum to timer efter indsamling. Det formodes, at alle lus
indsamlet i én skoleklasse, én barnehave eller én SFO tilhgrer den samme population.
En prave defineres derfor som alle lus indsamlet pa én lokalitet (skole, SFO m.m.) eller
fra én person eller sgskende keemmet ved fremmgde pa Skadedyrlaboratoriet.

Drabetest metode: Der sattes en 0,1 pl drabe med henholdsvis 0,10% malathion (100
ng pr. hovedlus) eller 0,0020% permethrin (2 ng pr. hovedlus) oplgst i acetone pa hver
enkelt hovedlus. Der er minimum testet 10 lus i hver preve. Som kontrol for lusenes
levedygtighed behandles 10 lus med acetone. Acetone fordamper gjeblikkelig, og lusene
overfgres til preeparatglas indeholdende et lille stykke gkologisk bomuldstof. Glassene
med lus inkuberes ved 20°C og en relativ luftfugtighed pa >90%. Efter fire timer telles
antallet af dagde lus.

Shampoo-test metode: Ti lus anbringes i et lille plastikbaeger sammen med en lille
hartot og 1ml Nix® (Shampoo mod hovedlus med 1% permethrin, Pfizer) eller
Prioderm® (Shampoo mod hovedlus med 1% malathion, Norpharma), som er blandet
1:1 med vand for at ggre emulsionen tilstreekkeligt flydende. Beageret rystes, sa lus,
shampoo og har blandes, hvorefter det star i 10 minutter ved rumtemperatur. Har og lus
ovefares til en lille sigte og skyldes fri for shampoo. Har og lus overfares til et rent
plastikbaeger, som inkuberes ved 20°C og en relativ luftfugtighed pa >90%. Efter fire
timer teelles antallet af dgde lus.

15




Niogtyve indsamlede prgver kunne testes for permethrin-resistens med den
diskriminerende dosis i drabe-test eller med shampoo-test. Kontroldgdeligheden, det vil
sige dgdeligheden af ikke-forgiftede lus, var 0-10% (Appendiks 3).

| 18 pragver kunne ingen lus draebes med den diskriminerende drabetest-dosis pa 2 ng
permethrin. | fire praver blev under 10% lus draebt. Hos to populationer blev 20-25%
lus draebt, og kun i en preve blev mere end halvdelen af lusene drabt; 60% i preve 22
(Figur 6).

Der blev gennemfart otte shampoo-test med Nix®; shampoo med 1% permethrin.
Resultaterne varierede steerkt - fra alle dgde til ingen dade (Figur 7). | fire prover blev
lusene ogsa testet ved ovenstaende drabe-test. Ved prave 18, 29 og 31 blev ingen lus
dreebt ved drabe-testen, men 20, 70 og 100% blev drebt ved shampoo-testen. Ved
indsamling 36 dede 10% ved drabe-test og 30% ved shampoo-test. Formentlig bliver
lusene i en shampoo-test udsat for en starre meengde insekticid end i en drabetest.

100 +
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Figur 6. Permethrin-resistens hos danske hovedlus med drabetest.
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Figur 7. Permethrin-resistens hos danske hovedlus med shampoo-test.
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Niogtyve indsamlede prover kunne testes for malathion-resistens med den diskri-
minerende dosis i drabe-test eller med shampoo-test. Kontroldgdeligheden, det vil sige
dedeligheden af ikke-forgiftede lus, var mellem 0-10% (Appendiks 4). | ni praver
kunne ingen lus draebes med den diskriminerende dosis pd 100 ng malathion. | fem
prgver blev op til 10% lus draebt. | ti prever blev 11-50% af lusene drebt, og hos to
populationer blev mere end 50% lus drebt. Det hgjeste antal dede lus observeret
stammede fra prove 19, hvor 80% af lusene blev dreebt (Figur 8).

Der blev gennemfart otte test med Prioderm® shampoo med 1% malathion. Resultaterne
varierede staerkt - fra alle dede til 10% degde (Figur 9). I fire tilfeelde er lusene ogsa
blevet testet ved ovenstaende drabe-test. Ved indsamlingerne 29 og 36 blev ingen lus
dreebt ved drabetesten, men 60% og 90% blev drebt ved shampoo-testen. Ved
indsamlingerne 31 og 35 dgde henholdsvis 20% og 30% ved drabe-test, og 100% og
40% dede ved shampoo-testene.
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Figur 8. Malathion-resistens hos danske hovedlus med drabe-test.
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Figur 9. Malathion-resistens hos danske hovedlus med shampoo-test.

% overlevende hovedlus

17



Det lykkedes to gange (prgve 18 og 22) at indsamle sa mange lus, at der kunne
gennemfgres komplette bioassays. Det vil sige, at lusene blev testet pa en rakke
koncentrationer af henholdsvis malathion og permethrin, og populationernes dosis-
mortalitet-respons kan beregnes og sammenlignes med basisliniedata for kropslus
beskrevet tidligere.

Lusene (20 lus pr. dosis) fra preve 18 og 22 blev testet med 2, 8, 32, 128 og 512 ng
permethrin pr. hovedlus samt acetone som kontrol. Efter fire timer var blot 2 af 240 lus
dede uafhangigt af permethrin-koncentrationen i indsamling 18. Der var ligeledes ikke
en dosis-mortalitet-respons hos pragve 22, hvor 50-90% af lusene var dgde uafthangigt af
permethrin-koncentrationen. En opteelling efter 24 timer fra preve 18 viste 10% dgde i
kontrollerne og dosis-mortalitets-respons. LDs kunne beregnes til 23 ng permethrin pr.
hovedlus. Sammenlignet med LDsy beregnet for 24 timer for permethrin-falsomme
kropslus pa 0,38 ng permethrin pr. kropslus (Appendiks 2) gav dette en resistensfaktor
pa 61.

Lusene (20 lus pr. dosis) fra prgve 18 og 22 blev testet med 6, 25, 25, 100, 500, 1000 og
2000 ng malathion pr. hovedlus samt acetone som kontrol. Efter fire timer var blot 4 af
280 lus dede uafhengigt af malathion-koncentrationen i preve 18. Der var derimod en
dosis-mortalitet-respons hos prgve 22, og vi kunne beregne 4 timer LDsp til 650 ng
malathion pr. hovedlus. Sammenlignet med LDsy for malathion-falsomme kropslus pa
11 ng malathion pr. kropslus (Figur 3) gav dette en resistensfaktor pa 59. En optelling
efter 24 timer fra begge indsamlinger var ikke anvendelig, idet der var henholdsvis 45%
0g 85% dgde i kontrollerne.

Bestemmelse af permethrin-resistens ved molekyler metode

Permethrin er et pyrethroid, det vil sige et syntetisk stof beslegtet med naturligt
forekommende stoffer udvundet fra chrysantemum. Resistens over for pyrethroider
herunder permethrin skyldes hos mange insekter en mutation af et Natrium-kanal-
protein, som er bindingsstedet for pyrethroider. Mutationerne varierer mellem for-
skellige arter af insekter, men befinder sig ofte i de samme omrader af genet. £ndringen
af natrium-kanal protein genet kan detekteres pa DNA-niveau med molekylarbiologiske
metoder, som er implementeret for flere insektarter. Natrium-kanal proteinets
gensekvens hos hovedlus er offentliggjort, og to sammenhangende punktmutationer,
som forarsager permethrin-resistens, er beskrevet. Vi har udnyttet denne information og
udviklet og implementeret en metode til at detektere frekvensen af denne a&ndring af
genet (Appendiks 6, Kristensen 2005). | dette arbejde har vi yderligere identificeret en
ny mutation, som kunne veere associeret med permethrin-resistens.

Der er undersggt mere end 500 hovedlus fra 32 forskellige indsamlinger med den
molekylare metode, og fra disse har vi faet anvendelige data i 449 tilfeelde. Der findes
en detaljeret beskrivelse af data i Appendiks 5. Pyrethroid-fglsomme hovedlus er
sjeeldne i Danmark, og i 25 af indsamlingerne har vi udelukkende fundet resistente
versioner af natrium-kanal protein genet (Figur 10). Der er kun fundet 12 pyrethroid-
felsomme hovedlus i denne undersggelse, hvilket svarer til 2,7%. En narmere
beregning af genfrekvensen viser, at 95% af natrium-kanal protein generne i vores
indsamlinger skal betegnes som pyrethorid-resistente .
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Vi havde en ambition om at udvikle standard-laboratorietest, hvor det hurtigt kunne
bestemmes, hvilke mekanismer der forarsager resistens. Den molekylaere metode til

bestemmelse af permethrin-resistens vil

med oprensning af DNA, PCR-test,

gelelektroforese kunne gennemfgres pa en ’lang’ arbejdsdag. Der vil dog kunne
udvikles en hurtigere men dyrere analyse ved anvendelse af “real-time PCR”, hvor man

har elimineret gelelektroforesen.

Figur 10. Frekvensen af permethrin-
resistens gener hos danske hovedlus.
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Diskussion og konklusion vedr. resistens hos danske hovedlus

Undersggelsen viser, at resistens-niveauet over for bade permethrin og malathion er
hgjt. Dette resultat skal dog ses i lyset af, at der ikke er blevet indsamlet lus tilfeldigt.

Nar personer har henvendt sig personligt pa Skadedyrlaboratoriet, har de ofte haft lus i
en periode og har anvendt forskellige metoder til behandling mod hovedlus herunder
midler med malathion eller permethrin. VVores undersggelse har sandsynligvis et starre
antal ”problem-tilfeelde”, hvor lusebehandling er forsggt, men har fejlet.

Denne undersggelse kan saledes overvurdere niveauet af resistens hos hovedlus. |
forbindelse med indsamlingerne blev foraldrene spurgt om hvilke midler, der tidligere
var blevet anvendt til behandling mod hovedlus. Ud af 684 besvarelser oplyste 189
foraeldre, at deres barn havde haft lus inden for de seneste tre maneder, og 52% havde
brugt lusemidler med malathion eller permethrin til behandling mod hovedlus.

Resistens over for permethrin og malathion er udbredt i Danmark, og begge insektgifte
har nedsat effekt over for hovedlus. Spargsmalet er s, om den observerede resistens
over for malathion og permethrin hos hovedlus forarsager behandlingssvigt?

Det er ikke muligt pa basis af denne undersggelse direkte at koble resistens og behand-
lingssvigt sammen, idet vi ikke har gennemfart egentlig kliniske undersggelser af
midlernes effekt pa hovedet af danske bgrn. Der er dog pavist resistens bade ved at
pafere hovedlusene draber med en kendt mangde gift og ved anvendelse af luse-
shampoo. Mere end 50 ars erfaring ved Skadedyrlaboratoriet og andre institutioner med
behandling af hundredvis af forskellige insektarter med en lang reekke forskellige
giftstoffer, som stort set uden undtagelse forarsager udvikling af resistens, peger pa, at
resistens har en afgerende betydning for den kliniske effekt. Hvis resistensen ingen
betydning havde for hovedlusenes evne til at overleve, ville den ikke optreede med den
store hyppighed, som er pavist i dette projekt.

Det vurderes pa basis af det observerede resistensniveau, at lusemidler med permethrin
generelt ved korrekt anvendelse kun vil veere i stand til at draebe en begranset del af
hovedlusene. Mange vil formodentlig ikke kunne gennemfere en tilfredsstillende
behandling med midler som indeholder permethrin. Lusemidlet Nix®, som er en sham-
poo med 1% permethrin vil generelt have en ringe effekt til behandling af hovedlus.

Det vurderes pa basis af det observerede resistensniveau, at lusemidler med malathion
generelt ved korrekt anvendelse kun vil vare i stand til at draebe en del af hovedlusene.
Det vil kun sjeldent forventes, at man kan opna en effektivitet, som kan kaldes “en
tilfredsstillende behandling”. Lusemidlet Prioderm® shampoo med 1% malathion vil
generelt have en nedsat effekt til behandling af hovedlus. Prioderm® kutanoplgsning,
som er en oplgsning med 0,5% malathion, som skal blive i haret i 12 timer, vil for-
modentlig have en bedre effekt end Prioderm® shampoo, men det kan ikke siges, om
effekten vil veere tilfredsstillende.
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Konklusion vedr. resistens

Resistens over for permethrin og malathion er udbredt i Danmark, og begge insektgifte
har nedsat effekt over for hovedlus.

Lusemidler med permethrin vil generelt ved korrekt anvendelse kun veere i stand til at
dreebe en begraenset del af hovedlusene. Dette sar tvivl om den kliniske effekt af
lusemidlet Nix®, som er en shampoo med 1% permethrin.

Lusemidler med malathion vil generelt ved korrekt anvendelse kun veere i stand til at
dreebe en del af hovedlusene. Dette sar tvivl om den kliniske effekt af lusemidlerne
Prioderm® shampoo og Prioderm® kutanoplgsning, som er henholdsvis en shampoo
med 1% malathion og en oplgsning med 0,5% malathion.

Data og erfaringer med hovedlus fra indsamlingerne

Det primaere formal med indsamlingerne har vaeret at skaffe levende, usveekkede lus til
resistensundersggelserne. Der blev foretaget en lang raekke kamninger af bgrn pa
skoler, SFO-er , efterskoler og ved fremmgde pa Skadedyrlaboratoriet. | forbindelse
med indsamlingerne har det veeret oplagt at opsamle informationer og erfaringer, som
belyser aspekter omkring smitte med hovedlus: frekvens af smittede bern pa
indsamlingsstederne, betydning af kan, oplysninger om tidligere smitte og bekeempelse
samt antal og stadier af hovedlus pa smittede bgrn.

Datamaterialet. Informationerne stammer ikke fra tilfeeldigt udvalgte grupper af barn,
men viser billedet fra de mange kemninger, som blev foretaget i denne undersggelse,
og skal derfor ses i dette lys. Da hovedprioriteten har veret at fa fat i si mange hovedlus
som muligt og teste dem, far de blev svaekkede, er vi gaet malrettet efter at fa adgang til
at keemme grupper af bgrn, hvor det pa forhand var konstateret, at et eller flere bgrn
havde hovedlus. Det forhold, at kemningerne forudsatte en foreldretilladelse, har
sandsynligvis ogsa pavirket billedet ved, at der har veeret gget fokus pd hovedlus i
barnenes familier i dagene for vores kemninger. Endvidere blev kemningerne pa det
enkelte barn indstillet, hvis der ikke kunne findes lus efter 2-5 minutters keemning.

Kontakten til de potentielt lusesmittede bgrn har vi faet ved at rette henvendelse til
skoler, SFO-er, sundhedsplejersker, lokalpresse m.v. og ved at opfordre til at kontakte
laboratoriet for aftale om kaemning, hvis der var aktuelle eller vedvarende problemer
med hovedlus. Henvendelserne blev sa vidt muligt sorteret for at finde frem til dem,
hvor der var stagrst chance for gevinst. | en del tilfeelde blev der keemmet et mindre
udvalg af en gruppe bgrn. | andre tilfeelde har det veeret muligt at keemme én eller flere
hele klasser. Da sma bgrn i barnehavealderen generelt var kede af at lade sig kemme af
en fremmed voksen, har vi i de fleste tilfeelde fravalgt de relativt mange henvendelser,
der kom fra bgrnehaver.

Arbejdsgangen i adgangen til at keemme skoleklasser og SFO-bgrnegrupper var, at den
pageldende lokalitet, straks efter kontakt og aftale med laboratoriet om keemning blev
forsynet med sedler til foreeldretilladelser til underskrift. Tidspunktet for keemningen var
derfor normalt kendt af barnenes foraeldre mindst to-tre dage i forvejen.

Samtidig med sedlen til keemmetilladelse blev foreldrene opfordret til at svare pa et
simpelt spgrgeskema til anonym aflevering. Her blev der spurgt om barnets alder og
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ken, om barnet havde haft lus inden for de sidste tre maneder, og hvad der i sa fald var
behandlet med. Desuden blev der spurgt, om andre i husstanden havde haft lus i samme
periode, og om der i gvrigt var kommentarer.

Frekvens af smittede bgrn pa indsamlingsstederne. Undersggelsen rummer to typer
af data, som kan give et indtryk af, hvor udbredt smitten med hovedlus er: 1) resultatet
af de keemninger, som blev foretaget og 2) spergeskemasvar pa spgrgsmal, om barnet
har haft lus inden for de seneste tre maneder.

Der blev foretaget i alt 1441 keemninger, og i 208 tilfelde blev der fundet hovedlus i
voksen- og/eller nymfestadier. 1 69 tilfeelde var det muligt at keemme en hel eller naesten
en hel skoleklasse, hvor der angiveligt var ”store problemer” med hovedlus. Der blev
fundet lus i 44 af disse klasser, svarende til 64% af klasserne. | ca. hver tredje af de
klasser, hvor der angiveligt skulle vere store problemer med lus, kunne der saledes ikke
findes hovedlus den dag, hvor vi keemmede. Der blev i alt kemmet 1014 bgrn i de 69
klasser, og her kunne vi finde hovedlus pa 8% af barnene. | 80% af de 44 klasser med
lus blev der fundet ét eller to barn med lus i klassen, og det hgjeste antal vi registrerede
i en enkelt klasse var syv elever med lus.

I SFO’erne blev der keemmet et mindre antal bgrn fra flere forskellige klasser og i
mange tilfeelde farst og fremmest de bgrn, hvor der iflg. SFO-personalet ville veere
starst chance for at finde lus. Der blev i alt keemmet 155 bgrn i SFO’erne, og 27 af
barnene, svarende til 17%, havde hovedlus. En sandsynlig forklaring pa den hgjere
andel med lus i forhold til skoleklasserne er, at SFO-personalet har haft en god
fornemmelse for at udveelge de "rigtige” barn.
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Figur 11. Andel af kemmede bgrn med hovedlus pa de forskellige
typer af indsamlingssteder.

Der blev keemmet elever pa syv forskellige efterskoler. Af de i alt 131 efterskoleelever,
som lod sig keemme, havde 32% hovedlus, og andelen af keemmede elever med lus var
saledes hgjere her end i institutionerne med de yngre aldersklasser af bgrn. En del af
forklaringen kan skyldes en “udvealgelseskomponent™, og det var heller ikke ngdvendigt
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at indhente en foraeldretilladelse, sa problemet med, at der var fjernet lus fra haret inden
vi fik mulighed for at keemme, kan have veret mindre.

Foruden resultatet af kemningerne, giver ogsa undersggelsens spargeskemasvar et bil-
lede af, hvor udbredt smitten med hovedlus er. Der blev returneret 684 udfyldte sparge-
skemaer fra foraeldrene i de skoleklasser og SFO-er, hvor vi kemmede bgrnene.

Af de besvarede spargeskemaer fremgar, at 28% af barnene i de kemmede klasser har
haft lus inden for de seneste tre maneder, og inkluderes tilflde hos andre i husstanden,
har 32% af familierne haft tilfeelde med lus inden for de seneste tre maneder. | 114
tilfelde ud af de i alt 189 tilfeelde, hvor barnet havde haft lus inden for de seneste tre
maneder, havde andre i familien ogsa haft lus, svarende til 75% af tilfeeldene.

Tallene bekrafter, at der hen over tid er mange familier, som stifter naert bekendtskab
med hovedlus og har et behov for at kunne foretage en effektiv behandling. En dansk
spargeskemaundersggelse fra 1999 (Rasmussen and Sgholt Larsen 1999) angiver, at i
Igbet af et skolear havde 33% af barnene haft lus en eller flere gange. | de tilfelde, hvor
barnet havde haft lus, havde der hos 60% af familierne ogsa veeret lus hos andre i
familien. Det kan ikke siges, om tilfeeldene med lus har veeret stigende eller faldende i
perioden mellem de to undersggelser, da de daekker over forskellige tidsrum, men de
viser begge, at der i mange tilfeelde vil veere flere i en familie, der har lus, og at det
derfor ogsa er vigtigt at fokusere pa dette, nar man vil lusene til livs.

Kgnsfordelingen af bgrn med lus. Med hensyn til kensfordelingen af de keemmede
bern er der i undersggelsen blevet keemmet 844 piger og 597 drenge. Det billede, der
tegnede sig, viste, at der bade i undersggelsen som helhed og i skoleklasserne og
SFO’erne var flere med lus blandt de keemmede piger end blandt de keemmede drenge
(Figur 11). 1 SFO’erne var andelen af piger med lus i forhold til drenge veesentligt
hgjere sammenlignet med resultaterne fra skoleklasserne. Det kan skyldes, at vi i
SFO’erne i hgjere grad har “udvalgt” de bern, vi keemmede. Pa efterskolerne var
fordelingen af piger og drenge med lus nasten ens, idet 17 ud af 50 drenge og 25 ud af
81 piger havde hovedlus. Dette illustrerer, at andre faktorer end kan har betydning for,
om man bliver smittet med lus. Den vigtigste faktor skannes at veere hvor tet og hyppig
kontakt der er mellem personer. Ifglge de returnerede 684 spargeskemasvar havde 189
af bgrnene haft lus inden for de sidste tre maneder. Blandt pigerne havde 41% haft lus
inden for de sidste tre maneder, mens det var 10% af drengene, der havde haft lus inden
for de sidste tre maneder.

Antal lus pa de smittede bgrn. Vi har ingen pracise tal, men pa langt de fleste af de
208 bgrn blev der fundet mindre end 10 voksne lus ved kemningerne. Der blev kun
fundet ganske fa bgrn (under ti) med, hvad vi vil betegne som rigtigt mange lus, det vil
sige mellem 30 og 200 voksne hovedlus samt et endnu stgrre antal (flere hundrede) lus i
nymfestadiet. Dette er i overensstemmelse med observationer fra udlandet, hvor ca.
80% af de inficerede bern havde 1-10 lus i haret, og kun ca. 3% havde mere end 20 lus
(Mumcuoglu et al. 1990).

Generelt var der sa fa lus pa hver lokalitet, at de matte slas sammen fra alle barnene for
at fa nok til at gennemfgre de ngdvendige resistens bioassays. Den meget tidskraeevende
proces at opteelle alle lus og skelne mellem de mindste nymfestadier har i de fleste
tilfelde mattet nedprioriteres i forhold til at fa lusene resistenstestet. Det lykkedes dog
at fa indsamlet et lille datamateriale pa det ngjagtige antal af lus hos nogle af de bgrn,
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der blev keemmet. Dette giver et indtryk af, hvor mange og hvilke stadier af hovedlus,
der var til stede pa de smittede barn.

Nedenfor viser tabel 2 resultatet af 9 preecise optellinger af de forskellige lusestadier,
der kunne kemmes ud af haret ved en grundig "farste keemning”. Fordelingen af hun-
og hanlus er nogenlunde ens i alle 9 tilfeelde. Der er generelt feerre lus i voksenstadiet
end i nymfestadierne. Man kunne forvente, at hvis man har forholdsvis mange lus, ville
de fleste af dem vare i de mindste nymfestadier. Dette billede vil sandsynligvis s&ndre
sig, hvis lusene udsettes for en eller anden form for behandling, f.eks. lusekur eller
keemning, som ikke er effektiv nok. Mange lus gar til under opveeksten, og nogle vil
sprede sig til andre hoveder. En vesentlig faktor er ogsa, at det er de mindste
nymfestadier, der er sverest at fange med taettekammen. Nogle bgrn har sa tynde
harstra, at kammen ikke altid fanger de mindste nymfer. Hos barn, der har rigtigt mange
lus, er det en umulig opgave at fjerne alle de sma stadier ved 1. kemning.

Tabel 2. Antal og stadier af hovedlus talt op hos 9 bgrn efter én grundig
farste keemning.

Barn  Voksne Voksne 3.nymfe- 2.nymfe- 1.nymfe-
hunlus hanlus  stadie stadie stadie

A 4 11 94 62 10
B 3 4
C 22 19 60 26 4
D 1 15 11 14
E 15 19 69 42 90
F 56 32 128 34 34
G 19 14 60 51 58
H 30 25 67 113 95
I 5 4 19 16 9
J 4 3 16 39 228
I alt 158 132 528 394 542
I alt % 9 7,5 30 22,5 31

Barn G og H (tabel 2) var to sgstre med forholdsvis mange voksne lus, og dermed havde
de ogsa mange sma lus, som ikke alle kunne keemmes ud ved farste keemning. Pigerne
blevet keemmet yderligere tre gange med ca. en uges mellemrum og ved fjerde keemning
havde G i alt to 3.-stadienymfer plus to 2.-stadienymfer i haret. Barn H havde hhv. 6
hunlus, 6 hanlus og 23, 17 og 16 nymfer i stadie 3, 2 og 1 ved fjerde keemning. Selv
efter s& mange kemninger er det ikke lykkedes at gare pigerne helt lusefri, hvilket
oplagt skyldes, at der gar for lang tid mellem hver ka&mning, for at behandlingen kan
veere effektiv.

24



Smitte med hovedlus. Det er svaert at gennemfare undersggelser, der viser, hvor let
eller svaert det er at blive smittet med lus. Det er almindeligt anerkendt i den
internationale litteratur, at smitte med lus primert sker ved tet kontakt mellem to
hoveder. Formodentlig overfares en lus fra et hoved til andet, nar haret fra en anden
person kommer sa teet pa, at lusen kan gribe fat i det. En laboratorieundersggelse udfart
af australske forskere (Canyon et al. 2002) viser at der i under 10% af tilfeeldene
overfares en lus fra et har til andet, nar disse passerer tet forbi hinanden. For at lusen
ville gribe ud efter det nye har, kreevedes en meget langsom bevagelse af haret, og at
haret beveegede sig i en bestemt vinkel i forhold til lusen.

Smitte med hovedlus fra omgivelserne kan ikke udelukkes, men ma generelt anses for at
veere uden betydning sammenlignet med teet kontakt mellem hoveder. | Igbet af vores
undersggelse har vi kun i ganske fa tilfelde fundet lus uden for hovedbunden, og disse
kan henfares til, at lusene kort forinden er blevet redt ud af haret. Hovedpuder, bgrster,
huer og anden hovedbekladning kan dog udgere en mindre smitterisiko f.eks. i form af
levedygtige lus, som er fulgt ud med lgse har.

Problemstillinger/behandlingssvigt. Hovedlus har i de senere ar varet betegnet som et
massivt problem, og mange foraldre har den oplevelse, at de ikke slipper af med dem,
eller at de konstant vender tilbage. | langt de fleste tilfaelde fandt vi i en skoleklasse med
"luseproblemer” enten ikke nogen barn med lus, eller ogsa var der én til to af eleverne,
som havde lus. Kemningerne giver kun et indtryk af en ”her og nu” situation, og for-
eldrenes oplysninger viser da ogsa, at ser man over en lengere periode, har flere barn
haft lus.

En del af grunden til, at lus opfattes som en stor og vedvarende plage, kan skyldes, at
problemet aldrig bliver lgst permanent. Dels fordi behandlingen ikke er 100% effektiv,
og dels fordi barnene hurtigt smittes igen fra andre i omgangskredsen, der ikke er blevet
behandlet. I mange af de tilfeelde, hvor flere bgrn fra samme lokalitet havde lus, var det
vores indtryk, at de enten var “nare venner”, karester, bofeller eller sgskende. Andre
undersggelser konkluderer, at den stgrste smitterisiko kommer fra den neermeste familie
eller barnets bedste venner, som oftest er klassekammerater (Burgess 1995).

| lgbet af projektperioden har vi veeret i kontakt med mange foreldre, padagoger,
sundhedspersonale og andre, som har erfaringer og/eller problemer med hovedlus-
bekeempelse. Det er en bred vifte af cases, som spander fra tilfelde, hvor foraldre er
helt uvidende, om hvordan lus smitter, og hvordan man tjekker for hovedlus, og maske
endda bruger mange ressourcer pa at gare rent i huset og vaske sengetgj frem for at
koncentrere indsatsen til det smittede har, til tilflde hvor der er problemer med at opna
succesfuld behandling, selv om alt tyder pa, at den/de anvendte behandlingsmetode(r)
udferes korrekt; det veere sig bade behandlinger med de godkendte lusemidler, med
forskellige alternative planteoliebaserede midler og med keemning. | nogle tilfelde har
vi oplevet, at foreeldrene slet ikke gjorde noget for at behandle lusene hos deres barn. De
har maske givet op, fordi “det nytter jo alligevel ikke”, eller maske er der ikke
ressourcer i hjemmet til at gennemfgre en behandling. Blandt de &ldre bagrn var der
nogle, som "havde valgt at leve med lusene” og derfor ikke gjorde noget for at slippe af
med dem. Det er klart, at de barn, som ikke far en eller anden form for lusebehandling
og dermed har forholdsvis mange lus, konstant vil udgere en smittekilde for andre
personer i omgangskredsen. | disse tilfelde vil foraeldrene til barn i omgangskredsen
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ikke have en chance for at holde deres barn fri for lus i leengere tid, uanset at de selv er
dygtige til at handtere problemet.

Strategi til forebyggelse og behandling mod hovedlus

Pa baggrund af projektets resultater og erfaringer ber der udarbejdes en handlingsplan
for den fremtidige behandling af hovedlus i Danmark. Handlingsplanen skal udarbejdes
I tet samarbejde mellem Sundhedsstyrelsen, Leaegemiddelstyrelsen, Skadedyr-
laboratoriet samt sundheds- og apotekspersonale, der har den primeare kontakt med
borgerne. Handlingsplanen skal indeholde fglgende komponenter:

Oplysning og opmarksomhed omkring hovedlus. For at kunne udfgre en malrettet
indsats mod hovedlus er det afgerende at forsta, at bade forebyggelse og behandling er
en vigtig del af processen. Et vigtigt led i forebyggelsen af hovedlus er oplysning. Alle
foraeldre (malgruppen er primert forzldre til bgrn i alderen 3-10 ar) bgr have nem
adgang til information om, hvordan man undersgger sit barn for lus, og hvordan de
behandles.

Veerktgj til bedre information kan vare en brugervenlig hjemmeside med information
pa flere niveauer og falles informationsmateriale, som sundheds- og apotekspersonale
kan bruge til foraldre og kunder. Informationsmateriale pa relevante sprog ber veere
tilgeengelige, sa sundhedspersonale kan anvende dette i de tilfeelde, hvor der er behov.

Der bgr indfgres faste arlige oplysnings- eller lusekampagner f.eks. i forbindelse med
skolestart efter sommerferie. Kampagnerne kan enten organiseres nationalt, regionalt
eller lokalt. Vigtige budskaber er:

- foreeldrene har ansvaret

- alle ber tjekke deres barn for lus en gang om ugen

- give omgangskredsen/skolen besked, hvis der findes lus

- undersgge den gvrige del af familien, hvis der findes lus

- folge op pa behandlingen og kontrollere om den har virket.

Vedvarende problemer med hovedlus kan i nogle tilfeelde henfares til smitte fra en eller
flere personer, der af forskellige arsager ikke behandles. I disse tilfaelde vil der ofte vaere
en konstant smitterisiko for omgangskredsen, og der ber derfor indfgres faste
retningslinier for, hvordan institutions-, sundheds- og skolepersonale skal forholde sig
med hensyn til at mindske smitterisikoen.

Forebyggelse. Der findes ingen midler eller metoder, der effektivt kan forebygge, at
man bliver smittet med lus. Den eneste made at undga lus pa er ved at have haret kortere
end 1 cm, hvilket for langt de fleste ikke vil veere en acceptabel foranstaltning.
Forebyggelse af et luseproblem kan ske ved regelmassig og forholdsvis hyppig
keemning af haret. P4 den made vil eventuelle tilfelde af hovedlus hurtig kunne opdages
og behandles, s& smitterisikoen bliver s lille som mulig.

Kaemning. Kaemning er i princippet en sikker, billig og uskadelig metode til at fjerne

lus med og bar anbefales til behandling mod hovedlus. Metoden anvendes allerede af en
del foraeldre enten som eneste behandling eller som supplement til lusemidlerne.

26



Kaemningen kan udfgres med en almindelig teettekam eller med sugekaemning. Den
bedste effekt af keemning med almindelig teettekam opnas, hvis haret er vadt og pafart
balsam. Anvendes sugekemning skal haret vere tart. Undersggelser viser, at kemning
i praksis ikke altid er s effektiv, som man kunne forvente. Det kan skyldes, at det
kreever stor grundighed og en vedholdende indsats, hvis keemning skal veere en effektiv
behandling. Dermed er det ikke en metode, som man umiddelbart kan forvente, at alle
har tid/ressourcer/talmodighed til at gennemfgre. Samtidig med, at metoden
anbefales/fremhaeves som behandling, ber der udarbejdes informationsmateriale, der
ngje beskriver et keemningsforlgb.

Lusemidler. Lusemidler til behandling af lus burde ideelt sla alle lus og @g ihjel ved
korrekt udfert behandling. Vi har ikke kendskab til, at der pa det danske eller globale
marked findes lusemidler, der kan betegnes som 100% effektive, hvad enten der kan
veere resistensproblemer forbundet med disse eller ej. De lusemidler, forbrugerne har
adgang til, er dels de godkendte lsegemidler, som der er resistensproblemer med, dels en
reekke alternative planteoliebaserede lusemidler, som der ikke stilles krav til om
dokumentation for effektivitet. Derfor er det vigtigt at gere det klart for forbrugere/
foreeldre, at behandling med et lusemiddel uanset type ikke ngdvendigvis laser
problemet. Foreldrene skal altid kontrollere, om behandlingen har haft den gnskede
effekt, og vurdere om der er behov for ekstra eller anden behandling. For at gennemfare
en effektiv behandling er det ogsa afggrende, at lusemidlerne anvendes korrekt.

Anvendelsen af lusemidler med permethrin og malathion skal revurderes, idet disse
vurderes at have en nedsat eller utilstreekkelig effekt. De planteoliebaserede lusemidler
som er brugernes alternativ til leegemidlerne er registreret som medicinsk udstyr. Der
kreeves ikke godkendelse af nogen myndighed i EU, og Laegemiddelstyrelsen har ikke -
som ved legemidler til behandling af hovedlus - vurderet og godkendt den
dokumentation, der foreligger pa effektivitet, behandlingstid og eventuelle bivirkninger
ved anvendelsen af disse produkter. Medicinsk udstyr virker ifglge producenterne fysisk
og ikke farmakologisk pa lusene og skal opfylde en raekke krav til kvalitet og sikkerhed
for lovligt at kunne markedsfares. Det er producenternes ansvar, at kravene overholdes,
og at produktet CE-maerkes af producenten som tegn pa, at kravene er opfyldt.

Resistens. Forekomst af insekticidresistens hos danske hovedlus samt betydningen af
resistensen for bekeempelsen af hovedlus skal indarbejdes i vejledningen om hovedlus.
Der skal etableres faste rutiner vedrgrende registrering af tilfelde af
behandlingssvigt/resistens ved anvendelse af permethrin eller malathion og evt. nye
aktivstoffer, der markedsferes i Danmark. Der bgr gennemfgres en landsdaekkende
undersggelse af styrken og forekomsten af resistens over for de pa markedet vaerende
kemiske midler med jeevne mellemrum, f.eks. hvert tredje ar. Den herved indsamlede
viden kan lgbende anvendes i radgivningen om anvendelse af de kemiske lusemidler
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Appendiks 1. Bestemmelse af dosis-mortalitet af malathion hos kropslus i drabetest.
Dgadelighed ved 2, 4, 6 og 24 timer. L3 = Tredje nymfestadium, F = voksne hunner.

Dato  LDs (95% C.l.) LDgs (95% C.I.)  Hazldning % (df) P>y?
ng per kropslus ng per kropslus (+ SEM)
2t L3 300604 18.2(13.8-25.4) 45.1(30.9-90.0) 4.2(+0.76) 5.0(5) 0.1
F 280704 12.2(0.55-30.8) 95.8 (35.8-5,600) 1.8 (+0.56) 12(4) 0.017
L3 280704 18.2(12.7-24.9) 123 (74.8-298) 20(+0.32) 54(4) 024
L3 100804 22.1(10.5-44.4) 86.9 (43.5-1,260) 2.8 (+0.65) 13 (4) 0.0097
L3 180804 13.3(9.95-17.4) 53.2(35.9-110) 2.7 (+0.47) 0.62(3) 0.89
L3 240804 11.7 (8.81-15.0) 40.5(28.2-78.7) 3.0(+0.53) 0.22(3) 0.97
L3 310804 6.37(0.00-21.3) 29.2 (12.0->900) 2.5(+0.75) 8.7(3) 0.033
F 010904 6.09 (4.91-7.39) 20.0(15.0-31.9) 3.2(+0.45) 6.1(3) 0.11
F 070904 4.88(3.88-6.04) 8.75(6.90-14.0) 6.5(+1.4) 26(3) 046
4 L3 300604 15.6(11.7-22.2) 46.0(30.0-103) 35(+0.62) 3.0(5) 0.71
F 280704 10.2(6.19-14.6) 79.4(48.1-202) 1.8(+0.33) 7.5(4) 011
L3 280704 16.6 (11.7-22.4) 97.9(62.2-216) 2.1(+0.34) 6.3(4) 0.18
L3 100804 13.2(11.0-15.9) 36.4 (27.7-56.7) 3.7(+x0.53) 3.0(4) 0.5
L3 180804 10.4(7.78-13.4) 36.4(25.3-71.4) 3.0(x0.55) 1.1(3) 0.79
L3 240804 8.54(6.50-10.7) 23.8(17.3-45.2) 3.7(x0.74) 0.19(3) 0.98
L3 310804 5.75(4.19-7.48) 18.4(13.1-33.7) 3.3(x0.58) 48(3) 0.19
F 010904 6.36(5.21-7.66) 19.2 (14.5-29.8) 3.4(+0.48) 3.0(3) 0.39
F 070904 4.97 (3.91-6.21) 8.91(6.98-145) 65(+x14) 34(3) 034
6t L3 300604 10.2(7.95-14.1) 30.2 (20.1-67.0) 3.5(+0.65) 2.7(5) 0.75
F 280704 9.94(0.38-23.7) 71.1(28.1-1,750) 1.9 (+0.58) 11(4) 0.022
L3 280704 16.8(5.19-33.5) 114 (48.9-3,720) 1.9 (+0.46) 8.4(4) 0.078
L3 100804 11.4(9.27-13.8) 35.3(26.5-56.8) 3.4(+0.49) 0.46(4) 0.98
L3 180804 9.75(7.47-12.3) 29.2(20.9-55.8) 3.5(+0.65) 0.98(3) 0.81
L3 240804 6.72(5.00-8.34) 16.3(12.2-30.6) 4.3(+0.96) 1.7(3) 0.64
L3 310804 6.09 (4.36-8.19) 20.3 (13.9-40.5) 3.1(x0.57) 3.7(3) 0.30
F 010904 6.22 (5.08-7.50) 19.0(14.4-29.8) 3.4 (+0.47) 3.9(3) 0.27
F 070904 4.97 (3.91-6.21) 8.91(6.98-14.5) 65(+1.4) 3.4(3) 0.34
24t L3 300604 Ikke beregnet
F 280704 6.06 (2.60-9.53) 62.7(36.1-201) 1.6(+0.34) 51(4) 0.28
L3 280704 10.1(0.51-22.9) 104 (38.6-10,200) 1.6 (+0.46) 9.0(4) 0.061
L3 100804 8.13(6.43-9.85) 24.0(18.1-39.4) 3.5(+0.58) 2.0(4) 0.73
L3 180804 5.70 (3.16-7.75) 22.7 (15.3-59.0) 2.7(+0.68) 1.7(3) 0.65
L3 240804 5.12(2.97-6.54) 13.2(9.71-33.6) 4.0(+1.2) 0.35(3) 0.95
L3 310804 4.36(3.20-5.64) 10.7 (7.80-20.1) 3.1(x0.57) 3.7(3) 0.30
F 010904 5.14(1.84-9.36) 17.0(9.35-390) 3.2(+0.74) 7.5(3) 0.057
F 070904 4.6(-) 53(-) >10 0.56 (3) 0.91

31



Appendiks 2. Bestemmelse af dosis-mortalitet af permethrin hos kropslus i drabetest.
Dgadelighed ved 2, 4, 6 og 24 timer. L3 = Tredje nymfestadium, F = voksne hunner.

Dato LDso (95% C.I.) LDgs (95% C.1.)  Heldning 4% (df) P>y?
ng per kropslus  ng per kropslus (+ SEM)
2t L3 170804 0.19(0.15-0.24) 0.58 (0.42-1.01) 3.4(+055) 4.0(5 0.56
F 170804 0.34(0.25-0.51) 1.68(0.91-9.08) 2.4 (+0.59) 4.1(2) 0.13
L3 180804 0.17(0.14-0.21) 0.41(0.31-0.71) 4.3(+0.79) 3.9(5) 0.56
L3 240804 0.23(0.18-0.30) 0.89 (0.61-1.68) 2.8(+0.43) 4.6(5) 0.47
F 250804 Ikke beregnet
L3 250804 0.05(0.01-0.08) 0.31(0.20-1.20) 2.1(+0.61) 0.86(4) 0.93
L3 310804 0.07(0.03-0.10) 0.40(0.25-1.14) 2.1(+0.50) 29(4) 0.57
L3 070904 0.10(0.09-0.12) 0.25(0.20-0.40) 4.3 (+0.72) 0.95(4) 0.92
4 L3 170804 0.21(0.17-0.27) 0.63(0.46-1.10) 3.5(+0.55) 2.3(5 0.1
F 170804 0.30(0.21-0.43) 1.46 (0.81-7.16) 2.4(+0.59) 25(2) 0.28
L3 180804 0.20(0.16-0.25) 0.54(0.40-0.93) 3.9(+0.67) 24(5) 0.80
L3 240804 0.07(0.05-0.09) 0.20(0.14-0.47) 3.7(+0.99) 1.1(5) 0.95
F 250804 0.11(0.02-0.16) 0.34(0.24-1.46) 3.5(+1.3) 0.56(4) 0.97
L3 250804 0.06(0.02-0.09) 0.33(0.21-1.25) 2.1 (+0.60) 1.4(4) 0.85
L3 310804 0.08(0.04-0.12) 0.55(0.35-1.47) 2.0(+0.42) 54(4) 0.25
L3 070904 0.15(0.13-0.17) 0.29(0.24-0.42) 5.6 (+0.91) 1.4(4) 0.84
6t L3 170804 0.27(0.21-0.34) 0.99 (0.67-1.81) 2.9 (+0.44) 87(5) 0.2
F 170804 0.33(0.24-0.49) 1.46(0.83-6.61) 2.6(+0.59) 4.3(2) 0.12
L3 180804 0.25(0.21-0.32) 0.63(0.47-1.08) 4.1(+0.71) 6.0(5) 0.31
L3 240804 0.13(0.09-0.17) 0.52(0.35-1.10) 2.7 (+0.49) 3.7(5) 0.59
F 250804 0.16(0.09-0.20) 0.39(0.29-0.96) 4.2(+1.2) 0.85(4) 0.93
L3 250804 0.11(0.07-0.15) 0.59(0.37-1.67) 2.2(+0.47) 3.2(4) 0.52
L3 310804 0.12(0.08-0.17) 0.71(0.46-1.58) 2.2(+0.39) 4.3(4) 0.37
L3 070904 0.17 (0.15-0.20) 0.35(0.28-0.51) 5.3(+0.86) 1.0(4) 0.90
24t L3 170804 0.46 (0.35-0.60) 1.98(1.33-3.73) 2.6(+0.36) 7.1(5) 0.21
F 170804 0.58(0.38-1.76) 4.82(1.65-485) 1.8(+0.58) 0.15(2) 0.93
L3 180804 0.36(0.28-0.46) 1.18(0.84-2.04) 3.2(+0.46) 88(5) 0.12
L3 240804 0.28(0.22-0.37) 1.16(0.79-2.23) 2.7 (+0.40) 0.91(4) 0.92
F 250804 0.59(0.40-0.89) 3.76(1.96-15.9) 2.0(+0.43) 22(4) 0.70
L3 250804 0.28 (0.21-0.39) 1.25(0.78-3.11) 2.5(+0.44) 2.7(4) 0.63
L3 310804 0.20(0.14-0.26) 1.02 (0.66-2.16) 2.3 (+0.37) 0.44(4) 0.98
L3 070904 0.25(0.21-0.32) 0.97 (0.69-1.65) 2.8(+0.38) 2.5(4) 0.65
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Appendiks 3. Undersggelse af permethrin-resistens hos danske hovedlus
2004-05. Procent dede hovedlus er angivet. Lusene er testet med en
diskriminerende dosis p& 2 ng permethrin eller lusemidlet Nix®.

Prove Antal Kontrol Permethrin ~ Nix®

3 26 0 0

4 10 25

5 22 0 0

6 27 0 0

7 18 0 0

8 7 0 0

9 110 0 0

11 28 0 11

12 20 0 0

14 19 0 0

15 26 0 0

16 31 0 0

17 30 0 0

18 280 10 0 20
19 50 10 0
20 20 0 0
22 260 10 60
23 50 0 0
24 50 10 20
25 50 10 10
26 50 0 0
27 80 0 3
29 11 36
31 100 0 0 70
36 50 0 0 100
32 30 0 30
33 20 0
34 20 20

36 60 0 10 40




Appendiks 4. Undersggelse af malathion-resistens hos danske hovedlus
2004-05. Procent dede hovedlus er angivet. Lusene er testet med en
diskriminerende dosis p& 100 ng malathion eller lusemidlet Prioderm®
shampoo.

Prove Antal Kontrol Malathion  Prioderm®

1 24 0 43

2 44 0 6

4 10 20

6 27 0 56

9 110 0 30
10 19 0 10
11 28 0 50
13 20 0 40
14 19 0 0
15 26 0 0
16 31 0 10
17 30 0 0
18 280 10 0 40
19 50 10 80
21 26 0 0
22 260 10 15
23 50 0 50
24 50 10 5
25 50 10 35
26 50 0 5
27 80 0 0
29 100 0 0 90
30 20 0 0
31 50 0 20 100
32 30 0 10
33 20 30
34 20 30
35 26 0 30 40
36 60 0 0 60




Appendiks 5. Undersggelse af antallet af permethrin-resistente gener hos
danske hovedlus. F = falsom gen. R = resistent gen. Andet = hovedlus med
andre mutationer. (se Appendiks 6 for detaljer vedr. metoden).

Prgve Antal F/F F/R R/R Andet Frekvens af R
3 26 26 1
5 6 6 1
6 23 23 1
8 7 7 1
9 39 39 1

11 14 14 1
14 22 22 1
18 22 22 1
22 46 1 16 29 0.80
24 18 18 1
27 12 12 1
28 10 10 1
31 20 20 1
34 18 18 1
36 20 20 1
37 8 2 6 0.75
38 17 7 1 8 1 0.5
39 14 1 5 8 0.75
40 13 13 1
41 2 1 1 0.75
42 1 1 1
43 20 18 2 0.90
44 20 1 19 0.95
45 4 4 1
46 4 4 1
47 6 6 1
48 9 9 1
49 10 10 1
50 2 2 1
51 8 8 1
52 3 3 1
53 5 5 1
Total 449 12 23 411 0.95
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Identification of Sodium Channel Mutations in Human Head Louse
(Anoplura: Pediculidae) from Denmark

MICHAEL KRISTENSEN
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J. Med. Entomol. 42(5): 826-829 (2005)
ABSTRACT The presence of the two mutations T929I-1.932F in the voltage-sensitive sodium chan-
nel gene associated with permethrin resistance (kdr-like) was shown in head louse, Pediculus humanus
capitis De Geer, populations in Denmark. The existence of one susceptible and one T929I-L.932F
haplotype based on the limited single nucleotide polymorphism (SNP) of these sequences was
established. One louse had an SNP causing a G943A substitution in the trans-membrane segment five
of domain II on the sodium channel, which has not been identified in other insect species. A
polymerase chain reaction-restriction endonuclease method using genomic DNA to discriminate
between resistant and susceptible alleles in head lice was developed and implemented. The SNP that
results in the T9291 substitution also creates a cutting site for the restriction endonuclease Sspl, and
the presence of one or two Sspl cutting sites in head lice is diagnostic for the T929I-1.932F haplotype.

KEY WORDS Pediculus humanus capitis, pyrethroid resistance, allele-specific polymerase chain

reaction, knockdown resistance

THE HEAD LOUSE, Pediculus humanus capitis De Geer, is
a prevalent pest of human populations. It is frequent
among school children to ~12 yr, and in recent years
the problem seems to be increasing in many parts of
the world (Burgess 2004). A rise in sales of pediculi-
cides and widespread anecdotal reports of treatment
failures in Denmark as well as documentation of wide-
spread resistance in head lice in England (Downs et al.
2002), Australia (Hunter and Barker 2003), and Ar-
gentina (Picollo et al. 1998) suggest that resistance to
the insecticides used in pediculicides could be increas-
ing.

Recently, three point mutations (M8151, T9291, and
1932 F) in the voltage-gated sodium channel a-sub-
unit were associated with permethrin resistance in
head lice from United States and the United Kingdom
as well as Japan (Lee et al. 2000, Tomita et al. 2003).
The three mutations are found together and probably
coexist as a haplotype; it can be speculated that it is a
worldwide head lice permethrin resistance haplotype.
The T929I mutation has been functionally validated as
a knockdown resistance, kdr, type in the diamondback
moth, Plutella xylostella (1.), and recently in the head
louse by expression in Xenopus oocytes (Vais et al.
2001, Lee et al. 2005). One additional mutation, D11E,
has been identified, but it is unlikely to be involved in
insensitivity of the sodium channel, because it is con-
servative, located in an N-terminal inner membrane
segment, and found in susceptible body lice (Gao et
al. 2003, Tomita et al. 2003).

Increased frequency of the kdr-like T929I-1.932F
haplotype was associated with knockdown resistance

in permethrin-resistant populations of head lice from
different parts of the United States, i.e., head lice
populations phenotyped to have high frequency of
permethrin resistance had high frequency of the re-
sistant allele; but in one permethrin-resistant strain,
the resistance were synergized by piperonyl butoxide,
which inhibits monooxygenases (Gao et al. 2003, Yoon
et al. 2004). Thus, multiple resistance mechanisms
occur against permethrin.

The objectives of this study are to investigate the
presence and the incidence of the T929I-L.932F mu-
tations in head lice from Denmark and to develop and
implement a simple and fast method for determination
of permethrin resistance in head lice. Sequence de-
termination of genomic polymerase chain reaction
(PCR)-amplified fragments from a number of indi-
viduals also should reveal whether the different ge-
notypes have multiple origins. This research is the first
step in a larger survey of insecticide resistance in head
lice in Denmark.

Materials and Methods

Head Lice. Lice were collected from heads of in-
fested children in Denmark. In school A, head lice
where found on three of 42 children combed. One
child had one louse, whereas two children had >50
lice of different developmental stages. In school B,
head lice where found on four of 29 children combed.
Two children had >50 lice of different developmental
stages. One child had 19 newly hatched head lice, and
one child had two female and 10 male head lice. In
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school C, head lice where found on seven of 88 chil-
dren combed. One child had >50 lice, whereas the
remaining children had from three to 17 lice of dif-
ferent developmental stages. The Danish Pest Infes-
tation Laboratory (DPIL) sample was from a child
with >200 head lice combed at the laboratory.

Genomic DNA Extraction. Genomic DNA was ex-
tracted from individual adult or nymphal head lice by
DNAzol (Invitrogen, Carlsbad, CA). A louse was ho-
mogenized in 100 ul of DNAzol by using a sterile
plastic pellet pestle (Kontes, Vineland, NJ). After 30-
min incubation, the homogenate was centrifuged for
10 min at 10,000 X g at room temperature. The su-
pernatant was transferred to a tube, and DNA was
precipitated by adding 60 ul of 96% ethanol. The
sample was cooled to —20°C for 20 min, and the DNA
pelleted by centrifugation at 10,000 X g for 7 min. The
DNA pellet was washed by ice-cold 70% ethanol, air-
dried, and suspended in 25 ul of 8 nM NaOH.

PCR-Restriction Endonuclease (REN) Assay. To
genotype each head louse for the presence of the
T929I and L932F replacements in the sodium channel,
a PCR-REN method was developed based on the report
of Lee et al. (2003). A nested PCR with two outer pri-
mers (5'BL5'GN: GAGTCTTCAAATTGGCCAAATC-
GTG; and 3'SP1: CATTGTCAGCGGTGGGAGCAGA)
and two inner primers (5'SP1L: CCCACGTTAAATT-
TATTAATTTCAA; and 3'SP5N: GATAAACTAGAGG-
AACCGAAATT) amplified a 561-bp fragment. Cutting
the fragment with SspI (New England BioLabs, Beverly,
MA) gives a diagnostic restriction enzyme pattern for
resistant and susceptible genotypes as well as identifies
heterozygotes. The PCR was 25-ul reactions performed
in thin-welled microcentrifuge tubes by using the opti-
mized reaction conditions: 1 ul of genomic DNA pre-
pared as described above from single head lice, 10 pmol
of each primer, 2.5 ul of 10X PCR buffer, 1 pmol of INTP
mix, 1 mg ml™" bovine serum albumin, and 1 U of
TagDNA polymerase. Amplification conditions were of
95°C for 1 min followed by 35 cycles, each consisting of
denaturation at 94°C for 30 s, annealing at 56°C for 30 s,
extension at 72°C for 60 s, and a final extension step at
72°C for 10 min. Ten microliters of amplified fragments
was digested by Sspl and analyzed by 3% agarose gel
electrophoresis and visualized by ethidium bromide
staining under UV light.

Sequencing of DNA Fragments. The PCR fragments
were purified by QIAquick PCR purification kit
(QIAGEN, Valencia, CA) and were sequenced in both
directions by the primers used for amplification or two
sequencing primers (Lus7: TTCAATTATGGGTCGA;
and Lus8: CCGAAATTTGAGAGTA) with dye termi-
nators on an ABI PRISM377 DNA sequencer (MWG-
Biotech, Ebersberg, Germany). The sequences were
assembled and analyzed with the Sequencher pro-
gram (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI).

Results and Discussion

T9291-1.932 F Haplotypes in Danish Head Lice. To
evaluate the presence of the T929I and L932F muta-
tion in Denmark, head lice were collected from sev-
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eral different schools by combing. Genomic DNA was
prepared from 43 lice, and a 561-bp fragment of the
sodium channel gene was amplified by PCR. The
561-bp fragment was determined to be a fragment of
the sodium channel gene, compared with the pub-
lished cDNA sequence GenBank AY191156 (Lee et al.
2003). In the amplified genomic sequence, the coding
sequence were interrupted by two introns (Fig. 1).

Three different sequences were identified in our
material (Fig. 1). A susceptible unaltered sequence
(GenBank DQ062567), which was found in 10
lice; the T929I-1.932 F kdr-like mutation (GenBank
DQO062568), which was identified in 32 lice, and of
these six seemed to be heterozygotes as determined by
visual inspection of the nucleotide sequence chro-
matograms (Table 1); and one louse (ph45) had a
different phenotype (GenBank DQ062569).

There was no variation among the 10 susceptible
and the 32 kdr sequences. In the coding sequence, the
only variation between the susceptible and the kdr
sequences was the two C—T single nucleotide poly-
morphisms (SNPs), causing the T929I-1.932 F substi-
tutions that lead to the resistance haplotype. Com-
parison of the introns showed seven SNPs.

The presence of the kdr-like T929I-1.932 F haplo-
type that has been linked to permethrin resistance
(Gao etal. 2003, Yoon et al. 2004) was shown in Danish
head lice populations, and the one susceptible and one
kdr-like haplotype were established based on the lim-
ited number of SNPs in these sequences. A compar-
ison of haplotypes from multiple geographic origins
would be interesting.

New Sodium Channel Mutation. One louse had a
different nucleotide sequence (ph45), with a G—C
SNP causing a G943A substitution (Fig. 1). The ph45
sequence was susceptible T929-1.932, but it had a dis-
tinct intron. Compared with the susceptible sequence,
it had five SNPs, whereas it only had two compared
with the kdr-like allele (Fig. 1). The G943A mutation
is like the T929I-1.932 F mutations occurring in the
trans-membrane segment five of domain II on the
sodium channel and has not been identified in other
insect species.

Establishment of a kdr Genotyping Technique.
The C—T SNP that predicts the T929I substitution
also creates a cutting site for the restriction endonu-
clease Sspl. A screening of the PCR fragment identi-
fied an additional cutting site for SspI in both the
susceptible and the kdr sequences (Fig. 1). The pres-
ence of one or two Sspl cutting sites in head lice would
thus be diagnostic for the T929I-L.932F haplotype. A
susceptible head louse can be identified by two bands
of 429 and 131 bp after cutting with Sspl (Fig. 2). A
T929I-1.932F head louse can be identified by three
bands of 370, 131, and 60 bp after cutting with Sspl
(Fig. 2). Four bands, 429, 370, 131, and 60 bp, are
indicative of the heterozygote (Fig. 2).

Individual head lice were genotyped without know-
ing their sequences. The genotyping was doubtful in
two of the 43 lice. In one louse, the amount of PCR
product was low, and the PCR-REN expected a sus-
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sus CCCACGTTAAATTTATTAATTTCAATTATGGGTCGAACTGTTGGAGCTTT
kdr CCCACGTTAAATTTATTAATTTCAATTATGGGTCGAACTGTTGGAGCTTT 50
ph45 CCCACGTTAAATTTATTAATTTCAATTATGGGTCGAACTGTTGGAGCTTT
P T L N L L I S I M G R T V G A L
Sspl
sus GGGTAATTTAACATTCGTCCTTTGCATTATCATATTCATATTTGCCGTTA
kdr GGGTAATTTAATATTCGTCTTTTGCATTATCATATTCATATTTGCCGTTA 100
ph45 GGGTAATTTAACATTCGTCCTTTGCATTATCATATTCATATTTGCCGTTA
G N LT/IF VL/FC I I I F I F A V
BsmI
sus TGGGAATGCAACTTTTTGGAAAAAATTACACGGgtaaaaatttaatttta
kdr TGGGAATGCAACTTTTTGGAAAAAATTACACGGgtaaaaaattaaattta 150
ph45 TGGCAATGCAACTTTTTGGAAAARATTACACGGgtaaaaaattaaattta
MG/AM Q L F G K N Y T
sus ttatttattattccattctttttaaattaaaaaaaaaaggt:atctgaac
kdr ttaattattattccattctttttaaaataaaaaaaaaaggttatctgaac 200
ph45 ttatttattattccattctttttaaaataaaaaaaaaaggttatctgaac
sus ctttgaattatattcctagATAATGTCGATCGATTTATGGATAAAGAACT
kdr ctttgaattatattcatagATAATGTCGATCGATTTATGGATAAAGAACT 250
ph45 ctttgaattatattcatagATAATGTCGATCGATTTATGGATAAAGAACT
D N V DR F M D K E L
sus TCCCAGATGGAATTTCACTGATTTTATGCATTCATTCATGATAGTTTTTA
kdr TCCCAGATGGAATTTCACTGATTTTATGCATTCATTCATGATAGTTTTTA 300
ph45 TCCCAGATGGAATTTCACTGATTTTATGCATTCATTCATGATAGTTTTTA
P R WNF T D F M H S F M I V F
sus GAGTTTTATGCGGTGAATGGATTCAATCAATGTGGGATTGTATGCTTGTG
kdr GAGTTTTATGCGGTGAATGGATTCAATCAATGTGGGATTGTATGCTTGTG 350
ph45 GAGTTTTATGCGGTGAATGGATTCAATCAATGTGGGATTGTATGCTTGTG
R v L ¢ G E W I Q S M WD CMTUL V
sus GGTGATTATTCTTGCATACCTTTTTTCCTGGCCACTGTTGTTATTGGTAA
kdr GGTGATTATTCTTGCATACCTTTTTTCCTGGCCACTGTTGTTATTGGTAA 400
ph45 GGTGATTATTCTTGCATACCTTTTTTCCTGGCCACTGTTGTTATTGGTAA
G DY s ¢ I p F F L A TV V I G N
sus TTTAGTTGTgagtattattaatactttaaaatattattcaaatttttttt
kdr TTTAGTTGTgagtattattaatactttaaaatattattaaaatttttttt 450
PH45 TTTAGTTGTgagtattattaatactttaaaatattattcaaatttttttt
L VvV Vv SspIl
sus ttttatcaaaaaaagaaaaagttttcgtaattcatttcctacatttgtat
kdr ttttatcaaaaaaagaaaaagttttcgtaattcatttcctacatttgtat 500
ph45 ttttatcaaaaaaagaaaaagttttcgtaattcatttcctacatttgtat
sus ttcaggtCCTTAATCTTTTTCTGGCTTTGTTACTCTCAAATTTCGGTTCC
kdr ttcaggtCCTTAATCTTTTTCTGGCTTTGTTACTCTCAAATTTCGGTTCC 550
ph45 ttcaggtCCTTAATCTTTTTCTGGCTTTGTTACTCTCAAATTTCGGTTCC
L N L F L A L L L S N F G S
sus TCTAGTTTATC
kdr TCTAGTTTATC 561
ph45 TCTAGTTTATC
S S L
Fig. 1. Alignment of the P. humanus capitis sodium channel genomic fragment nucleotide sequences and deduced amino

acid sequences from susceptible, kdr-like, and ph45 alleles. The SspI (AATATT) and the Bsml recognition sites (GAATGC)
are shown in bold. Single nucleotide polymorphisms are bold and underlined.

ceptible or heterozygote outcome, and the sequenc-
ing showed susceptible. Another louse was expected
to be heterozygote, but the susceptible bands were
weak. This finding was confirmed by sequencing
where the kdr-like and the susceptible sequences
were disproportionate. This outcome could be be-
cause of contamination and not a true heterozygote.
Testing of the 43 head lice by PCR-REN confirmed the
sequencing results (Table 1), but ~5% of the individ-
uals should be expected to be doubtful in a larger
survey. Repeating questionable results could decrease
this number.

Table 1. Distribution of the T929I-L932F kdr-like allele in
Danish head lice from different localities as determined by nucle-
otide sequence determination and PCR-REN genotyping

Location  Child n kdr/kdr  kdr/sus  sus/sus ~ G943A
School A 11 8 6 2
School B 4 4 4
5 10 1 1 7 1
15 3 3
School C 2 7 3 4
3 6 4 1 1
4 1 1
DPIL 1 4 4
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Fig.2. Genotype of sodium channel gene alleles by PCR-
REN after separation on a 3% agarose gel. The diagnostic
restriction enzyme pattern after cutting with SspI of suscep-
tible head lice (lanes 2, 3, and 7) is 429 and 131 bp; kdr-like
head lice (lanes 4-6) is 370, 131 and 60 bp; and heterozygotes
(lanes 8 and 9) is 429, 370, 131, and 60 bp. The marker in the
first lane is 100-bp DNA ladder.

The frequency of the T9291-1.932 F kdr-like haplo-
type was 0.67 in this relatively small sample from four
different locations. A larger survey will be needed to
confirm the pyrethroid resistance status of Danish
head lice populations. Persistent cross-resistance is
possible, because DDT-resistance in Danish head lice
was reported in the 1970s (Rosdahl 1975), and per-
methrin has been widely used for head lice control for
the past two decades in Denmark.

The G943A haplotype also could be determined
diagnostically by the restriction endonuclease Bsml
(Fig. 1), which cut both the susceptible and the kdr
alleles, whereas an allele with the G—C SNP, causing
the G943A substitution, was not cut.

A PCR-REN method using genomic DNA to dis-
criminate between resistant and susceptible sodium
channel gene alleles in head lice was implemented.
The technique allows for easy discrimination of three
genotypes by the number of bands detected on an
agarose gel. The advantage of the PCR-REN method
is low price and minimal equipment (PCR machine
and a gel electrophoresis apparatus) to run the test.
However, a major disadvantage with the PCR-REN
technique is that any new alleles, such as the G943A,
which does not change the potential restriction en-
zymes site, are not detected. Most other PCR diag-
nostics, e.g., TagMan assay (Daborn et al. 2004) or the
serial invasive signal amplification reaction recently
developed for genotyping of permethrin-resistant
head lice (Kim et al. 2004), are costly to establish, and
new resistance-causing alleles are not detected. An
advantage of these techniques is that no gels need to
be run.
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