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SAMMANFATTNING

Kvarka orsakas av bakterien Streptococcus equi subspecies equi (S. equi) och &r den vanligaste
diagnostiserade infektionssjukdomen hos hast vérlden Over. Det &ar en sjukdom i ovre
luftvagarna som orsakar feber, nasflode och forstorade lymfknutor som kan innehalla abscesser.
Sjukdomen ar mycket smittsam och allvarliga komplikationer eller doédsfall forekommer.
Kvarka smittar framforallt direkt mellan hastar, men ocksa indirekt via exempelvis
stallinredning eller utrustning. Kvarka har lange varit en kand sjukdom men endast ett fatal
studier har gjorts for att ta reda pa om bakterien har potential att 6verleva en betydande tid i
miljon.

Detta examensarbete syftade till att ta reda pa mer kring dverlevnadspotentialen av S. equi i en
stallmiljo. Arbetet delades upp i tva delar. | den forsta kontaminerades material i héstens
narmiljo med S. equi; trastolpar, fyllda vattenhinkar i plast samt bremsar i plast. Bremsar ar ett
vanligt hjalpmedel fér en veterinér vid en provtagning av en hast med misstankt kvarka. For de
tvd forsta materialen undersoktes hur lang tid bakterien 6verlevde och for bremsarna hur
effektiva olika rengéringsscheman var. | den andra delen av arbetet undersoktes hur lange
bakterien kunde pavisas i hastens narmiljo efter ett naturligt kvarkautbrott. Miljoprover togs i
stall som haft konstaterade fall av kvarka pa en eller flera hastar. Proverna togs tidigast tre
veckor och upp till sex veckor efter det att alla hdstarna blivit kliniskt friska. For diagnostik i
de tva delarna av arbetet anvandes odling, som detekterar levande bakterier samt gPCR som
pavisar narvaro av bakterie-DNA.

Resultaten visade att noggrann tvatt och desinfektion av bremsar gav negativa odlingsresultat
men positiva resultat pa gPCR for alla desinfektionsmedel utom klorin. I hinkarna 6verlevde S.
equi i maximalt 19 dagar under sommaren och i minst 73 dagar pa vintern. Pa stolparna var
odlingsresultaten positiva i maximalt 4 dagar pa sommaren och 10 dagar pa vintern. Tre av de
fyra stallar som haft en kvarkainfektion hade miljéprover som var odlings- eller gPCR-positiva
for S. equi. De prover som var positiva var fran flera olika material; tra, metall, nylon och
bomull. Ingen av de vattenhinkar som provtogs i stallarna gav positiva svar pa odling eller
gPCR, vilket hade kunna betyda att vattenhinkar i stallar har lagre grad av kontamination &n i
den experimentella studien. Inte heller de trastolpar som provtogs i stallarna gav nagra positiva
resultat, vilket tyder pa att S. equi inte heller 6verlever en langre tid pa tramaterial utomhus.
Alla de positiva proverna i stallarna var fran ytor som inte utsattes for direkt solljus.

Resultaten indikerar att omgivningsfaktorerna paverkar hur lange S. equi kan overleva i en
stallmiljo och att noggrann rengoéring kravs for att bli av med bakterien. Tiden foér dverlevnad
var langre pa vintern &h sommaren. Proverna fran stallarna kan ha gett positiva odlingsresultat
pa grund av att de tidigare sjuka hastarna fortfarande urskilde S. equi. Fler studier dar
overlevnaden i miljon undersoks med samtidig provtagning av héstarna &r onskvart.



SUMMARY

Strangles, caused by the bacteria Streptococcus equi subspecies equi (S. equi) is the most
commonly diagnosed infectious disease in horses worldwide. Infection by S. equi in the upper
respiratory tract results in fever, nasal discharge and enlarged lymph nodes that can contain
abscesses. Strangles is highly contagious and can also in some cases cause Serious
complications and even fatalities. Spread of S. equi most commonly occurs via direct contact
between horses, but also spreads indirectly via for example stable interior and equipment. While
strangles as a clinical disease has been well described, whether, and if so, for how long the
bacteria can survive on inanimate objects in the stable environment is poorly understood.

The aim of this master’s thesis was to address clinically relevant aspects of the survival of S.
equi in a stable environment. The study was divided in two parts. Firstly, materials in horses’
near environment, including wooden posts, filled plastic water buckets and plastic twitches
were contaminated with a standardized broth of live S. equi. For the first two materials, the time
of survival of S. equi was investigated. For the twitches, as they are commonly used by
veterinarians when sampling a horse with suspicion of strangles, the effectiveness of different
cleaning protocols on complete removal of S equi DNA was examined. In the second part of
the study, environmental samples were obtained from confirmed strangles outbreaks three to
six weeks after all horses had recovered clinically. The purpose was to examine if live bacteria
and/or its DNA could be detected in horses’ near environment after full recovery from a
naturally occurring outbreak of strangles. Culture and gPCR were used as diagnostics in both
parts of the study, with culture detecting live bacteria and g°PCR DNA from both live and
nonviable bacteria.

The results show that S. equi survived maximum 19 days in the water buckets under summer
conditions and at least 73 days in winter conditions. The culture-results from the wooden posts
were positive for maximum 4 days in the summer and 10 days in the winter. Regarding twitches,
no live S equi could be recovered on culture after thorough cleaning and disinfection. However,
the twitches remained positive to S. equi on qPCR for all disinfectants except for bleach. For
the natural outbreaks, three out of four stables from the second part of the study had culture- or
gPCR-results that were positive for S. equi. Several different materials were positive; wood,
metal, polyester and cotton. In contrast to the experimental inoculation study, none of the
sampled water buckets in any of the stables were positive on culture or gPCR. This may indicate
that water sources in a natural outbreak of strangles may have far less contamination by S. equi
than was done in the experimental work. Similarly, none of the wooden posts sampled in these
stables yielded any positive results, which correlates with the results from the first part of the
study which showed that S. equi did not survive a longer time on wooden material outdoors.
Strikingly, all the positive samples from the stables were from surfaces not exposed to direct
sunlight.

The results highlight that environmental factors affect the survival of S. equi in a stable
environment, and thorough cleaning is necessary to get rid of live bacteria. The environmental
samples from affected stables may have had positive results because contamination during the
outbreak or continued shedding of S. equi from the previously ill horses. Nonetheless, it was
clear that even following full clinical recovery from outbreaks S. equi can be found in stable
environments. More studies of the environmental survival with concurrent sampling of the
horses are in order.
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INLEDNING

Kvarka &r en vanlig och mycket smittsam luftvadgssjukdom hos hdastar som orsakas av
Streptococcus equi subspecies equi (harefter kallad S. equi). Kvarkabakterien kan orsaka utbrott
som bade kan paga under en lang tid och vara svara att bli av med. Kvarka ger feber, nasflode
och forstorade lymfknutor i huvud- och halsregionen som kan innehalla abscesser. Sjukdomen
kan &ven orsaka dodliga komplikationer. Den finns idag 6ver nastan hela vérlden och
forskningen har fokuserats pa exempelvis vaccin och diagnostik men kunskapen kring
bakteriens potential att 6verleva i en stallmiljo ar fortfarande lag.

Kvarka smittar framforallt direkt mellan hastar, men aven indirekt via miljon. Redan ar 1664
fanns det teorier om att S. equi kunde Overleva tillrackligt lange i miljon for att den vagen smitta
fran en hast till en annan och det ansags att en av riskerna var kontaminerade vattenkar eller
hinkar (Todd, 1910). Dagens forskning visar att en trolig orsak till de manga utbrott av kvarka
som intraffar varje ar ar de asymtomatiska eller “tysta” smittbérare som bar bakterien under en
langre tid och har potential att smitta nya hastar trots att de sjalv oftast inte visar nagra kliniska
symtom (Verheyen et al., 2000). Det finns dessutom en teori om att S. equi har en betydande
potential att dverleva i miljon och att kontaminerad utrustning eller stallinredning kan vara en
smittkalla for nya héstar. Det &r &ven mojligt att redskap som anvénds vid provtagning for hastar
med misstanke om kvarka, till exempel bremsar, kan bli kontaminerade med S. equi fran en
tidigare undersokning och darmed kan ge ett missvisande diagnostiskt resultat eller till och med
sprida smitta.

Syftet med det har examensarbetet ar att utreda vilken potential S. equi har att 6verleva pa olika
material i ett stall och i hastens narmiljo samt vilken betydelse Gverlevnadsformagan har for
den fortsatta spridningen av kvarka. Bremsar anvands ofta vid provtagning av hastar med
misstanke om kvarka, bade vid endoskopi och nasskoljprovtagning. Hur bremsar som varit i
kontakt med en kvarkamisstankt hast bast rengors kommer darfor ocksa att utredas.

Hur lange kan S. equi dverleva utanfor sitt varddjur hasten och vilken betydelse har det for
smittspridningen av kvarka? Det ar inte minst en viktig fragestallning for hastagare vars stall
blivit drabbat av kvarka. Det har det har examensarbetet till uppgift att ta reda pa.

LITTERATUROVERSIKT
Streptococcus equi subspecies equi

Streptococcus equi subspecies equi (S. equi) ar en grampositiv, inkapslad, betahemolyserande
bakterie i Lancefield grupp C. S. equi orsakar kvarka hos hast, en sjukdom som beskrevs redan
ar 1251 av officeraren Jordanus Ruffus (Sellon & Long, 2014). Kvarka finns 6ver hela vérlden
och &r globalt den mest frekvent diagnostiserade infektionssjukdomen hos hast (Waller, 2014;
Animal Health Trust, 2015). | Sverige ar sjukdomen anmélningspliktig och mellan ar 2005 och
2014 anmaldes i snitt 53 konstaterade fall av kvarka per ar (Statens Veterinarmedicinska
Anstalt, 2015b).

Aven Streptococcus equi subspecies zooepidemicus (S. zooepidemicus) ingér i Lancefield grupp
C. S. equi &r en subgrupp till denna (Reed et al., 2010, Waller, 2014). S. zooepidemicus rdknas
som en kommensal i héstars dvre luftvagar, men kan spela en roll i respiratorisk sjukdom hos



hé&st och vid provtagning av en héast med kvarkaliknande symtom kan provsvaret bli S.
zooepidemicus (Timoney, 1988; Waller, 2014; Robinson et al., 2013).

Kliniska tecken

Kvarka har en inkubationstid fran 3 upp till 21 dagar och den typiska symtombilden &r initialt
depression, anorexi och hdg feber. De forsta kliniska tecknen féljs av serost nasflode som efter
nagra dagars sjukdom Overgar till att vara mukopurulent till purulent (Bild 1). Andra kliniska
tecken ar forstorade, sméartsamma och varma retropharyngeal- och submandibularlymfknutor,
hosta och dgonflode. De forstorade lymfknutorna kan pa grund av abscessbildning orsaka at-
och svaljsvarigheter. | vissa fall spricker abscesserna ut genom huden, luftsackarna eller i
farynx (Anzai et al., 1999; Duffee et al., 2015; Waller, 2013; Mallicote, 2015; Piché, 1984;
Neamat-Allah & EI Damaty, 2016). Avlékningen av sjukdomen borjar oftast efter att
abscesserna spruckit (Taylor & Wilson, 2006; Sweeney, 1996). Sjukdomsdurationen &r i medel
14 dagar (Christmann & Pink, 2017). Yngre hastar (1-5 ar gamla) drabbas vanligtvis hardare
av sjukdomen medan vuxna hastar kan fa en mer atypisk form av kvarka med endast mildare
forkylningssymtom. Dock utsdndrar &ven de S. equi som kan orsaka allvarligare sjukdom hos
hastar med samre immunstatus (Boyle, 2017; Sweeney, 1996; Piché, 1984; Sweeney et al.,
2005). Tscheschlok et al. (2017) papekar vikten av att inte enbart anvanda franvaro av kliniska
symtom for att sakerstélla att en h&st som blivit exponerad for kvarka inte ar smittad.

Bild 1: Purulent nasfléde.
Foto J. Pringle

Patogenes

Efter att en smittad hast fatt in S. equi via nosen eller munnen transporteras bakterien till
tonsillvavnad i farynx. Bakterien forflyttas darifran till huvudets lymfknutor inom 1-3 timmar
efter infektion. | lymfknutorna replikerar S. equi for att dagar senare aterfinnas i stort antal. Det
sammanfaller med den initiala febern hos hésten (Timoney & Kumar, 2008; Timoney, 1988).
Eftersom S. equi snabbt transporteras fran nashalan ar det 24 timmar efter smittillfallet darfor
betydligt svarare att pavisa bakterien med hjalp av en nasvabb eller ett nasskoljprov (Timoney,
1998; 2004). Nar hasten senare far nasflode, ungefar 24-48 timmar efter den initiala
febertoppen, kan S. equi ater vara upptackbar genom provtagning fran nashalan (Sweeney et
al., 2005). Vid en kvarkainfektion svarar hastens kropp med att skicka stora méngder neutrofiler
till de infekterade lymfknutorna. S. equi har dock flera virulensfaktorer, sdsom ytproteinet M-
like protein (SeM), som effektivt hindrar den infekterade hastens medfodda immunforsvar fran



att bek&mpa infektionen (Waller, 2013; 2014; Boschowitz & Timoney, 1996). Kapseln av
hyaluronsyra som omger S. equi har aven den betydelse for virulensen och vél inkapslade isolat
av bakterien har en storre motstandskraft an mindre inkapslade isolat (Anzai et al., 1999).

S. equi kan forutom att orsaka sjukdom i évre luftvdgarna dven ge andra komplikationer. Det
drabbar upp till 20 % av de smittade hédstarna och 6kar mortaliteten for kvarka (Sweeney et al.,
1987). En av komplikationerna ar sjukdom i de nedre luftvagarna, sdsom pneumoni pa grund
av aspirerat purulent material. Ytterligare en komplikation &r sa kallad kastad kvarka vilken
innebar att S. equi transporteras fran de 6vre luftvagarna hematogent eller via lymfkarl och
orsakar abscesser eller ansamlingar av bakterier i andra inre organ (Duffe et al., 2015). | vissa
fall spricker abscesserna i lymfknutorna in i luftsackarna eller bihalorna. Det kan da bildas
empyem eller kondroider vilket kan gora hasten till en sa kallad kronisk smittbarare. Purpura
haemorrhagica ar ytterligare en komplikation dar hasten far aseptisk nekrotiserande vaskulit
med blddningar i slemhinnor samt 6dem. Hastar med kvarka kan &ven drabbas av myosit som
troligen beror pa en immunmedierad reaktion och aven kan komma sekundart till purpura
haemorrhagica (Boyle, 2017; Sweeney et al., 1987; Duffe et al., 2015).

Epidemiologi

Bakterien smittar direkt eller indirekt via nasflode eller sekret fran spruckna lymfknutor fran
infekterade hastar (Reed et al., 2010). Den indirekta smittspridningen innebar att bakterien
overfors via till exempel vatten och foder, stallinredning eller redskap sasom grimmor och
bremsar (Sellon & Long, 2014). Att den indirekta smittvagen kunde vara av betydelse skrevs
det om redan 1910. Det ansags att vattenhinkar som blivit kontaminerade med S. equi kunde
fora smittan vidare (Todd, 1910).

En hast som blivit infekterad med kvarka borjar sjalv utsondra bakterier forst nagra dagar efter
infektionstillfallet, darmed efter den initiala feberfasen inletts. Dock har de studier som gjorts
kring bakterieutsdndring endast anvént odling som diagnostik (Timoney, 1988; Sellon & Long,
2014; Newton et al., 1997; Sweeney et al., 2005, se Chanter et al., 1998). P& grund av att
bakterien transporteras fran nasofarynx till huvudets lymfknutor kan den vara svar att detektera
med till exempel ett ndsskoljprov. Detta kan innebdra att diagnosen forsenas och infekterade
hastar kan smitta andra innan de diagnostiseras och isoleras. Om den initiala febertoppen
upptécks tidigt finns dock en chans att identifiera och isolera sjuka hastar innan de sjélva borjar
utsondra bakterien (Timoney, 2004; Waller, 2013). Uppgifterna om hur lange en infekterad hast
kan vara smittforande gar isar, men studier har visat att en infekterad hast kan fortsatta att
utsondra bakterien i veckor efter att de kliniska symtomen avtagit. Tiden varierar med olika
studier, fran tre till atta veckor (Timoney, 1988; Sellon & Long, 2014; Sweeney et al., 1989).
Enligt Prescott & Timoney (2007) upphor majoriteten av smittade héstar att utsondra bakterien
tva till tre veckor efter tillfrisknad och S. equi inte ar detekterbar hos storre delen av hastarna
fyra till sex veckor efter att de anses friska. Men de fatal hastar som fortsétter att smitta kan
darmed vara en potentiell smittkélla upp till sex veckor efter tillfrisknad (Sweeney et al., 2005;
Sweeney et al., 1989). Det finns ingen generell definition om nar en hast 6vergar till att vara en
kronisk smittbarare. Vissa artikelforfattare definierar exempelvis de hastar som smittar langre
an 40 dagar efter det att de blivit kliniskt friska som kroniska smittbarare (Duffe et al., 2015).



Morbiditeten har rapporterats vara sa hog som 100 % hos mottagliga grupper av hastar, medan
den hogsta rapporterade mortaliteten &r 10 %. | utbrottet som Ford & Lokai (1980) beskriver
levde 350 unghastar i stora grupper under ett hogt smittryck. Flera av h&starna rapporterades
vara sjuka redan vid ankomst. Tillsammans med bristande smittskydd och utfodringsrutiner kan
det ha bidragit till de héga siffrorna (Ford & Lokai, 1980). Oftast &r andelen insjuknade hastar
lagre da det ocksa beror pa hur tidigt en sjuk hast identifieras och isoleras fran 6vriga mottagliga
héastar (Newton et al., 2000). | nagra av de storre utbrott som rapporterats varierade andelen
insjuknade hastar (attack-rate) mellan 17 och 84 % (Newton et al., 2000; Dalgleish et al., 1993;
Piché, 1984; Sweeney et al., 1987; Sweeney et al., 1989; Tscheschlok et al., 2017). De hastar
som dor eller avlivas pa grund av kvarka har ofta fatt en komplikation till sjukdomen, sasom
kastad kvarka, pneumoni eller purpura haemorrhagica (Ford & Lokai, 1980; Piche, 1984;
Newton et al., 1997). Yngre hastar, under 2 ars alder, beskrivs oftast som mest kénsliga for att
bli smittade (Neamat-Allah & EIl Dematy, 2016; Sweeney et al., 1987; ljaz et al., 2015). Detta
ar beskrivet vid ett utbrott av kvarka pa en gard i Alberta, Kanada 1980, dar 100 % av gardens
131 unghaéstar drabbades, samtidigt som endast 28 % av folstona smittades (Piché, 1984). Dock
diskuteras det inte om nagon av aldersgrupperna har en hogre andel vaccinerade héstar i dessa
studier. | ett annat, nyligen beskrivet utbrott hos en grupp med 112 unghéstar var morbiditeten
betydligt lagre, 53 % och dessutom hade cirka hélften av de 53 qPCR-positiva hastarna inga
symtom pa akut kvarka (Tscheschlok et al., 2017).

Kroniska smittbéarare

Hastar infekterade med S. equi kan dven bli kroniska barare av bakterien i manader eller ar efter
infektion. Kroniskt bararskap ar en av de vanligaste komplikationerna till kvarka och beror pa
att en abscess fran en lymfknuta spruckit in i luftsacken eller pa att bakterien tagit sig fran
farynx direkt till luftsécken eller en bihala. Empyem eller intorkat purulent material
(kondroider) kan finnas kvar i luftsackarna hos en kronisk barare i flera manader eller ar och
hasten kan darmed fortsatta att sprida kvarka intermittent trots att den inte visar kliniska symtom
(Timoney, 2004; ljaz et al., 2015; Newton et al., 2000; Newton et al., 1997). For att kunna
upptacka en kronisk smittbarare bor bade nasskéljprov och endoskopering samt skoljning av
luftsdckarna med efterfoljande PCR eller odling pa proverna goras (Mallicote, 2015; Reed et
al., 2010; Wilson 1988: se Taylor & Wilson, 2006; Waller, 2013; ljaz et al., 2015). De kroniska
béararna &r troligen en stor bidragande orsak till att bakterien orsakar sa pass manga utbrott av
kvarka varje ar (Timoney, 2004). Antalet hastar som efter ett utbrott av kvarka bar och utséndrar
bakterien efter att de blivit kliniskt friska varierar enligt Newton et al. (2000) fran 10 till Gver
40 %. | en studie av ett utbrott av kvarka pa en gard med cirka 1500 hastar fortsatte identifierade
kroniska smittbarare att utsondra S. equi intermittent i upp till 39 manader trots att de sedan
lange slutat visa kliniska symtom pa sjukdom (Newton et al., 1997). | ljaz et al. (2015) studie
pa 20 hastar diagnosticerade med kvarka togs prover varannan vecka fran nassekret eller var,
samtidigt som héstarna stod under behandling med penicillin. Proverna visade sig vara positiva
vid PCR-analys i upp till atta veckor och forfattarna diskuterar vikten av att isolera hastar i
minst 9 veckor efter det att de tillfrisknat fran kvarka.

Diagnostik

Vid misstanke om kvarka ar tva av de vanligaste provtagningsmetoderna nassvabb eller
nasskoljprov. Det sistnamnda har en fordel, da en storre del av nashalan inkluderas i



provtagningen jdmfort med en ndssvabb. Andra provtagningsmetoder som kan anvéandas ar
skéljning av luftsackar och provtagning fran abscesser (Lindahl et al., 2013; Sweeney et al.,
2005). Som namnts tidigare ar bakterien svar att detektera fran mukosan i nashalan bara ett par
timmar efter infektion (Sweeney et al., 2005; Timoney, 2004).

Odling

Odling var tidigare forstahandsvalet vad géller diagnostik av S. equi men metoden &r bland
annat tidskrdvande och Overvaxt av andra bakterier, till exempel den nérbesléktade S.
zooepidemicus, kan forsvara diagnosen (Lindahl et al., 2013). Idag ar forstahandsvalet istallet
PCR. Vid odling pa blodagar vaxer bakterien ut som mukoida, honungsfargade kolonier med
en vid zon av betahemolys runt om (Sellon & Long, 2014). | en studie hade odling av S. equi
sensitiviteten 60,3 % och specificiteten 100 % (Webb et al., 2012).

MALDI-TOF

MALDI-TOF (Matrix assisted laser disorption ionization — time of flight mass spectrometer)
ar en metod som jamfor proteinprofiler mot ett referensspektra. Metoden kan anvéndas istéllet
for biokemiska analyser for konfirmering eller nar bakteriekolonier har ett atypiskt utseende
vid odling och man vill forsékra sig om att det ar en viss typ av bakterie (Kudirkiene et al.,
2015).

PCR

PCR (Polymerase Chain Reaction) &r en diagnostisk metod som detekterar en DNA-sekvens,
till exempel SeM-genen som &r en viktig virulensfaktor hos S. equi. PCR &r ungefar tre ganger
kéansligare an odling for att pavisa S. equi, och ar ett battre verktyg for att diagnostisera kvarka
hos héstar som urskiljer bakterien intermittent eller i mindre méngd (Webb et al., 2012; Taylor
& Wilson, 2006; Newton et al., 2000). PCR skiljer inte mellan levande och déda bakterier men
ett positivt PCR-resultat fran ett nasskoljprov indikerar att hasten har en aktiv infektion med
kvarka, da avdodade bakterier inte persisterar pa mukosan en langre tid (Waller, 2014; Laus et
al., 2007). En hast med ett qPCR-positivt skljprov fran luftsdckarna bor dessutom betraktas
som en kronisk smittbarare (Personligt meddelande, Riihimaki, 20171). Quantitative PCR
(qPCR) kallas ocksa realtime PCR eller realtids PCR. Det innebar att resultaten av PCR-
analysen ses under tiden som den gors, till skillnad fran traditionell PCR déar den DNA-sekvens
man ar intresserad av att hitta forst uppforokas och sedan avlases. Fran gPCR kan man alltsa
aven avgora vilken méangd av den aktuella DNA-sekvensen som fanns i provet (Thermofisher,
2017). Baverud et al. (2007) utvecklade en gPCR som detekterar och skiljer pa S. equi och S.
zooepidemicus. Den detekterar genen sodA, vilken kodar for ett enzym som ar en virulensfaktor
hos flera streptokocker. Metoden anvander dven genen seel for att skilja pd S. equi och S.
zooepidemicus. | studien hade gPCR 13 % storre chans att detektera S. equi an vad odling hade.
PCR anviénds idag som ”gold standard” for att diagnostisera S. equi. Enligt Lindahl et al. (2013)
var 95 % av proverna fran hastar med akut kvarka positiva pa PCR medan endast 63 % var
positiva pa odling.

1 Miia Riihimaki, institutionen for kliniska vetenskaper, SLU, 2017-10-18



Serologi

Serologi kan anvandas for diagnostik och évervakning av kvarka (Waller, 2014; Robinson et
al., 2013). En indirect enzym-linked immunosorbent assay (iELISA) som anvands idag ar
baserad pa ytproteinet SeM. Dock ar specificiteten for SeM iELISA lag da S. zooepidemicus
har ett néra identiskt protein och kan ge falskt positiva svar. Robinson et al. (2013) kom fram
till att en kombination av IELISA for S. equi unika antigen A och antigen C (del av SeM-
proteinet) gav bra resultat. Sensitiviteten var 93,3 % och specificiteten 99,3% for
kombinationen av dessa test.

Behandling

Vid de flesta fall av kvarka kravs ingen behandling utdver vila och understédjande atgarder
sasom en torr och varm miljé samt tillgang till bra foder och vatten (Sweeney et al., 2005).
NSAIDs (non steriod antiinflammatory drugs) kan anvandas som en del i behandlingen for att
minska svullnad och smarta (Smith, 2015). Manuell témning av abscesser kan eventuellt
paskynda tillfrisknandet da avlakningen oftast borjar efter att de har spruckit (Waller, 2014;
Taylor & Wilson, 2006; Sweeney, 1996). Effekten och nddvéndigheten av antibiotika-
behandling ar omtalad men fa studier har gjorts. En forfattare foreslar profylaktisk
antibiotikabehandling till de hastar som varit i kontakt med en konstaterat sjuk hast for att
forebygga att de dnnu friska hastarna utvecklar sjukdomen (Waller, 2014). Behandling i ett
tidigt skede av sjukdomen, innan abscesser har bildats, anses kunna vara effektiv och férhindra
ytterligare utveckling av sjukdomen och eventuellt begrénsa ett utbrott av kvarka (Smith, 2015;
Sveriges Veterindarmedicinska Sallskap, 2013). Men flera artikelforfattare diskuterar ocksa
mojligheten att en tidig antibiotikabehandling kan hdmma hastens immunférsvar och darmed
aven antikroppsbildningen. Det finns dven en risk for atersmitta i stallet hos de héstar som blivit
antibiotikabehandlade (Sweeney et al., 2005; Sweeney 1996; Waller, 2014). Antibiotika kan
aven vara aktuellt hos hastar med allvarligare symtom som inte anses kunna bli friska med
endast understodjande behandling (Smith, 2015). Vid dyspné pa grund av svullnad i svalg och
lymfknutor kan tracheotomi behdvas for att underlatta andningen. Vid den immunmedierade
komplikationen purpura haemorrhagica kan kortisonbehandling bli nédvandig (Taylor &
Wilson, 2006; Sellon & Long, 2014).

For att kunna bota kroniska smittbdarare med empyem eller kondroider i luftsdckarna kan
ytterligare behandling behdvas. Sadan behandling innefattar systemisk och/eller lokal
antibiotikabehandling, témning och spolning av luftsickarnas innehall med hjilp av
endoskopering och avlagsnande av eventuella kondroider med korgliknande verktyg.
Sleml6sande preparat som acetylcystein kan ocksa anvandas i luftsackarna for att 16sa upp
kondroider eller var (Duffe et al., 2015; Verheyen et al., 2000).

Enligt svensk antibiotikapolicy kan antibiotikabehandling vara indicerat om allvarliga
komplikationer uppstatt, sasom kastad kvarka, for att behandla kroniska smittbarare som inte
sjalvlakt, och eventuellt for behandling av héstar i ett tidigt skede av sjukdomen. Da S. equi ar
kénslig for penicillin &r det forstahandsvalet i Sverige (Sveriges Veterindrmedicinska Séllskap,
2013). Andra antibiotika, sasom cefalosporiner eller makrolider, rekommenderas forutom
penicillin i utlandsk litteratur (Smith, 2015).



Hygienatgarder och kontroll

Isolering av sjuka hastar och hygienatgarder &r en mycket viktig del i arbetet for att bli av med
kvarka i ett drabbat stall. Ett av de forsta kliniska tecknen pa kvarka ar feber, som upptréader
innan den smittade hésten sjalv borjar utsondra S. equi. Genom att méta rektaltemperaturen
dagligen, finns det en chans att upptécka sjuka hastar och darmed isolera dem innan de sjalva
borjar utsdndra bakterien (Timoney, 1988; Taylor & Wilson, 2006; Sellon & Long, 2014;
Sweeney et al., 2005). Vidare ar viktiga atgarder att anvanda speciella klader och skor vid
hantering av sjuka hastar samt ha god handhygien. Med férdel kan sjuka hastar hanteras sist for
att undvika smitta till friska h&star. Utrustning som har anvants till smittade hastar ska rengéras
och desinficeras noggrant efter det att isoleringstiden ar slut. Alternativet ar att sldnga sadant
som kan vara svart att rengdra ordentligt, till exempel grimmor och schabrak (Sweeney et al.,
2005). Enligt SVA:s generella rad kring rengoéring av stall efter en infektion ska stallet rengéras
efter att alla sjuka hastar tillfrisknat och inga nya insjuknar (Statens Veterindrmedicinska
Anstalt, 2015a).

En vanlig orsak till att ett stall drabbas av kvarka ar att en ny hast kommer till stallet. Darfor ar
det viktigt att nya hastar halls isolerade och undersoks varje dag efter tecken pa sjukdom i minst
tva veckor. Serologiska prover, nasskéljprover eller endoskopering med provtagning av
luftsédckarna kan anvéandas for att utesluta att nyintroducerade hastar bar pa bakterien (Timoney,
2004; Smith, 2015; Grondahl et al., 2016).

Overlevnad av Streptococcus equi subspecies equi i miljon

Vid utbrott av kvarka stalls ofta fragan om hur lange S. equi kan 6verleva i miljon och darmed
hur lange exempelvis ett stall behdver vara isolerat innan det kan anvandas for andra hastar
igen. En ytterligare fraga ar hur stall, utrustning och betesmarker ska rengéras och hanteras. Fa
studier har undersokt detta och darmed ar kunskapen liten om hur stor roll den indirekta
smittvagen av kvarka spelar. Det har sedan en langre tid anats att sjukdomen kan spridas vidare
genom till exempel gemensamma vattenhinkar. (Todd, 1910)

I en experimentell studie (Jorm, 1992) undersoktes dverlevnaden av S. equi pa glas och tré vid
olika temperaturer. Overlevnadstiden varierade mellan 48 och 63 dagar, dér den kortaste var pa
tramaterial vid 20 °C (luftfuktighet 49 %) och den langsta pad samma material i 2 °C
(luftfuktighet 32 %). Forfattaren tar upp faktumet att studien gjordes under mycket
kontrollerade former och att éverlevnaden av S. equi kan se annorlunda ut i en stallmiljo, dar
den utsatts for omgivningsfaktorer som fukt, solljus och konkurrerande bakterier. Men
forfattaren menar trots detta att S. equi har stor potential att 6verleva en betydande tid i miljon
och darmed spela en stor roll i sjukdomsspridningen av kvarka. (Jorm, 1992)

I Skorobohach (1994) kontaminerades flera sorters material med S. equi efter att de var
rengjorda och desinficerade och darefter undersoktes dverlevnaden av bakterien med odling
som diagnostisk metod. Overlevnadstiden var langst pa plast och i vatten med positiva
odlingsprover i upp till 63 dagar. Aven bomullsrep var positiva en betydande tid, 37 dagar,
medan lader var positivt i 2 dagar och tré endast 1 dag. Denna studie gjordes inomhus och under
experimentella forhallanden. Likt Jorm (1992) menar Skorobohach att 6verlevnaden av S. equi
I miljon spelar en betydande roll i epidemiologin, men tar liksom Jorm (1992) upp faktumet att



omgivningsfaktorer troligen har en stor paverkan pa dverlevnaden av bakterien (Skorobohach,
1994). Senare artikelforfattare (Sweeney et al., 2005) menar att dessa tva studier inte direkt kan
tillampas pa verkligheten da miljofaktorerna i ett stall ar for betydande for dverlevnaden av S.
equi.

| en studie av Weese et al. (2009) kontaminerades tra- plast-, och metallmaterial med S. equi
som inokulerats antingen i fosfatbuffrad natriumklorid eller sekret fran nashalan fran friska
hastar. Studien gjordes utomhus under sensommaren i Kanada for att jamfora med de tidigare
studier som gjorts under mer experimentella former och for att undersoka hur lange bakterien
éverlever i de forhallanden som den utsatts for i en miljo dar hastar normalt vistas. Resultatet
blev att S. equi dverlevde fa dagar i ett utomhusklimat. Endast 1 av 16 prover tagna fran
tramaterial var positivt pa odling efter 3 dagar och 2 av 16 prover fran metall var positiva. Om
vadret var soligt hade S. equi en kortare Overlevnadstid jamfort med om det var molnigt. Efter
3 dagar var 0 av 24 prover positiva vid soligt vader och 4 av 24 positiva vid molnigt vader.
Regn eller dagstemperatur hade daremot ingen effekt pa dverlevnaden. Om man jamforde
overlevnadstiden for de bakterier som inokulerats i sekret fran nashalan med de som inokulerats
i natriumklorid var det ingen signifikant skillnad. Om grénsen for signifikant dverlevnadstid
daremot drogs vid endast en dag hade bakterierna i mukus en storre chans att Gverleva.
Resultaten i denna studie skiljer sig mycket fran de tva tidigare experimentella forsoken (Jorm,
1991; Skorobohach, 1994) som beskrivits och forfattarna drar slutsatsen att S. equi har en kort
overlevnadstid under mer faltmassiga forhallanden utomhus, sarskilt i ett soligt klimat.
Samtidigt diskuteras det att 6verlevnadstiden kan se annorlunda ut om bakterien till exempel
finns inomhus, i vatten eller foder samt vid lagre temperaturer. Att 6verlevnaden var nagot
langre i sekret fran nashalan tror forfattarna rimligtvis beror pa att mukus skapar gynnsamma
forhallanden for S. equi. Weese et al. (2009) menar att en forlangd karantanstid pa grund av
bakteriens eventuella 6verlevnad i miljon inte &r nodvandig, i alla fall inte i ett sommarklimat.

I en nyligen redovisad studie (Durham et al., 2017) undersoktes dverlevnadspotentialen av S.
equi pa flera olika material som finns i en stallmiljé, bland annat trastolpar, vattenhinkar,
overaller och néassvalgssonder. Som diagnostisk metod anvéandes odling. Forsoket gjordes bade
sommar- och vintertid och 6verlevnadstiden var som langst 34 dagar i en fuktig vattenhink
vintertid. Trastolparna som stod utomhus var da endast positiva i 1 dag. P4 sommaren 6verlevde
S. equi maximalt 9 dagar, da i en nassvalgssond. Tréstolparna var da positiva i maximalt 4 dagar
och vattenhinkarna i 5 dagar. Temperaturen sommartid varierade mellan 9 och 34 °C och
vintertid mellan -3 och 14,5 °C. Forfattarna drog slutsatsen att bakterien ar k&nslig och inte
overlever en sarskilt lang tid utanfor sitt varddjur, men att den klarar sig langre i kallt, fuktigt
klimat och da har en storre potential att smitta mottagliga hastar. De papekar ocksa betydelsen
av att sérskilt rengtra och desinficera material dar S. equi verkar trivas bést.

Flera forfattare diskuterar potentialen for S. equi av 6verleva i miljon baserat pa de ovan
beskrivna studierna. Reed et al. (2010) skriver att det ar osannolikt att S. equi dverlever mer &n
ett par veckor i miljon pa grund av dess kanslighet for solljus, varme, uttorkning och dessutom
ar flera desinfektionsmedel effektiva mot bakterien. Sweeney (1996) héavdar att S. equi endast
overlever en kort tid i miljon om den inte ar skyddad av fukt fran till exempel nasflode, men att
den samtidigt har en stor potential att kontaminera miljon och att transporter och stall dar en



smittférande hast statt darmed kan féra vidare infektionen. Aven Prescott & Timoney (2007)
menar att potentialen for S. equi att verleva en betydande tid i miljon &r liten och har det som
en del i sitt argument att kvarka &r en sjukdom som skulle kunna utrotas. Ytterligare artikelfor-
fattare hévdar att den inte 6verlever i miljon i narvaro av jordbakterier (Sweeney et al., 2005).

Tvatt- och desinfektionsmedel effektiva mot S. equi

I Jorm (1992) studie undersOktes &ven olika desinfektionsmedels effektivitet mot S. equi.
Flertalet av desinfektionsmedlen var verksamma mot bakterien, bland annat de som innehdll
klorhexidin, jod eller aldehyder. Natriumhypoklorit som finns i bland annat klorin var
emellertid inte effektivt. Aven i Skorobohach (1994) studie testades olika metoder for rengoring
av materialen som kontaminerats med S. equi, bland annat med virkon, klorin och
formalaldehyd. Virkon var effektivt dven i narvaro av organiskt material, medan klorin och
formalaldehyd endast var effektiva i franvaro av organiskt material. Rydén et al. (2017) gjorde
ett experimentellt forsok dér bitar av flera olika material (betonggolv, trastolpar, vattenhinkar i
plast, ladergrimmor och laderhandskar) kontaminerades med S. equi. Bitarna rengjordes efter
tre dagar med diskmedel (Fri Ren Natur®) och desinficerades med DesiDos®. Vid provtagning
(dag 5) var alla tvattade material negativa for S. equi pa odling samtidigt som kontrollerna var
positiva for alla material forutom ladergrimmorna samt laderhandskarna, dar nagra av
kontrollerna var negativa. | studien kontaminerades &ven nylongrimmor som tvattades i
tvattmaskin och torktumlare i olika temperaturer. For att fa odlingsnegativa resultat fran
nylongrimmorna krévdes maskintvétt i 60 °C. Forfattarna drar slutsatsen att &ven material som
i stallar anses vara svara att tvatta kan rengoras fran S. equi. Daremot rackte det inte med
maskintvitt i 40 °C for att avdoda bakterien pa nylongrimmor, vilket artikelforfattarna féreslar
kan bero dess grova yta samt pa att fukt lattare stannar kvar i det materialet.

I Johanssons (2016) kandidatarbete undersoktes effektiviteten av tvétt och desinfektion mot S.
equi pa plast-, tra- och betongmaterial i syfte att ta reda pa mer om motstandskraften pa olika
material i hastens narmiljo. Rengoéringsmedlet Fri Ren Natur® samt desinfektionsmedlet
DesiDos® anviandes. Det var effektivt for att fa negativa resultat pa odling fran alla
kontaminerade ytor. Analys med PCR gjordes inte. Efter fem dygn sags fortfarande véxt i
kontrollproverna, dar plastmaterialet hade rikligast véaxt. Studien gjordes under experimentella
forhallanden i en skyddad miljo inomhus.

Generellt & grampositiva bakterier kénsliga for kemiska desinfektionsmedel om de inte
skyddas av organiskt material. Att tvatta och desinficera ett stall kan vara en utmaning da manga
ytor och material inte ar slata och det kan vara svart att komma tillrackligt djupt ned i materialet.
Olika desinfektionsmedel fungerar olika bra pa olika material. Inredning som vattenhinkar och
krubbor bor vara avtagbara fran boxvaggen for att latt kunna rengdras. Det ar viktigt att komma
ihag att rengdra hasttransporter, séarskilt om de anvénds for hastar som siljs eller tavlas och
darmed utgor en viktig potentiell kalla for smitta av kvarka. S. equi som utsondras fran en
smittférande hést skyddas nastan alltid av organiskt material som nésflode eller var. For att bli
av med det organiska materialet och darmed lattare avdoda bakterierna ar mekanisk rengdring
det mest effektiva da det optimerar chansen att den efterfoljande desinfektionen ska vara
verksam (Dwyer, 2004). Exempel pa desinfektionsmedel som ar effektiva mot S. equi redovisas
| Tabell 1.



Tabell 1: Exempel pa desinfektionsmedel som kan vara aktuella vid rengoring av stall

Desinfektionsmedel Egenskaper

Aldehyder Har toxiska och eventuellt cancerframkallande egenskaper, men &r
mycket effektiva mot mikroorganismer aven i ndrvaro av organiskt
material. De kan anvandas pa flera underlag sdsom plast och metall.
Aldehyder finns i till exempel Parvocide plus som rekommenderas av
SVA vid rengoring av stall.

Alkoholer Har bra egenskaper som lag toxicitet men det har dalig verkan mot
bakterier som skyddas av organiskt material.

Fenoler Rekommenderas att anvénda i stall. Effektivt mot bland annat bakterier
aven i narvaro av organiskt material. Cidex opa® innehaller ortho-
fenylfenol.

Jod Kan anvéandas mott ett brett spektrum av mikroorganismer, bland annat

S. equi, men inaktiveras i narvaro av organiskt material. Anvéands
vanligen vid sarrengéring och som handdesinfektion men ej vid
rengoring av stora ytor da det inte ar kostnadseffektivt.

Klorhexidin Effektivt mot bland annat grampositiva bakterier i franvaro av
organiskt material. Anvénds framst som handdesinfektion. Var i en
experimentell studie effektivt for att avddda S. equi.

Klorin Effektivt mot ett brett spektrum av mikroorganismer och forstor fritt
DNA. Inaktiveras snabbt av organiskt material och kan darfor endast
rekommenderas till material som kan tvattas helt fritt fran detta. Giftigt
for vattenlevande djur.

Persulfat Effektivt mot ett brett spektrum av mikroorganismer, déribland S. equi.
Persulfat finns i Virkon®.

Kéllor: Johnson & Johnson, 2006; Sweeney, 1996; Dwyer 2004; Naturskyddsforeningen, 2013;
Jorm, 1992; Hoppes et al., 2009; Statens Veterinarmedicinska Anstalt, 2015a.

Forskningsomraden inom kvarka

Som tidigare namnts finns det trots den langa tid det funnits kannedom om sjukdomen kvarka
bristfalligt med forskning inom flera omraden. Overlevnaden av S. equi i miljon ar ett av dem,
Okad kunskap om hur man diagnosticerar och behandlar kroniska smittbérare &r ett annat.
Ytterligare ett viktigt falt & immunologi och vaccin. | dagsléget finns det inga vaccin som
anvands i Sverige for att férebygga kvarka da det visat sig att det ar svart att tillverka ett vaccin
som ger tillréckligt skydd och som inte orsakar biverkningar (Waller, 2014; SVA, 2015b).

Detta examensarbete syftade till att utforska ett av dessa omraden djupare och 6ka kunskapen
kring hur lange S. equi kan 6verleva i stallmiljon.
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MATERIAL OCH METODER
Bakterieinokulum

Kvarkabuljong anvandes till de experimentella forsoken med bremsar, stolpar och vattenhinkar.
Buljongen gjordes med BHI — Brain Heart Infusion fran Thermofisher diagnostics (Waltham,
US), vilken blandades med renkultur av S. equi, stam CCUG23255. Buljongen inkuberades i
37 °C 120 + 2 timmar innan anvindning.

Provtagningsmetoder och diagnostik

Proverna fran materialen togs med SodiBox fran Food diagnostics eller med E-svabb
(ESwab™) fran Copan. SodiBox ar en steril trasa for mikrobiologisk provtagning som
anvandes till alla trastolpar och till alla torra material i stallarna, till exempel boxvédggar och
grimmor. SodiBox-trasorna anvéndes utan transportmedium. E-svabbar anvéndes till alla
bremsar och vattenhinkar och pa fuktiga eller blota platser i stallarna, till exempel vattenkoppar.
Fran alla prover gjordes i forsta hand odling pa COBA-plattor (Colistin Oxolinic Blood agar)
som lastes av efter 24 samt 48 timmar. COBA-plattorna innehaller kolistin och &r selektiva for
bland annat S. equi. gPCR utfordes pa en del av de bremsar, hinkar eller stallprover som var
negativa pa odling. For att konfirmera véxt av S. equi pa odlingsproverna anvandes MALDI-
TOF. De positiva och negativa provresultaten, for q°PCR och odling, delades upp i olika
grupper. Analys av proverna utférdes vid BVF (Institutionen for biomedicin och veterinar
folkhélsovetenskap, Sveriges lantbruksuniversitet, Uppsala, Avdelningen for bakteriologi och
livsmedelssékerhet). Till proverna tillsattes 100 ml vatska (Buffered Peptone Water®) och
darefter roterades proverna i 2 minuter med hjalp av en Stomacher lab-mixer (easyMIX® Lab-
Blender, AES-Chemuex, Weber Scientific). Vatskan halldes sedan 6ver till tva falconrér (50
ml) och 20pul av vatskan stoks ut pad en COBA-platta. Roren centrifugerades darefter pa 3320
varv i 15 min. Av pelleten som bildats stroks 10ul ut pa en orord COBA-platta. Plattorna inku-
berades 48 timmar i 37° i 5 % CO2-inkubator. Plattorna l&stes av efter 24 och 48 timmar och
en koloni fran varje grupp analyserades med MALDI-TOF for mikrobiologisk identifikation.

Kontaminationsforsok bremsar

Trettio stycken bremsar i plast av olika storlek och marke anvandes i forséken (se Bild 2). Da
forsoken skulle likna faltmassiga forhallanden sa mycket som mojligt anvandes bremsar som
donerades av olika hastkliniker och veterinérstationer och darmed redan varit anvanda i falt.
Vissa av bremsarna anvandes flera ganger. Forsoken delades upp pa tre olika tillfallen och
gjordes i en isoleringsbox pa hastkliniken pa Universitetsdjursjukhuset, Uppsala, i det uthus
som hinkarna stod i och i ett forrad pa hastkliniken. Infor forsoken tvattades alla bremsar med
diskmedel och desinficerades 10 minuter i DesiDos®. De sndren som anvandes var av bomull.
Olika rengoringsprotokoll anvéandes for varje grupp som bestod av 6 bremsar med eller utan
bremssnoren. En kontrollgrupp anvéandes. Varje brems lades i en forslutbar plastpase och
kontaminerades darefter med 5 ml kvarkabuljong. Efter 30 minuter rengjordes bremsarna enligt
de olika protokollen och lades darefter i en ny plastpase. Kontrollerna lades direkt i en ny
plastpase. Cirka 50 ml vatten halldes Gver bremsarna och darefter gjordes provtagning med E-
svabbar som rullades mot provtagningsmaterialet och vattnet i pasen i minst 1 minut. Vilka
rengorings- och desinfektionsmedel som anvéandes redovisas i Tabell 2.
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Tabell 2: Rengéring-och desinfektionsmedel som anvandes vid kontaminationsférsok av bremsar

Produkt

Aktiv ingrediens

Yes diskmedel

Cidezyme
Cidex® opa
Virkon® S
Klorin

Desidos

Tensider

Subtilisin, tensider
Ortoftalaldehyd
Kaliumperoximonosulfat
Natriumkhypoklorit, persulfat

Kaliummonopersulfat

Bremsarna delades in i atta grupper med sex stycken i varje utefter hur de skulle rengéras och
om de skulle ha snoren eller inte enligt Tabell 3.

Tabell 3: Grupper i forsoket med bremsarna

Grupp Rengoring Desinfektion Brems och/eller Koncentration
snore S.equii
buljong
CFU/ml
A Yes diskmedel, ljummet DesiDos®, 10 min Brems 1,1x10°
vatten
B Yes diskmedel, ljummet Virkon®, 10 min Brems 1,1x10°
vatten
Cl Yes diskmedel, ljummet - Snore 1,1x10°
vatten
C2 Yes diskmedel, l[jummet - Brems 1,1x10°
vatten
D Yes diskmedel, ljummet Sjudande vatten, 10 Brems 2,5x 108
vatten min
E Cidezyme Cidex® opa, 10 min Brems 2,5x 108
F Yes diskmedel, ljummet Klorin, 10 min Brems Undersoktes
vatten ej
G - - Brems 1,1x10°
H - - Brems, snore 1,1 x10°
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Bild 2: Olika typer av bremsar som
anvandes i forsoken.

Kontaminationsférsok stolpar

Forsoket skedde i oktober och november samt i maj och juni. Impregnerade tréastolpar (24
stycken) som tidigare statt utomhus och nyttjats som héaststaket och darmed hade bruksslitage
anvéndes. Stolparna slogs ned med cirka en meters mellanrum utomhus i fyra grupper med sex
stolpar i varje grupp. De kontaminerades med 10 ml kvarkaldsning med koncentrationen 3,5 x
108 (vinter) och 2,5 x 108 CFU/ml (sommar) som halldes pa frén toppen av stolpen. Stolparna
provtogs i grupper om 6 dag 4, 10 (sommar och vinter), 17 (endast vinter) och 19 (endast
sommar). For provtagning anvandes SodiBox som gnuggades i minst 1 minut pa 6versta delen
av stolpen. Medeltemperatur under vintern var 3,1 °C och under sommaren 14 °C. Nederbord
under dygnet i medeltal 2,1 mm under vintern och 1,7 mm under sommaren. Luftfuktigheten
var i medel 86 % vintertid och 69 % sommartid.

Kontaminationsforsok hinkar

Forsoket &gde rum i november, december och januari samt i maj och juni. Sex stycken 20-liters
plasthinkar anvandes. Hinkarna hade tidigare anvants i stall och hade normalt bruksslitage i
form av mindre repor. De var innan forsoket endast ytligt rengjorda. Alla hinkar fylldes med
cirka 15 | kallt vatten och kontaminerades darefter med 5 ml kvarkabuljong med
koncentrationen 2,1 x 108 CFU/ml (vinter) och 2,5 x 102 CFU/mI (sommar). Hinkarna stod i en
icke-isolerad utbyggnad, en miljé som liknade ett stall. Pa sommaren byttes vattnet i hinkarna
ut varje dag efter kontaminationen med undantag av de tva forsta dagarna. Ingen ytterligare
rengoring gjordes. Pa vintern byttes vattnet inte ut. Provtagning av hinkarna gjordes med e-
svabbar som gnuggades mot hinken och i vattnet i minst en minut innan det att vattnet byttes
den aktuella dagen. Prover togs dag 4, 10, 17, 31, 45 och 73 pa vintern och dag 4, 10, 19 och
24 pa sommaren. Under forsoken var medeltemperaturen utomhus under vintern 4 °C.
Nederborden var i medeltal under dygnet 2,3 mm under vintern och luftfuktigheten var i medel
87 % under vinterperioden. Forhallandena under sommaren var samma som vid forsoket med
stolparna.
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Provtagning stallar

Fyra stycken stallar som haft konstaterade fall av kvarka pa en eller flera hastar var med i
studien. Enligt smittskyddsreglementet for Svensk Travsport (smittskyddsreglemente svensk
travsport, 2017) ska ett stall som haft utbrott av kvarka vara isolerat i minst 20 dagar efter att
alla drabbade hastar ar kliniskt friska, darfor togs prover efter cirka 20 dagar. Proverna togs pa
olika material dar den eller de sjuka hastarna hade hallits, till exempel boxinredning, vatten-
eller foderhinkar, grimmor och stolpar. P4 torra ytor anvandes SodiBox, som gnuggades mot
materialet i minst en minut och sedan lades i en steril pase. Pa fuktiga ytor, sdsom vattenhinkar
eller vattenkoppar anvéandes e-svabbar som rullades mot materialet i minst en minut och sedan
lades i roret med amies medium. Vid alla provtagningstillfallen anvandes skyddsklader.
Handskar byttes vid varje nytt prov som togs.

Anamnes stallar

Stall 1: En nyinkopt hast konstaterades positiv for kvarka ett par dagar efter att den anlant till
stallet. Den stod da isolerad och fortsatte darefter sta isolerad med en séllskapshast i ett eget
stall och egen hage. De isolerade hastarna hanterades separat och personalen bytte klader och
skor efter hantering. Varken stallet, hagen eller utrustning hade tvattats eller bytts ut vid
provtagningen da den sjuka hasten varit kliniskt frisk i 19 dagar. Sallskapshasten hade inte visat
symtom pa sjukdom. Paddocken som provtogs lag cirka fem meter ifran den hage som de
isolerade hastarna gick i och icke-isolerade hastar gick dagligen till och fran paddocken.
Proverna togs pa varen.

Stall 2: En nyimporterad hast som varit i Sverige i tva veckor innan den via en hasthandlare
flyttade till sin nya agare. | sitt nya stall visade den tecken pa kvarka och fick en bold i omradet
for retropharyngeallymfknutorna som senare sprack. Efter konstaterad kvarka isolerades hasten
tillsammans med tva séllskapshastar till hagar med ett vindskydd som lag ca 1 km fran
huvudanlaggningen. En del utrustning sdsom grimma, grimskaft och krubba hade tvattats och
desinficerats med tvattmedel och virkon. Ingen av de tva sallskapshastarna hade visat tecken pa
sjukdom under hela perioden. Vid provtagning hade den sjuka hésten varit kliniskt frisk i 19-
21 dagar. Proverna togs pa sommaren.

Stall 3: En ridskola som fick ett utbrott av kvarka efter att en ny hast kopts in. Den nya hésten
isolerades i cirka tva veckor men slapptes sedan ut till 6vriga hastar och strax darefter visade
den kliniska tecken pa kvarka och konstaterades sjuk. Darefter blev 14 av 22 hastar sjuka under
en langre period. Stallet provtogs 27 dagar efter att den sista hasten slutade visa kliniska
symtom. D4 var stallets karantan dver sedan cirka en vecka. En del inredning hade tvattats med
hdgtryckstvatt och de hade dven byggt nytt i en del av stallet. Grimmor hade tvattats i 60 grader
maskintvatt samt legat i virkonbad. Proverna togs pa sommaren.

Stall 4: Ett privatstall med tre stycken héstar, varav en var dréaktig nar kvarka konstaterades.
Hastarna smittades av tva andra hastar som de varit i kontakt med och som visat kliniska tecken
pa kvarka men vid provtagning fatt svaret S. zooepidemicus. Nasskoljprov fran de tre hastarna
var daremot positivt for S. equi. Vid provtagningstillfallet hade héstarna varit kliniskt friska i
sex veckor. Provtagningen kunde inte ske tidigare da det inte fanns nagon mojlighet att
analysera proverna. Stallet hade tvattats och desinficerats med virkon. Grimmorna hade tvéttats
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i 60 °C. Utestallet hade inte desinficerats och hastarna hade inte varit dar pa cirka tva veckor.
Transporten hade inte heller rengjorts och den hade inte anvéant pa cirka atta veckor.
Provtagningen skedde pa hosten.

RESULTAT

Alla desinfektionsmedel var effektiva for att ge negativa odlingsresultat for S. equi pa
bremsarna, men endast klorin gav negativa resultat pa gPCR. Kontrollerna samt de bremsar
som endast var rengjorda med diskmedel hade positiva odlingsresultat (Tabell 4 samt Diagram
1). Pa trastolparna var odlingsresultaten negativa redan efter 4 dagar pa sommaren och 10 dagar
pa vintern (Tabell 5 och 6). | de fyllda vattenhinkarna var odlingen positiv i upp till 19 dagar
pa sommaren och 73 dagar pa vintern (Tabell 7 och 8). Resultaten fran stallarna ses i Tabell 9-
12. Tre av de fyra provtagna stallar hade odlingsresultat som var positiva for S. equi, flera olika
sorters material var positiva. Totalt var 6/51 (11 %) av proverna fran stallar positiva pa odling
som inkluderade tva nylongrimmor, tva boxvaggar av tra (Bild 4), en boxvéagg av metall och
ett grimskaft av bomull. P4 6 av de prover som var negativa pa odling gjordes ocksa qPCR, dar
var 1/6 prov positivt (17 %). Det positiva provet var fran en vattenkopp i metall (Bild 3).

Kontaminationsforsok bremsar

Tabell 4: Resultat av tvatt och desinfektion av bremsar

Grupp Odling pos Odling neg PCR pos PCR neg
A 0/6 6/6 5/6 1/6

B 0/6 6/6 5/6 1/6

C1 4/6 2/6 2/2 0/2

C2 6/6 0/6

D 0/6 6/6 6/6 0/6

E 0/6 6/6 6/6 0/6

F 0/6 6/6 0/6 6/6

G 6/6 0/6

H 6/6 0/6

A: Endast brems. Yes diskmedel, DesiDos®, B: Endast brems. Yes diskmedel, Virkon®, C1: Brems med sndre.
Yes diskmedel. Resultat brems. C2: Resultat snére, D: Endast brems. Yes diskmedel, desinfektion med sjudande
vatten, E: Endast brems. Cidezyme®, Cidex Opa®, F: Endast brems. Yes diskmedel, klorin, G: Endast brems.
Ingen tvatt eller desinfektion. H: Brems med snore. Ingen tvatt eller desinfektion.

15



Diagram 1: Véaxt odlingspositiva bremsar: grupp C1, C2, G, H som beskrivs i tabell 4

7

1 I
0
C1 C2 G H

mNeg mSparsam ®mMattlig = Riklig

Sparsam vaxt: 6-25 CFU
Mattlig véaxt: 26-75 CFU
Riklig vaxt: >75 CFU

Kontaminationsforsdk stolpar

Tabell 5: Resultat av kontaminationsférsok stolpar sommar

Provtagningsdag Odling pos Odling neg
Dag 4 0/6 6/6

Dag 10 0/6 6/6

Dag 19 0/12 12/12

Tabell 6: Resultat av kontaminationsférsok stolpar vinter

Provtagningsdag Odling pos Odling neg
Dag 4 6/6 0/6
Dag 10 0/6 6/6

Dag 17 0/12 12/12
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Kontaminationsforsok vattenhinkar

Tabell 7: Resultat av kontaminationsforsok hinkar sommar

Provtagningsdag  Odling pos Odling neg PCR pos PCR neg
Dag 4 6/6 0/6
Dag 10 5/6 1/6
Dag 19 1/6 5/6 5/5 0/5
Dag 24 0/6 6/6 6/6 0/6
Medel = SD 10,5 + 4,8 dverlevnadsdagar
Tabell 8: Resultat av kontaminationsforsok hinkar vinter
Provtagningsdag  Odling pos Odling neg PCR pos PCR neg
Dag 4 6/6
Dag 10 6/6
Dag 17 6/6
Dag 31 6/6
Dag 45 4/6 2/6 0/2 2/2
Dag 73 1/6 5/6 0/5 5/5
Medel = SD 45,0 £ 15,3 dverlevnadsdagar

17



Miljoprovtagning stallar

Tabell 9: Resultat provtagning stall 1

Provtagningsplats Odling S. equi (pos/neg)  Antal kolonier S. equi
Vattenhink kvarkahast, plast Neg

Vattenhink grannhast, plast Neg

Vattenkar hage, plast Neg

Grimma, nylon Pos Sparsam vaxt
Box, tra Pos Mattlig vaxt
Box, metall Pos Riklig vaxt
Krubba, plast Neg

Fonster, plast Neg

Grimskaft, bomull Pos Sparsam vaxt
Ddrrhandtag stall, metall Neg

Box grannhast, metall och tra Neg

Plastpase hage Neg
Stolpe hage, trd Neg
Grimskaft hage, bomull Neg (Pos S. Sparsam véxt S. zooepidemicus

zooepidemicus)
Grind hage, tra Neg

Paddock, tra Neg

Totalt positiva material 4/16 (25 %)
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Tabell 10: Resultat provtagning stall 2

Provtagningsplats

Odling S. equi (pos/neg)

Antal kolonier

Ligghall tra 1

Ligghall tra 2

Foderhink, plast

Trastolpe 1

Trastolpe 2

Trastolpe 3

Grind hage, plast
Grimma, nylon
Vattenkopp ligghall, metall

Vattenhink hage, plast

Neg
Neg
Neg (Pos S. zooepidemicus)
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg (Pos S. zooepidemicus)
Neg (Pos S. equi pa gPCR)

Neg (Neg &ven gPCR)

Sparsam vaxt S. zooepidemicus

Sparsam vaxt S. zooepidemicus

Total positiva material

1/10 (10 %)

S. equi pa gPCR.
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Tabell 11: Resultat provtagning stall 3

Provtagningsplats Odling S. equi pos/neg Antal kolonier
Utebox 2 tra Neg

Utebox 2 metall Neg

Utebox 2 vattenkopp, metall Neg

Losdrift, tra Neg

Losdrift, metall Neg

Grimma, nylon tvattad Pos Sparsam vaxt
Grimma, nylon tvéattad Neg

Tacke, ej tvattat Neg

Vattenkopp utebox 1, metall Neg

Utebox 1, tra Neg

Box 1 stall, tra och metall Neg

Box 2 stall, metall och tra Neg

Krubba med vatten, plast Neg (Neg aven pa gPCR)

Krubba med vatten, plast Neg (Neg dven pa qPCR)

Totalt positiva material 1/14 (7 %)
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Tabell 12: Resultat provtagning stall 4

Provtagningsplats Odling S. equi pos/neg Antal kolonier
Utebox, plywood N2
Utebox, tra Pos 1 koloni

Neg

Box 1, tra + krubba, tvattad
Box 2, tréa + krubba, tvattad Neg

Box 3, tréa + krubba, tvattad Neg

Vattenhink 1, plast Neg (neg aven pa g-PCR)
Vattenhink 2, plast Neg (neg aven pa g-PCR)
Grimma, nylon, tvattad Neg

Grimma, nylon, tvattad Neg

Transport Neg

Transport Neg

Totalt positiva material 1/11 (9 %)

Sparsam vaxt: 6-25 CFU
Mattlig vaxt: 26-75 CFU
Riklig vaxt: >75 CFU

Bild 4: Utebox stall 4, positivt for S.
equi pa odling.
Foto: Johanna Bergea
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DISKUSSION

For ett stall som drabbas av kvarka innebér det alltid en jobbig tid, med sjuka hastar och ibland
lang tid av isolering. For storre stall och foretag som &r beroende av sin hastverksamhet kan
sjukdomen orsaka stor ekonomisk skada i och med att stallet maste vara stangt pa grund av
karantan. Manga ganger innebar ett utbrott av kvarka dessutom kostsam behandling av sjuka
héstar och sanering av miljon. Vid utbrott av kvarka vill hastagare ofta ha svar pa hur lang
karantanstiden behover vara, nar det kommer vara sékert att lata de hastar som varit sjuka att
ldmna stallet och nér hastar som varit sjuka kan ha kontakt med friska héstar igen. Syftet med
detta examensarbete var att fa mer kunskap kring om S. equi kan éverleva en betydande tid i ett
stall och hur viktig motstandskraften i miljon ar for den fortsatta spridningen av kvarka. Ett
ytterligare syfte var att ta reda pa hur tvatt och desinfektion av bremsar av plast, som anvants
som hjalpmedel till kvarkamisstankta hastar, bast utfors.

Bremsar av plast &r ett hjdlpmedel som anvands dagligen av veterinarer som jobbar med héstar,
och ett tillfalle nar veterindren ofta tar hjalp av en brems &r vid nésskoljprovtagning eller
endoskopering av en hast som misstanks ha kvarka. Ibland kan prov behdva tas pa flera hastar
i ett stall. Om samma brems nyttjas till flera hastar, finns det da en risk att de eventuella
bakterierna fran den forsta hasten ger ett falskt positivt resultat pa den andra hésten trots
rengoring? Pa grund av att bremsen ér ett redskap som ofta anvands pa hastar med kvarka valdes
de till kontaminationsforsoket i det har arbetet. Resultaten vid tvétt av bremsarna ses i tabell 4
och diagram 1. De visar att S. equi inte kan detekteras pa odling efter desinfektion med nagra
av de desinfektionsmedel som anvéndes. Anvéndning av endast diskmedel réckte dock inte for
att fa ett negativt odlingsresultat, dar blev 67 % av bremsarna och 100 % av sndrena positiva
pa odling. Daremot gav endast ett av de desinfektionsmedel som anvandes helt negativa resultat
pa qPCR (klorin) medan 6vriga desinfektionsmedel gav mellan 83 och 100 % positiva gPCR-
resultat. gPCR ar en kansligare diagnostik an odling vad géller S. equi och den detekterar &ven
avdodade bakterier och DNA-fragment, vilket kan vara orsaken till att resultaten av gPCR blev
positiva pa nastan alla bremsar dar odlingen varit negativ. Om proverna hade tagits dagen efter
rengoring hade resultaten mojligen varit negativa i storre utstrackning, for att DNA:t hade
hunnit forsvinna. Det skulle i sa fall vara en aspekt att ta hansyn till i framtida forsok. Dock &r
risken liten att de positiva qPCR-resultaten betyder att det finns levande bakterier kvar pa
bremsarna efter noggrann desinfektion, och sarskilt inte i en méngd som hade varit stor nog att
infektera en hast med kvarka. Det finns en risk for kontamination mellan forsoken trots
noggrann hygien, men da 92 % av alla de bremsar som varit negativa pa odling blev positiva
pa gPCR ér det troligt att det &r ett sant resultat. De positiva qPCR-resultaten visar vikten av att
ha en ren brems vid provtagning av en hast dar man har misstanke om kvarka. Detta tar &ven
Lindahl et al. (2013) upp i sin artikel, dar de papekar att PCR &r extremt kansligt for att detektera
S. equi och for att undvika kontamination fran bremsar eller andra instrument ska de vara vél
rengjorda mellan varje héast. Kanske ska anvandning av brems helt undvikas vid till exempel ett
nasskoljprov, detta for att undvika att fa falskt positiva resultat vid misstanke om kvarka. Om
brems anda ar nodvandigt bor veterinaren ha i atanke att ett positivt PCR-resultat fran en
kvarkaprovtagning kan innebéra att DNA fran S. equi funnits pa bremsen trots att den é&r
noggrant rengjord och desinficerad. Bremssnére bor bytas mellan varje hést. Detta ar extra
viktigt nar bremsen ska anvandas vid provtagning i ett nytt stall. Klorin var som tidigare namnt
effektivt dven for att fa ett negativt qPCR-resultat. Klorin &r effektivt mot ett brett spann av
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mikroorganismer och forstor fritt DNA men inaktiveras snabbt i ndrvaro av organiskt material.
Det ar dessutom ett daligt val ur miljésynpunkt, da det &r giftigt for vattenlevande djur
(Naturskyddsforeningen, 2017). Detta gor att det trots sin effektivitet inte ar lampligt for
desinfektion av veterindra redskap eller stallinredning.

Resultaten fran de forsok som gjordes med trastolpar och vattenhinkar kan ses i tabell 5-8.
Forsoken med trastolparna genomfordes bade vinter- och sommartid. Vintertid var alla stolpar
positiva pa odling efter 4 dagar men negativa efter 10 dagar. Sommartid var odlingsresultaten
negativa redan efter 4 dagar. Detta skulle kunna betyda att ett fuktigt och kallare klimat med
mindre mangd solljus forlanger bakteriens overlevnadstid, och tvartom forkortar okad
temperatur och solljus tiden. Dock 6verlevde bakterien maximalt 10 dagar dven utan rengéring
eller desinfektion av stolparna. Den korta Gverlevnaden pa trastolpar sommartid stammer
overens med Weese et al. (2009) studie som visade att S. equi endast dverlevde nagra fa dagar
i ett sommarklimat pd de material som kontaminerats. Kortast var overlevnadstiden pa
tramaterial nar det var soligt (max 24 h). Den nyligen redovisade studien av Durham et al.
(2017) hade mycket likheter med denna studie, da 6verlevnaden av S. equi pa olika material
som forekommer i ett stall undersdktes. Durham et al. anvande i likhet med denna studie bland
annat trastolpar och vattenhinkar. Stolparna var vintertid odlingspositiva i maximalt en dag och
sommartid maximalt fyra dagar. Dessa resultat stdmmer till viss del Gverens med detta
examensarbete med tanke pa den korta overlevnadstiden. Overlevnadstiden var emellertid
langre vintertid i denna studie, vilket skulle kunna bero pa en skillnad i klimatet.

Forsoken med vattenhinkarna gjordes under vinter- och sommartid. Hinkarna stod i ett oisolerat
uthus och sommartid byttes vattnet ut alla dagar utom de forsta. Tabell 7 visar att 5 av 6 hinkar
var odlingspositiva dag 10 sommartid. Dag 19 var 1 hink positiv och dag 24 var alla negativa
pa odling men positiva pa gPCR. Trots att vattnet byttes ut varje dag 6verlevde alltsa S. equi i
83 % av fallen i minst 10 dagar och DNA fanns kvar i minst 24 dagar. Resultaten fran vintern
ses i tabell 8. Dag 31 var alla hinkar odlingspositiva, dag 45 var 4 av 6 hinkar fortfarande
positiva och dag 73 var en hink positiv. Medelvardet for 6verlevnadstiden var pa sommaren
10,5 dagar och pa vintern 45,0 dagar. Vintertid 6verlevde bakterien alltsa i medel fyra ganger
sa lang tid som pad sommaren, vilket skulle kunna forklaras av lagre temperatur och aven pa
grund av att vattnet inte byttes ut. Redan 1664 fanns det teorier kring att for hastarna
gemensamma dricksutrymmen/vattenhinkar kunde vara en kalla for smitta av kvarka (Todd,
1910). Aven i Durham et al. (2017) kontaminerades fuktiga vattenhinkar som stod inomhus.
De fann att 6verlevnaden var 5 dagar sommartid och 34 dagar vintertid, alltsa kortare jamfort
med denna studie. De varierande resultaten skulle kunna forklaras med hdgre medeltemperatur
och annorlunda metoder jamfort med denna studie. Precis som Weese et al. (2009), Durham et
al. (2017) samt flera andra artikelforfattare diskuterar indikerar resultaten fran denna studie att
Overlevnaden av S. equi kan vara langre i gynnsamma miljéer som svalare klimat, mindre UV-
stralning och hogre fuktighet.

Bade de trastolpar och vattenhinkar som anvandes hade tidigare anvénts i stall och hade ett
darmed naturligt slitage. De provtogs inte for S. equi innan de anvéndes i forsoken. Bremsarna
samlades in fran veterinarstationer och héastkliniker dar de hade anvénts i arbetet och blivit
naturligt slitna. Syftet med ett naturligt slitage var att fa ett resultat som reflekterar verkliga
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forhallanden. Ett slitet och anvant material kan vara svarare att rengora. Dessutom kan stolparna
och hinkarna som inte rengjordes innan forsoken ha haft en naturlig bakterieflora som S. equi
kunde konkurrera med. Bremsarna tvéttades och desinficerades innan forsoken.

Den bakteriebuljong som anvéndes vid kontamination av bremsar, stolpar och hinkar hade en
hog koncentration av S. equi i renkultur. Detta kan ha paverkat omgivningsbakterierna pa ett
satt som inte skulle skett vid en kontamination fran en hast. Utsondring av S. equi fran hastar
med kvarka sker dessutom med nasflode eller sekret fran en abscess, vilket gor att
omgivningsfaktorerna ar annorlunda jamfort med i detta forsok. | Weese et al. (2009) studie
overlevde S. equi langre nar de inokulerats i sekret fran nashalan, om gransen drogs vid en dag.
Teorin ar att sekret fran nashalan utgor en skyddande miljo. Det ar majligt att dverlevnadstiden
i denna studie varit langre om bakterien hade skyddats av mukus. Da stolparna och hinkarna
endast var ytligt rengjorda fick troligen S. equi dven en viss naturlig konkurrens av
omgivningsbakterier, vilket &ven varit fallet i verkligheten.

De fyra stallar som provtogs hade haft en eller flera héstar som varit sjuka i kvarka. Proverna
togs efter det att alla hastar varit friska i cirka tre veckor i tre av stallen och sex veckor i ett av
stallen. Fran provtagningarna i de fyra stallarna var 6/51 (11 %) prover positiva pa odling och
1/6 (17 %) pa qPCR. De material som fick positiva provsvar var varierande; metall, tra, bomull
och nylon. I tva av stallarna blev nylongrimmor positiva pa odling och i ett av de stallen hade
den aktuella grimman enligt uppgift tvéttats i maskin 60 °C. Svarigheten att rengora
nylongrimmor visade sig dven i Rydén et al. (2017) studie dar maskintvatt i 60 °C var
nodvandig for att grimmorna skulle fa negativa resultat pa odling. Da noggrann rengdring kravs
for att bakterien inte ska spridas vidare ar ett alternativ att byta ut alla syntetgrimmor och
eventuellt andra material som ar svara att reng6ra och som varit i kontakt med smittade hastar
efter ett utbrott av kvarka. | ett av stallen gav traytan i en utebox ett positivt odlingsresultat for
S. equi, dock pavisades bara en koloni. Den uteboxen hade varken tvattats eller desinficerats
och hastar hade inte vistats dar pa 14 dagar, vilket sakerstaller att bakterien verlevt atminstone
den tiden. Bland 6vriga ytor som provtogs fanns flertalet vattenhinkar som stod utomhus,
krubbor i plast inomhus, ett hasttacke, plastpasar utomhus och trastolpar utomhus. Alla dessa
var negativa pa odling. Alla de positiva ytorna och materialen var belagna inomhus eller
skyddade under tak och hade inte blivit utsatta for solljus, vilket ytterligare starker teorin om
att bakterien ar kénslig for UV-ljus. Samtliga trastolpar som provtogs i stallarna var negativa
pa odling. Jamforelsevis var 6verlevnadstiden pa trastolparna i det experimentella forsoket i
denna studie positiva i mindre an fyra dagar sommartid och i mellan fyra och tio dagar vintertid.
Resultatet fran stallarna skulle kunna tyda pa att S. equi 6verlever en kort tid utomhus pa
trastolpar, men det ar heller inte sakert att de aktuella stolparna nadgon gang blivit kontaminerade
med bakterier fran de tidigare sjuka hastarna. De vattenhinkar och krubbor av plast som
inkluderades i provtagningen i stallarna stod delvis utomhus och delvis inomhus och vissa av
dem var vattenfyllda. Ingen av dem gav ett positivt resultat pa odling eller gPCR. Detta resultat
kan jamforas med den experimentella delen av studien, dar vattenhinkarna var positiva i medel
10,5 dagar pa sommaren och 45,0 dagar pa vintern. Sammantaget skulle dessa resultat kunna
tyda pa att var- och sommartid dverlever S. equi kortare an tre veckor i krubbor och vattenhinkar
av plast. Det kan ocksa innebéra att bakterien dverlevde langre i det experimentella forsoket an
i en verklig situation. Da inget av stallarna provtogs vintertid kan ingen jamforelse goras med
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det experimentella forsoket. Potentiellt skulle S. equi kunna 6verleva langre i vattenhinkar pa
vintern i ett stall, sarskilt vid en lag temperatur. En metallyta pa en boxvagg var positiv for S.
equi i ett av stallarna. | Weese et al. (2009) studie var endast 2 av 16 prover positiva pa en
metallyta efter 3 dagar. Dock utférdes den studien utomhus. Det & mojligt att S. equi skulle
kunna ha en storre potential att 6verleva inomhus pa metallytor.

Det finns en risk att kontaminerade material har missats vid provtagningarna av stallarna, dels
for att endast utvalda material eller utrustning provtogs, och dels for att hela ytan av exempelvis
en boxvagg inte inkluderades. Da odlingarna skedde pa COBA-plattor som ar selektiva for
streptokocker blev det sallan blandflora och darmed var risken liten for att S. equi missades. De
stallmaterial som hade ett litet antal kolonier vid positiv odling hade sannolikt en lagre risk att
finnas i tillracklig dos for att kunna smitta en ny hast, men kunde pa grund av
provtagningsmetoden kunde S. equi ocksa finnas i en stérre mangd an vad som syntes vid
odling. Ett positivt gPCR-svar dar odlingen tidigare varit negativ utesluter inte att det finns
levande bakterier kvar, men sannolikheten for att smittdosen ar av klinisk relevans ar lagre. Ur
klinisk synpunkt var det alltsd framst positiva odlingssvar som var relevanta.

Fran provtagningen i stallarna var ett av de positiva odlingsresultaten fran en utebox. Detta var
det enda av de sex positiva odlingsresultaten dar ingen hast hade vistats fram till provtagning.
For de andra fem proverna kunde ett positivt odlingssvar dven bero pa miljokontamination av
en hast som tidigare varit sjuk och fortfarande urskilde S. equi. Den risken kan ha varit sarskilt
stor i det tredje stallet i studien, dar 14 av 22 hastar varit sjuka, vilket innebar en storre risk for
att minst en av hastarna blivit en kronisk smittbarare. Till exempel Christmann & Pink (2017)
och Waller (2014) menar att identifiering och behandling av de kroniska smittbararna ar det
viktigaste for att bli kvitt fortsatt smittspridning vid ett utbrott. Diagnostiken kan dér ocksa
anses vara den storsta utmaningen. | en studie konstaterade forfattarna att 68 % av alla utbrott
med kvarka resulterar i minst en hdst som utsondrar S. equi under fyra veckor efter det att den
inte langre har nagra kliniska tecken pa sjukdom (Newton et al, 1999). Hur manga hastar som
blir tysta smittbarare beror troligen pa flera faktorer, sasom behandling, isolering och
immunstatus. En del kéllor havdar att 6verlevnaden i miljon inte ar av betydelse (Prescott &
Timoney, 2007, Weese et al., 2009), medan vissa hdvdar att den kan vara av betydelse for
smittspridning (Jorm, 1992, Sweeney et al., 2005). Kunskapen om 6verlevnaden av S. equi i
miljon ar oavsett en viktig del i smittspridningen. En tyst smittbdrare skulle indirekt, via
kontaminerad inredning eller utrustning, kunna smitta nya hastar. Det ar darfor viktigt att veta
hur lange bakterien kan 6verleva pa olika material och hur de bést rengors. Vid forsoket med
vattenhinkarna blev odlingsresultaten positiva i maximalt 19 dygn (1/6 hinkar) sommartid och
I minst 73 dagar (1/6 hinkar) vintertid. Under denna tid skulle en vattenhink kunna ha en stor
potential att sprida kvarka till ytterligare hastar.

| den hér studien sags positiva resultat fran tre av fyra stallar efter det att hastarna varit friska i
tre till sex veckor. Det skulle kunna bero pa att hastarna fortfarande utsondrade levande
bakterier eller pa att bakterierna éverlevt i miljon. Detta resultat pekar pa att det kravs en
isoleringstid for stall som &r langre &n de tre veckor efter tillfrisknande som svensk travsport
har som krav. SVA rekommenderar minst fyra till sex veckors isolering efter det att alla hastar
ar Kliniskt friska, vilket troligen & mer rimligt. Veterindrer har olika rekommendationstid for
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hur lang en isolering ska vara och kontrollen for att den foljs ar inte sarskilt hard. Djuragaren
sjalv har ett stort ansvar att halla noggrann hygien och informera allmanheten och besokande.
Darfor ar det viktigt att det finns tydliga rekommendationer om hur lang en isoleringstid ska
vara och rad kring hur ett stall ska tvattas och desinficeras. Mer strikta regler skulle kunna 6ka
motivationen for att smittskyddsrekommendationer foljs i storre utstrackning. | de provtagna
stallarna var flera olika sorters material odlingspositiva efter provtagning, vilket visar pa
betydelsen att rengdra och desinficera hela stallet och utrustningen som varit i kontakt med
smittade hastar. Utrustning som ar svar att rengora, till exempel nylongrimmor, kan vara enklare
att byta ut. SVA har generella rad vad galler rengéring av stall och stallutrustning efter en
infektion, bland annat kvarka. Rengoring skall ske nar alla héstar tillfrisknat och inga nya hastar
drabbas i slutet av isoleringstiden, efter det att alla hastar varit friska i fyra till sex veckor.
Risken &r annars att hastar som &r kliniskt friska fortfarande urskiljer S. equi och darfor
aterkontaminerar miljon. Eftersom S. equi ar kanslig for flertalet desinfektionsmedel borde
noggrann rengdring och desinfektion vara tillracklig for att bli av med smittdmnet i miljon.

SLUTSATS

Resultaten fran denna studie visar att S. equi har potential att 6verleva en betydande tid i miljon,
men att den &r kénslig for vissa omgivningsfaktorer. Den &r dessutom ké&nslig for flertalet
rengorings- och desinfektionsmedel, men &ven en rengjord brems kan ge ett positivt g°PCR-
resultat vilket kan paverka en provtagning pa en misstankt kvarkahast. For att fa mer kunskap
kring S. equi Overlevnad i en stallmiljo skulle det vara 6nskvért med studier dar material
kontaminerades med S. equi i sin naturliga miljo, alltsa skyddade av exempelvis mukus fran
nashalan. Det skulle ocksa vara intressant med ytterligare provtagningar i stallar som haft
utbrott av kvarka och samtidigt undersoka de tidigare sjuka héastarna for att se om de fortfarande
urskiljer S. equi.
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