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Sammanfattning

Denna litteraturstudie behandlar ett urval av metoder for att bedéma hygienisk kvalitet i
grovfoder for héstar. Mikrobiella och makroskopiska undersdkningar tas upp sévél som hur
innehallet av mykotoxiner och lipopolysackarider (LPS) i grovfoder kan analyseras. Litte-
raturstudien belyser frimst de mikroorganismer som vanligen forekommer och analyseras i
grovfoder vilka &r mogelsvampar, jastsvampar och bakterier. Félttorkat hd har undersokts
och visat sig ha en storre risk for mogeltillvaxt jaimfort med skulltorkat hé. Grovfoder har
dven undersokts makroskopiskt och mikrobiellt och da dessa tva metoders resultat jamf{or-
des visade det sig att de inte alltid Gverensstimde. Innehéllet av deoxynivalenol (DON) och
LPS undersoktes dven i grovfoder med enzymkopplad immunadsorberande analys (ELISA)
respektive limulus amdbocyt lysat (LAL)-test. I studien kompletterades ELISA-testet med
vétskekromatografi-tandem-masspektrometri (LC-MS/MS)-analys och resultaten dverens-
staimde inte alltid mellan de bada analysmetoderna. D& innehéllet av mikroorganismer, LPS
och mykotoxiner undersoktes i halm och ho visade det sig att halmen generellt var av
samre hygienisk kvalitet &n det ho som undersoktes. I en annan studie har dven den mikro-
biella kompositionen undersokts fore och efter konservering i hosilage som skordats vid
olika tidpunkter. Hosilage som skordats senare pavisades ha ett hogre innehéll av entero-
bakterier, jastsvampar, mjolksyrabakterier (MSB) samt mdgelsvamparter. Valet av substrat
och inkubationstemperatur for att detektera mogelsvamparter- och slédkten kan dessutom
paverka resultatet. I en studie anvéndes fyra olika substrat inkluderande bland annat mal-
textraktagar (MEA) och dikloran glycerol-agar (DG-18), och inkubationstemperaturerna
37°C respektive 25°C, for att undersoka mogelsvamptillvéxt i hosilage. Med MEA och
DG-18 som substrat kunde alla de mogelsvamparterna som identifierades med fyra substrat
detekteras. HO, hosilage, ensilage och halm &r de grovfoder som inkluderats i denna littera-
turstudie.

Nyckelord: bakterier, jést, LPS, mykotoxiner, mogel



Abstract

This literature review deals with a selection of methods for assessing the hygienic quality
in roughages for horses. Microbial and macroscopic examinations are included as well as
analyses of mycotoxins and lipopolysaccharides (LPS) in roughage. The literature review
highlights the microorganisms that are commonly detected and analysed in roughage which
are moulds, yeast and bacteria. Field-dried hay has been investigated and found to be at a
greater risk for mould growth compared to hayloft-dried hay. When roughages were exam-
ined macroscopically and microbially, and when these methods were compared with each
other, it was found that the results did not always correspond. The contents of deoxyniva-
lenol (DON) and LPS in roughage were also investigated with enzyme linked immunosor-
bent assay (ELISA)- and limulus amebocyte lysate (LAL) assays. The ELISA test was
supplemented with an liquid chromatography tandem-mass spectrometry (LC-MS/MS)
analysis, and it was shown that the results of the two analyses did not always correspond.
In this study presence of microorganisms and LPS were also investigated in roughage.
Straw was generally of worse hygienic quality than the hay examined. In another study, the
microbial composition in haylage has been investigated before and after conservation in
haylage harvested at different periods in the season. A haylage harvested late in the season
has been shown to have a higher content of enterobacteria, yeast, lactic acid bacteria and
different species of moulds. The choice of substrate and incubation temperature to detect
moulds can also have an impact on the result. In one study, four substrates including e.g
malt extract agar (MEA) and dichloran glycerol (DG-18) agar were used with the incuba-
tion temperatures 37°C and 25°C to investigate mould growth in haylage. With MEA and
DG-18 and these incubation temperatures, all of the fungal species identified with all four
substrates could be detected. Hay, haylage, silage and straw are the roughages that were
included in this literature review.

Keywords: bacteria, LPS, mould, mycotoxins, yeast






1 Introduktion

Att bedoma hygienisk kvalitet i grovfoder dr betydelsefullt av olika anledningar.
Nedsatt hygienisk kvalitet i grovfoder kan paverka hélsan hos héstar negativt
(Wichert ef al., 2008). Patogena mikroorganismer kan tillvixa och dessa kan or-
saka bland annat respiratoriska och gastrointestinala sjukdomar hos héastar via
inandning respektive konsumtion (Kamphues, 2013). Ho, hdsilage, ensilage och
halm &r grovfoder som ofta anvénds till hdstar. De mikroorganismer som vanligen
forekommer och undersdks i dessa &r olika slédkten och arter av mdgelsvampar,
jastsvampar och bakterier (Kamphues, 2013). Det finns olika sétt att bedoma den
hygieniska kvaliteten i grovfoder och den analysmetod som anvéinds kan ha en
inverkan pda resultatet. Déarfor dr det relevant att sammanfatta studier dér olika
analysmetoder anvénts.

I den hér litteraturstudien kommer ett urval av metoder att bedoma hygienisk
kvalitet 1 grovfoder att sammanfattas. De grovfoder som inkluderas dr ho, hosi-
lage, ensilage och halm. Syftet med litteraturstudien &r att ta reda pd hur hygienisk
kvalitet i grovfoder for hdstar kan bedomas och att fa en béttre 6verblick av vilka
mikroorganismer som vanligen forekommer. Den hér litteraturstudien omfattar
framst mikrobiella och makroskopiska undersékningar men @ven hur innehéllet av
mykotoxiner och LPS i grovfoder kan analyseras.



2 Litteraturstudie

2.1 Mikroorganismer i grovfoder

Vanligen forekommande mikroorganismer i grovfoder &r olika arter och sldkten av
bakterier, jastsvampar och mdgelsvampar. D& hygienisk kvalitet bedéms &r det
bland annat forekomsten av dessa som analyseras (Kamphues, 2013). Jastsvampar
och mogelsvampar dr mikroorganismer som absorberar niring fradn platsen de
vixer pd. Mogelsvampar kan producera sporer och med dessa nd vérden via inha-
lation (Black, 1996) och de kan dven bilda mykotoxiner som kan vara skadliga for
histar (Kamphues, 2013). Jdstsvampar och bakterier kan tillvdxa under bade
aeroba och anaeroba forhadllanden medan mogelsvampar endast tillvéxer i aerob
miljo. Till skillnad frén bakterier dr inte jdst- och mogelsvampar lika kénsliga for
laga pH-vérden (Black, 1996).

For en del mikroorganismer finns sd kallade grinsvérden, som finns for att un-
derldtta bedomning av hygienisk kvalitet i foder. Det 4r den rekommenderade
halten av ett dmne som fir forekomma i djurfoder. Idag finns grinsvarden for
aeroba bakterier (max 10°/g prov, giller ensilage), gramnegativa bakterier (max
10°-10%g prov, giller ensilage) koliforma bakterier (max 10*/g prov), anaeroba
sporbildare (klostridier) och Bacillus (max 10°/g prov), jast (max 10%/g prov) och
mogel (max 10°/g prov, endast for ho) i vallfoder (Sporndly, 2003).

2.2 Grovfoder

221 Hb

Ho har linge anvénts som grovfoder till histar. Torrsubstanshalten (ts) bor vara
minst 86% (Kamphues, 2013) och vattenaktiviteten (a,,) under 0,7 (Hocking et al.,
1994) i ho for att minska risken att odnskade mikroorganismer tillvixer under
lagringen. Varmgang kan uppsta i nyskordat ho, som packats och lagras, pa grund



av vixternas enzymatiska aktivitet efter skord, sirskilt om hoet béargas vid en ts-
halt under 84%. Uppvarmning av fuktigt h6 kan orsaka bildning av osmaltbara
Maillardprodukter, hoet blir d& brunt och/eller svart (Sullivan, 1973). H6 skall
lagras luftigt och torrt och skyddas fran fukt for att undvika att den hygieniska
kvaliteten forsdmras (Miiller, 2012).

Mikroorganismer och mykotoxiner i ho
Att undersoka mogelsvampforekomsten i ho som fétt torka i félt dr relevant da
mogelsvampar finns i félt fore skord. Risken for att mogelsvampar tillvixer i hoet
kan 6ka om ts-halten dr for 1&g under lagringprocessen (Raymond ef al., 2000). I
Skandinavien kan denna undersdkning vara sérskilt viktigt eftersom det skandina-
viska vidret kan variera avsevért och det &r séllan torrt och soligt flera dagar i rad.
Hoet kan da fa ligga och torka ldnge innan det bargas. Om ho fér ligga och torka i
falt en ldngre tid kan risken for mdgelsvamptillviaxt 6ka (Miiller, 2012).

I en svensk studie av Clevstrom & Ljunggren (1984) analyserades svampfloran
i félttorkat och skulltorkat h6 som lagrats i fyra respektive fyra och en halv ménad.
I mitten av juni togs totalt tio hoprover fran en vall bestdende av timotej, klover
och dngssvingel. Det ho som undersoktes var skdrdat frdn samma vall men bargat
vid olika ts-halter (60, 63, 70, 76 och 80%). I det falttorkade hoet forekom framst
Aspergillus spp,, Penicillium spp. och Rhizopus spp. Samma slékten dterfanns i det
skulltorkade hoet men forekom i en ligre andel prover. Av de arter av Aspergillus
som forekom var Aspergillus flavus vanligast forekommande vilken minskade med
okad ts-halt. Denna art av Aspergillus ar relevant att forsoka undvika da den kan
bilda mykotoxinet aflatoxin. I tabell 1 presenteras antalet delprover innehéllande
Aspergillus spp., Penicillium spp. och Rhizopus spp. 1 félttorkat respektive skull-
torkat ho bérgat vid olika ts-halter och efter lagring i fyra respektive fyra och en
halv ménad. I det fdlttorkade hoet detekterades dessa slikten pa fler hoprover jam-
fort med i1 det skulltorkade hoet vilket kan indikera att fdlttorkat ho har en hogre
risk for 6kad mogeltillvixt (Clevstrom & Ljunggren, 1984).
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Tabell 1. Antal delprover av Aspergillus spp., Penicillium spp. och Rhizopus spp. i
falttorkat och skulltorkat ho bargat vid olika torrsubstanshalter (ts) och efter lag-
ring i fyra respektive fyra och en halv ménad (Clevstrom & Ljunggren, 1984)

Falttorkat ho Aspergillus spp. Penicillium spp. Rhizopus spp.
63% ts 85 1 209

76% ts 142 42 6

80% ts 115 226 Ej detekterad
Skulltorkat ho

60% ts 9 9 10

70% ts 37 16 41

I en kanadensisk studie (Raymond et al., 2000) analyserades koncentrationer av
utvalda fusariummykotoxiner, kontamination av mdgelsvampar, mesofila bakterier
och aktinomyceter i félttorkat ho. De tog 132 hdprover totalt frén tio héststall (tolv
prover fran varje stall) och i hélften av proverna pavisades mogelsvampar, myko-
toxiner och aktinomyceter. Mesofila bakterier férekom i sju av histstallen dar
innehallet som hogst var 1,6 x 107 CFU/g. Innehallet av deoxynivalenol (DON),
T2-toxin samt zearalenon (ZEN) undersdktes. Halten DON visade sig vara ha ett
medelvérde pé 2,14 pg/g i hoé och de andra tva toxinerna, T2-toxin och ZEN, hade
medelvérdena 0,33 pg/g respektive 1,36 pg/g (Raymond et al., 2000). Att DON
forekommer indikerar ofta att &ven andra mykotoxiner finns. Det beror pd att DON
kan finnas kvar i foder dven efter torkning, upphettning och malning (Rotter ef al.,
1996). Fusarium &r ett mogelsldkte som producerar DON, men dven Cephalospo-
rium spp., Myrothecium spp., Stachybotrys spp. och Trichoderma spp. kan produ-
cera mykotoxinet. De arter av aktinomyceter som forekom var
Thermoactinomyces candidus (forekom i ett héststall) och Thermoactinomyces
vulgaris (forekom 1 tva héststall) (Raymond et al.,, 2000). De svamparter/slikten
som forekom kan ses i tabell 2.

I en annan studie, utférd i Schweiz, undersoktes hoprover for forekomst av mo-
gelsvampar, jastsvampar, DON, LPS och aeroba mesofila bakterier. Da visade sig
en ts-halt under 86% i ho korrelera med en hdg bakterietillvixt (6ver 10° CFU/g)
vilket indikerade att det dr viktigt att ts-halten &r tillrdckligt hog for att minska
bakterietillvixten i ho. I denna studie beskrevs det inte vilka arter av bakterier som
forekom (Wichert et al., 2008).

2.2.2 Hosilage och ensilage

Hosilage har en ts-halt pd 50% eller hogre (Miiller, 2007), och detta grovfoder
klassas som ett mellanting av h6 och ensilage (Miiller, 2005). Hosilage konserve-
ras inte genom mjolksyrafermentation, som ensilage gor, utan lagras anaerobt for
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att forhindra tillvixt av aeroba mikroorganismer. Mjolksyrabakterier (MSB) star
for konserveringen av ensilage. For att MSB skall tillvixa bor vattenaktiviteten
vara ungefar >0,93 (Pitt ez al., 1985) och ts-halten ungefér under ca 50% (Miiller,
2007). Antalet MSB oOkar vid lagre ts-halt vilket leder till produktion av mjolksyra
som sdnker pH-vérdet i ensilage snabbare. Det ldga pH-virdet motverkar tillvéxt
av oonskade mikroorganismer (Jackson & Forbes, 1970).

En risk med hosilage och ensilage i storbal i mindre héststallar kan vara att sad-
ana balar innehédller for mycket foder i forhallande till hédstarnas konsumtion av
vallfoder. Fodret i den dppnade balen kan d& hinna bli férskdmt innan balen ut-
fodrats i sin helhet (Miiller, 2007).

Mikroorganismer och mykotoxiner i hésilage och ensilage

Hosilage for vuxna héstar skordas ofta sent i vixtens botaniska utvecklingssta-
dium. Tidpunkten for skord kan pdverka den hygieniska kvaliteten i grovfodret. I
en svensk studie (Schenck & Miiller, 2013) dir den mikrobiella kompositionen
undersoktes fore och efter konservering av hosilage skordat i juni, juli och augusti
var halten jastsvampar hogre i1 hosilage som skordats vid de tva senare tidpunkter-
na (log >6,3 CFU/g). I det tidigare skordade hdsilaget (juni) var halten jéstsvampar
istéllet log 5,0 CFU/g. I det hosilage som skordats i augusti var halten enterobakte-
rier log 4,3 CFU/g och MSB log <6,5 CFU/g efter konservering, vilka var hogre
an 1 det hosilage som skordats i juni och juli dér halten enterobakterier och MSB
var log <1,7 CFU/g respektive log <5,7 CFU/g. Antalet mdgelsvamparter var dven
fler 1 det hosilage som skordats i augusti efter konservering, jamfort med det tidi-
gare skordade hosilaget. En senare skordetidpunkt kan ddrmed innebéra en risk for
okad halt jéstsvampar, enterobakterier samt ett flertal mogelsvamparter. Lagrings-
stabiliteten hos 0ppnade hosilagebalar undersoktes genom dagliga temperaturmat-
ningar och den var relativt lika i fodret fran de olika skordarna (Schenck & Miiller,
2013). De svamparter/slakten som forekom i hosilageproverna efter konservering
presenteras i tabell 2.

De enterobakterier som patriffats i ensilage dr gramnegativa bakterier (Pahlow
et al., 2003). Fermentationsprodukterna frdn dessa ar frimst etanol och 2,3-
butandiol och dessa dr inte 6nskvérda i grovfoder. Férekomst av enterobakterier
skall undvikas i ensilage d& de konkurrerar med MSB i ensilage (Pahlow et al.,
2003). Antalet enterobakterier kan 6ka i samband med 6kad plantmognad (Spo-
elstra, 1987), och dven under de forsta dagarna av ensileringsprocessen men dor
oftast av dérefter (Heron et al., 1993). Escherichia coli ér ett exempel pa en art
som tillhor gruppen enterobakterier och dverlever vanligen inte ensileringsproces-
sen (Byrne et al., 2002). De enterobakterier som brukar férekomma i ensilage &r
oftast icke-patogena, men de kan innehdlla endotoxiner i yttre cellmembranet som
visat sig orsaka hélsoproblem hos kor (Lindgren, 1991).
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Clostridium botulinum ar en sporbildande grampositiv bakterie som tillvéxer i
anaeroba forhdllanden. Den kan producera toxinet botulin som orsakar den
neuromuskulédra sjukdomen botulism hos héstar. Detta dr en allvarlig och dodlig
forgiftning (Stratford et al., 2014). Clostridium botulinum kan forekomma i fo-
dermedel som t ex ho, hosilage, ensilage och halm (Kamphues, 2013). Antalet
histar som drabbas av forgiftningen i Sverige dr svart att uppskatta eftersom inte
alla sjukdomsfall registreras, trots att det &r anmdilningsplikt. I en retrospektiv
undersdkning visade det sig att 65 sjukdomsfall pa hist anmaéldes till forsdkrings-
bolagen mellan &r 1995, 1997 eller 1999 fram till &r 2005 (Bergold, 2007).

Clostridium tyrobutyricum @r en av de vanligaste klostridiearterna som pévisats
1 svenskt storbalsensilage och denna kan omvandla mjolksyra till smorsyra, vilket
ar negativt eftersom mjdlksyran bidrar till den dnskade sédnkningen av pH-vérdet i
ensilage vilket inte smorsyra gor. Denna omvandling kan ske trots att pH-vérdet ar
lagt (Jonsson, 1990).

Ensilage som bedoms vara av nedsatt hygienisk kvalitet innehéller ofta hoga
koncentrationer av smorsyra och/eller ammoniak. Dessa forekommer ofta som
resultat av att klostridier eller enterobakterier finns eller har funnits i ensilaget, och
ar normalt ofarliga men indikerar att en feljasning har skett (McDonald et al.,
1991). Forekomst av enterobakterier och klostridier kan dven indikera att fodret
kontaminerats med jord, godsel eller doda djur- och vixtdelar. Dessa bakterier bor
undvikas d& de kan orsaka exempelvis gastrointestinala sjukdomar hos héstar
(Jansson et al., 2011).
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Tabell 2. Exempel pa forekomst av svamparter/slékten i olika grovfoder

Svampart/slikte Forekomst i Referens

Alternaria spp. Ho Raymond et al., 2000
Aspergillus fumigatus Hosilage Miiller et al., 2011
Aspergillus terrus Hosilage Miiller et al., 2011
Aspergillus spp. Ho Raymond et al., 2000
Aureobasidium spp. Ho Raymond et al., 2000
Emiciella spp. Hosilage Miiller et al., 2011
Eurotium spp. Ho Raymond et al., 2000
Fusarium spp. Ho Raymond et al., 2000
Mucor spp. Hosilage Miiller et al., 2011
Mucor circinelloides Hosilage Schenck & Miiller, 2013
Mucor fragilis Hosilage Schenck & Miiller, 2013
Mucor hiemalis Hosilage Schenck & Miiller, 2013
Penicillium carneum Hosilage Schenck & Miiller, 2013
Penicillium spp. Hosilage Miiller et al., 2011
Phoma spp. Hosilage Miiller et al., 2011
Rhizopus spp. Hosilage Miiller et al., 2011
Rhodotorula Ho Raymond et al., 2000
Sphaeropsidales spp. Ho Raymond et al., 2000
Scopulariopsis spp. Ho Raymond et al., 2000
Sordaria spp. Hosilage Miiller et al., 2011
Verticidadium spp. Ho Raymond et al., 2000
Wallemia Ho Raymond et al., 2000
Zygomycetes Hosilage Miiller et al., 2011

2.2.3 Halm

Halm é&r ett komplement till vallfoder och anvinds frimst som stromaterial till
héstar men dven som foder. Halm skall ha en ts-halt pd minst 86% (Kamphues,
2013). Att den hygieniska kvaliteten i halm analyseras for mogelsvampar, jast-
svampar och bakterier dr relevant da héstar bade konsumerar halmen och kan inha-
lera mogelsporer frdn den (Wichert ef al., 2008).

Mikroorganismer och mykotoxiner i halm

I en schweizisk studie (Wichert et al., 2008) analyserades halm for forekomst av
mogelsvampar, jistsvampar och bakterier. Aven koncentrationerna av DON och
LPS undersoktes. Halten av LPS hade ett medelvirde pa 100 ug/g vilket var 6ver
gransvérdet (20 pg/g enligt Kamphues et al., 2004), och hogre én LPS-innehallet i
ho (medelvérde: 31,6 pg/g). Det hoga LPS-innehéllet i halm var korrelerat med en
hog bakteriehalt (6ver 10° CFU/g). Hos halmen analyserades DON-innehallet med
enzymkopplad immunadsorberande analys (ELISA) och vitskekromatografi-
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tandem-masspektrometri (LC-MS/MS) och resultaten av de tvé analyserna visade
medelvéirden pa 0,47 pg/g respektive 0,42 pg/g. Dock kunde resultaten variera
mellan analyserna av samma halmprov. Resultaten frén studien visade att halmen
generellt hade en sdmre hygienisk kvalitet &n hoet i de stall dir foderproverna togs
(Wichert et al., 2008).

2.3 Metoder for beddmning av hygienisk kvalitet i foder

Négra analysmetoder som anvénts i studier for att beddma hygienisk kvalitet i
grovfoder till histar dr bland annat makroskopisk beddmning (visuell beddmning)
och mikrobiologisk undersokning med kvantifiering (Wichert et al., 2008) och vid
vissa tillfdllen art/slaktesbestimning (Miiller et al., 2011).

Innehéllet av lipopolysackarider (LPS) kan undersékas i grovfoder med ett lim-
ulus amobocyt lysat (LAL)-test, for att detektera gramnegativa bakterier da LPS
finns i deras cellvdggar (Kamphues, 1986). Eftersom levande bakterier inte alltid
forekommer i de prover som anses ha nedsatt hygienisk kvalitet kan unders6kning
av LPS-innehallet i grovfoder vara relevant (Kamphues et al., 2004). Att under-
sOka innehéllet av mykotoxinet DON édr av vikt d& DON ofta indikerar att andra
mykotoxiner forekommer i fodret (Rotter et al., 1996). Innehallet av DON kan
undersdkas med ett ELISA-test och/eller med en LC-MS/MS-analys (Wichert et
al., 2008).

Att anvédnda olika kultiveringssubstrat, inkubationstemperaturer samt anaerob
eller aerob miljo i den mikrobiologiska analysen kan ocksa vara relevant for att
detektera olika arter och slidkten av mikroorganismer som kan férekomma i grov-
foder (Miiller et al., 2011).

2.3.1 Lipopolysackarider och mykotoxiner

I studien som utfoérdes av Wichert et al. (2008) togs totalt 150 grovfoderprover i
46 stall. I dessa undersoktes DON-innehéllet med ELISA- och LC-MS/MS-analys
och LPS-innehallet med LAL-test. Som tidigare ndmnt var LPS-innehéllet gene-
rellt hogre 1 halm jamfort med i hd. Resultatet frdn LAL-testet, som pévisade ett
hogt LPS-innehall i halm, stimde &verens med den hdga bakteriehalten. I ho var
didremot bakteriehalten 1&g och LPS-innehallet hogt, dver 20 pg/g (grinsvirde
enligt Kamphues et al., 2004). De halmprover som inneh6ll DON enligt ELISA-
test analyserades pa nytt for DON med LC-MS/MS-analys. I dtta halmprover och
ett hoprov kunde DON detekteras med ELISA-testet, och efter LC-MS/MS-analys
pavisades DON-halten vara hogre i hoprovet (57% hdogre halt) och fyra av halm-
proverna (15-51% hogre halt), jamfort med ELISA-testets resultat. I de resterande
fyra halmproverna var DON-innehallet lagre enligt LC-MS/MS-analysen (82-98%
lagre halt) jaimfort med vad ELISA-testets resultat pavisat. Som hogst var DON-
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halten, enligt LC-MS/MS-analysens resultat, 1,24 ng/g i ett av halmproverna.
Skillnaden var d@ven hdgre mellan proverna enligt LC-MS/MS-analysens resultat
diar DON-halterna varierade mellan 0,01 pg/g och 1,24 pg/g. Enligt ELISA-testets
resultat varierade halterna i proverna mellan 0,21 pg/g och 0,88 pg/g. De halm-
prover och det hoprov som hade hogst DON-innehdll kom fran samma héststall
(Wichert et al., 2008).

Aven Raymond et al. (2000) anvinde ELISA-test for att analysera forekomsten
av DON, T2-toxin och ZEN i totalt 132 hoprover fran tio stall. Med hjilp av
ELISA-test kunde de komma fram till att alla mykotoxiner férekom i alla hdprover
frén de tio olika stallen varav DON-halten hade ett medelviarde pa 2,14 ng/g. 1
studien drogs slutsatsen att DON-halterna som férekom kunde ha en inverkan pa
hélsan hos de héstar som konsumerade detta ho (Raymond et al., 2000).

2.3.2 Makroskopisk och mikrobiell undersékning

I studien av Wichert et al. (2008) undersoktes forekomsten av aeroba bakterier,
mogelsvampar och jéstsvampar i grovfoder med hjélp av makroskopisk och mi-
krobiell undersdkning. De hoprover som ansdgs ha en god hygienisk kvalitet i den
makroskopiska undersékningen visade sig efter den mikrobiologiska analysen
innehélla bakterier fran 100 CFU/g upp till 1,9 x 10° CFU/g. Oberoende av den
makroskopiska unders6kningens resultat detekterades ett innehdll av jéstsvampar
(6ver 1000 CFU/g) 1 majoriteten av hoproverna med hjédlp av den mikrobiella
undersokningen. 1 den  mikrobiella undersdkningen  gjordes  ingen
art/slaktesbestdmning av bakterier, jastsvampar eller mogelsvampar. I studien kom
de fram till att det oftast inte fanns ndgon korrelation mellan den makroskopiska
och den mikrobiella underskningens resultat. Aven om ett grovfoder anségs ha en
god hygienisk kvalitet enligt den makroskopiska unders6kningen kunde det pavi-
sas ett innehall av frimst jastsvampar (Wichert ef al., 2008).

Makroskopisk bedomning av grovfoder gjordes dven i den kanadensiska studien
av Raymond et al. (2000). Stallagare, trédnare eller stallchef fick fragan om hur de
makroskopiskt bedomde att den hygieniska kvaliteten i sitt falttorkade ho var. I sju
av héststallen ansdgs hoet vara av nedsatt hygienisk kvalitet. I de resterande tre
histstallen betraktades det vara av bra hygienisk kvalitet, men dessa asikter over-
ensstimde inte med den mikrobiella undersdkningens resultat dir mdgelsvampar,
mykotoxiner och aktinomyceter pavisades i hdet. Detta innebér att det generellt
inte gar att makroskopiskt bedoma om ett grovfoder innehaller mdgelsvampar och
aktinomyceter (Raymond et al., 2000).
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2.3.3 Substrat och inkubationstemperaturer

I en studie av Miiller ef al. (2011) analyserades forekomst av mogelsvampar, jast-
svampar, enterobakterier och klostridiesporer i hosilageprover som togs pé hosten
och den efterf6ljande varen frdn samma hosilagepartier. Olika kultiveringsforhal-
landen for svamp anvéndes; anaerob/aerob inkubation; fyra olika substrat (mal-
textraktagar (MEA), dikloran bengalrosa kloramfenikol- (DRBC), dikloran glyce-
rol- (DG-18) och Czapek-Dox-agar (Cz)); och tre olika inkubationstemperaturer
(15°C, 25°C och 37°C). Hosilageprover togs fran 18 olika héststall. Alla de mo-
gelarter som identifierades dé alla substrat och inkubationstemperaturer anvindes
kunde ocksa upptéckas genom att anvinda endast tva substrat (MEA och DG-18)
och tva inkubationstemperaturer (37°C och 25°C). Darfor drogs slutsatsen att de
tvd substraten och temperaturerna dr ldmpliga for att detektera mogelsvampar-
ter/sldkten i1 hosilage (Miiller et al., 2011). De svamparter/sldkten som forekom i
proverna presenteras i tabell 2.

Dessa tva substrat anvédndes dven i studien av Raymond et a/. (2000) for detekt-
ion av termotoleranta svampar (med MEA) och xerofila svampar, dvs svampar
som klarar torra miljéer (med DG-18), i inkubationstemperaturerna 40°C respek-
tive 25°C. For att inhibera tillvixt av bakterier kompletterades MEA-agar med 35
mg/l streptomycin samt 35 mg/l rosbengal for att inhibera tillvixt av svampar
(Raymond et al., 2000). De svamparter/sldkten som forekom i denna studie, pd de
tva substraten, presenteras dven de i tabell 2.

17



3 Diskussion

I denna litteraturstudie har olika metoder for att bedéoma hygienisk kvalitet i grov-
foder och vanligen forekommande mikroorganismer sammanfattats. Forekomsten
av bakterier, mogelsvampar, jastsvampar och mykotoxiner dr vanliga att under-
soka och de upptrider i varierande grad i olika grovfoder.

Makroskopisk och mikrobiell undersékning utférdes i studien av Wichert ef al.
(2008) och det fanns ingen korrelation mellan resultatet av den makroskopiska
undersdkningen och halten mikroorganismer efter den mikrobiella unders6kning-
en. Aven om den makroskopiska undersdkningens resultat visade god hygienisk
kvalitet kunde den mikrobiella undersdkningens resultat visa en hog halt av jast-
svampar, mogelsvampar och/eller bakterier i proverna (Wichert et al., 2008). Detta
kan innebdéra att en makroskopisk undersoékning inte dr tillrickligt pdlitlig for att
bedoma den hygieniska kvaliteten i grovfoder. Detta &r inte s& konstigt eftersom
det inte gér att se alla mikroorganismer med blotta dgat. I den hér studien (Wichert
et al., 2008) nimns det inte vilka bakteriearter det rorde sig om. Det hade varit
intressant om detta tagits upp d& det finns badde onskade och o6nskade bakterier.
Precis som Wichert et al. (2008) tog upp i sin studie kan det d4ven vara mgjligt att
de personer som deltog i denna studie var noggrannare med att deras ho var av god
hygienisk kvalitet jamfort med halmen. Manga histdgare ligger kanske generellt
storst fokus pd att ho, hosilage och ensilage dr av god hygienisk kvalitet till skill-
nad frdn halm som ofta anvénds som stromaterial.

Enligt resultatet fran studien av Raymond et al. (2000) stimde inte heller hésta-
garnas asikter efter den makroskopiska undersdkningen Overens med resultaten
frdn den mikrobiella undersdkningen for forekomst av mdgelsvampar i grovfodret.
Den makroskopiska undersokningen kan bero pd vem som gor den, da olika mén-
niskor troligtvis inte visuellt bedomer den hygieniska kvaliteten i grovfoder lika-
dant.

I studien av Wichert et al. (2008) undersoktes DON-innehallet i grovfoder med
bade ELISA- och LC-MS/MS-analys och da visade de tva analyserna olika resul-
tat. I en del prover visade ELISA-testet ett hogre DON-innehdll jamfort med LC-
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MS/MS-analysen och ibland var det tvirtom (Wichert et al., 2008). I hilften av
halmproverna visade LC-MS/MS-analysens resultat 82-98% ligre DON-halter &n
ELISA-testet. Variationerna kan bero pd misstag vid analyserna men dven andra
faktorer kan ha en inverkan pa resultatet. Eftersom de halmprover och det hoprov
med hogst DON-innehdll kom fran samma histstall kan resultatet bero pé att de
generellt hade halm och ho av sdmre hygienisk kvalitet. Att grovfoder forvaras pa
rdtt satt dr viktigt for att undvika risken for tillvixt av o6nskade mikroorganismer.
Grovfodret kan dven ha utsatts for kontamination av mogelsporer som producerat
DON. Precisionen hos de tva analyserna kan &dven ha varierat. Koncentrationerna
av DON enligt ELISA-testet varierade inte lika mycket som de gjorde enligt LC-
MS/MS-analysens resultat. Det dr dock svért att tolka vilken analys som &r lamp-
ligast d& DON-halterna varierade ganska mycket mellan de tvd analyserna. Det
kan vara relevant att kombinera dessa tva analysmetoder for undersékning av kon-
centrationen DON for att fa ett trovardigt resultat.

I samma studie undersdktes dven LPS-innehallet i ho och halm med LAL-test.
Resultatet pavisade ett hogt LPS-innehall och detta stimde bra dverens med en
hog bakteriehalt i halmproverna. Daremot visade LAL-testets resultat ett hogt
LPS-innehéll i hé och den mikrobiella undersékningens resultat pavisade en 14g
bakteriehalt (Wichert ef al., 2008).

Studien av Wichert ef al. (2008) har fétt relativt stor plats i den hér litteraturstu-
dien eftersom jag tyckte den var intressant dd de anvént sig av flera olika metoder
for bedomning av hygienisk kvalitet i grovfoder.

I studien av Clevstrom & Ljunggren (1984) analyserades svampfloran i filttor-
kat och skulltorkat ho som birgats vid olika ts-halter efter fyra ménaders lagring.
Aspergillus spp,, Penicillium spp. och Rhizopus spp. forekom i bade félttorkat och
skulltorkat ho. I tabell 1 presenteras antalet hoprover med foérekomsten av dessa
slakten. Légre andel prover av det skulltorkade hoet innehdll sldktena jamfort med
hos det filttorkade hoet. Antalet prover med Aspergillus flavus, som kan bilda
aflatoxin, minskade med 6kad ts-halt i falttorkat h6. Déremot var Penicillium spp.
i falttorkat ho vanligare forekommande vid 80% ts jamfort med i det ho som bér-
gades vid 63% och 70% ts (Clevstrom & Ljunggren, 1984), vilket kan indikera att
halten mogelsvampar kan oka i félttorkat ho trots bargning vid en hogre ts-halt
som 80%. Att Penicillium spp. forekom 1 226 prover vid 80% ts kan bero pa att
detta ho legat ute och torkat i fdlt ldngre, for att f4 en hogre ts-halt, vilket kan 6ka
risken for mogeltillvaxt. En till anledning till att Penicillium spp. forekom pé fler
prover vid en hogre ts-halt kan vara att andra slédkten och arter inte dverlevt vid
80% ts vilket lett till att Penicillium spp. fatt mer plats att tillvixa pd. I det félttor-
kade hoet bargat vid 80% ts fanns Aspergillus spp. och Penicillium spp. 1 115 re-
spektive 226 prover och Rhizopus spp. detekterades inte vid denna ts-halt. I det
skulltorkade hoet bérgat vid 70% ts (den hogsta ts-halten som detta hd bargades
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vid) var andelen prover innehallande dessa slékten lagre. Dér forekom Aspergillus
spp. och Penicillium spp. i 16 respektive 37 prover. Rhizopus spp. forekom i 41
prover vid denna ts-halt. Slidktena férekom alltsd i stdrre andel hoprover av det
falttorkade hoet jamfort med det skulltorkade hoet. Denna studie gjordes i Sverige
och det skandinaviska védret kan variera mycket. Det &r ovanligt att det &r torrt
och soligt flera dagar i rad. Déarfor kan vara svért att undvika mogeltillvaxt 1 falt-
torkat ho. Det optimala dr dérfor att kombinera falttorkning och skulltorkning om
mojlighet till det finns. Att undersoka forekomsten av mogelsvampar i félttorkat
ho ér relevant dd det finns en storre risk for mogeltillvaxt i detta hd jamfort med i
skulltorkat ho. Mdogelsvampar finns naturligt i féltfloran och om det fdlttorkade
hoet inte dr tillrdckligt torrt vid lagring kan dessa fa chansen att tillvixa, bilda
mogelsporer och producera mykotoxiner.

Raymond et al. (2000), som ocksd undersokte innehéllet av mykotoxiner och
mogelsvampar i félttorkat ho, kom 1 sin studie fram till att DON fanns i hogst halt
av de mykotoxiner som undersoktes. En slutsats i studien var att DON kunde ut-
gora en fara for de héstar som konsumerade detta ho. Dock ér inte T2, ZEN och
DON jamforbara da de har olika toxicitet.

I studien av Raymond et al. (2000) anvindes tvé olika substrat och inkubations-
temperaturer, MEA och DG-18-agar med temperaturerna 40°C respektive 25°C,
for att detektera mogelsvampar. Ett flertal mogelarter/sldkten kunde dé detekteras.
Dessa substrat anvidndes dven i studien av Miiller et al. (2011) med inkubations-
temperaturerna 37°C och 25°C for att undersoka mogeltillvixten i hosilage. Att
anvinda dessa substrat och inkubationstemperaturer kan vara ldmpligt for att de-
tektera s ménga mogelarter/slakten som mdjligt i bade fdlttorkat ho (Raymond et
al., 2000) och hosilage (Miiller et al., 2011).

I studien av Schenck & Miiller (2013), diar den mikrobiella kompositionen un-
dersoktes 1 hosilage skordat vid olika tidpunkter fore och efter konservering, vi-
sade sig skordetidpunkten ha en inverkan pé innehéllet av mikroorganismer i hosi-
laget. Ett senare skordat hosilage visade sig i denna studie ha ett hogre innehéll av
enterobakterier, jastsvampar och MSB. Dessutom var halten mogelsvampar hogre
i det sent skordade hdsilaget efter konservering. Eftersom att hosilage till hést ofta
skordas sent i véixtens botaniska utvecklingsstadium ar detta en relevant och in-
tressant studie.

En metod for att minska risken att fodret i 6ppnade hobalar skall hinna bli for-
skdmt kan vara att anpassa storleken pd hdbalarna till hdstarnas konsumtion. I
storre héststallar passar det bra med storbalar men i mindre stall, dar dtgangen inte
ar lika stor kan det vara lampligt att anvéinda mindre balar.

Det finns, som tidigare ndmnt, rekommenderade riktvirden for aeroba bakterier,
gramnegativa bakterier, koliforma bakterier, anaeroba sporbildare (klostridier) och
Bacillus, jast och mdgel i vallfoder (Spdrndly, 2003). Om héstégare vill géra en
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mikrobiell undersdkning av sitt grovfoder dr det bra att det finns riktvdrden for
olika mikroorganismer i vallfoder. Dessa giller dock inte f6r halm. Darfor borde
det dven inforas riktvirden for dessa mikroorganismer i halm.

Efter att ha ldst och sammanfattat de studier som inkluderats i denna litteratur-
studie har jag fatt mer forstdelse for hur bedomning av hygienisk kvalitet i grovfo-
der kan ga till. Som slutsats dr det viktigt att férsdka undvika tillvixt av bakterier,
jastsvampar och mogelsvampar samt mykotoxiner i grovfoder i den mén det &r
mojligt eftersom de kan orsaka allvarliga sjukdomar hos héstar, bade respiratoriska
och gastrointestinala. De bakterier som tagits upp i dessa studier dr frimst entero-
bakterier och klostridier. Olika arter och slidkten av mogelsvampar verkar vara
vanligare att undersoka jamfort med arter och slikten av bakterier och jastsvam-
par. Det kan bero pa att mogelsvampar utgor ett stérre problem hos hidstar och
didrmed undersoks oftare i studier. Jag anser att det dr relevant att fokus liggs pa
respiratoriska partiklar, som mdgelsporer och deras forekomst i grovfoder. Mo-
gelsporer kan inhaleras av héstar och orsaka respiratoriska sjukdomar samt produ-
cera mykotoxiner som kan vara skadliga for héstar. Grovfoder kan kontamineras
av mogelsporer vilket ofta dr ofarligt. Det dr d sporer tillvixer frdn mogelkolonier
som det kan bli problematiskt. Antal mdgelkolonier som detekterats i ett prov an-
tas korrelera med mdgeltillvaxt i fodret. Dock bor denna undersdkning goras med
forsiktighet da proven kan vara olika starkt kontaminerade med mogelsporer. Ett
foder kan ha en l&g halt CFU/g mdgelsvampar om provet exempelvis tagits fran en
farsk mogelflack med enbart svamphyfer. Att ha i beaktning ar att detta foder trots
detta kan vara genomviéxt av mogel. Darfor ar inte alltid kvantitativa mogelbe-
stimningar latta att tyda. Bedomning av hygienisk kvalitet i grovfoder kan vara
komplext. Den analysmetod som anvinds kan med stor sannolikhet ha en inverkan
pa resultatet. Dessutom tror jag att det dr viktigast att detektera och férsdka minska
risken att de farliga av dessa tillvixer och undvika att de forekommer i fér hog halt
i grovfoder for hastar.
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