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Sammanfattning

Matning av pH i track & vanligt forekommande i vetenskapliga artiklar om nutrition och mag-
tarmhélsa pa hast. Metoderna for métning av fekalt pH som beskrivs i litteraturen varierar mellan
olika studier vilket gor att det finns en efterfrigan av ett mer standardiserat protokoll fér méatning av
fekalt pH.

Detta sjalvstandiga arbete inom djuromvardnad syftade till att studera om olika behandling
(provforvaring i olika temperaturer och analys efter olika Iang tid av provférvaring) av insamlade
trackprover fran hast paverkade pH-vardet.

Studien var utformad som en metodstudie dar redan insamlade data som innehdll registreringar
av pH i track fran 105 hastar anvandes. Totalt inkluderades 945 av 1470 méatningar. Vid insamling
av prov togs fekalt material fran mitten av trackhdgen inom en tid av en till tvd minuter efter
trackavgang. Sedan pressades varje enskilt trackprov, fekal vatska erh6lls och anvandes for matning
av pH. Matning utfordes vid olika tidpunkter (2, 4, 12, 24 och 48 h) efter att ha forvarats vid olika
temperaturer (rumstemperatur, Kylskdp och frys). Referensprov (REF) mittes direkt vid
provinsamling. For rumstemperatur (18-22°C) var tiden 2 timmar (R2). For kylskap (4-6°C) var
tiderna 2 (K2), 4 (K4), 12 (K12), 24 (K24) och 48 timmar (K48). For frys (-18°C) var tiderna 24
(F24) och 48 timmar (F48). Mé&tvardena analyserades i SAS med hjalp av en generell linjar mixad-
modell (GLMM) effekterna av tid och temperatur analyserades géllande paverkan pa pH-vérdet.

Resultatet visade att interaktionseffekten mellan tid och temperatur paverkade pH-vardet. Vid
jamforelse med referensvirdet (REF) var pH-vardet lika da trackprov forvarades i rumstemperatur
i 2 timmar (R2; p=0.9722) och i kylskap i 48 timmar (K48; p=0.0681). I nuldget borde dock
behandlingen K48 inte uppfattas som bekraftad saker.

Resultaten frn denna studie visade pa att tid och temperatur var viktiga parametrar vid
provhantering och borde darfor ldggas till som tvd parametrar att justera vid utveckling av ett
standardiserat protokoll for matning av pH-vérde i hasttrack.

Nyckelord: ekvint, fecesprov, mag-tarmhélsa, metodstudie, pH, provférvaring, provhantering



Abstract

Measuring pH in faeces is commonly used in scientific articles about nutrition and gastrointestinal
health in horses. The described methods for measuring faecal pH vary between studies and therefore
there is a need for a more standardized protocol for measuring faecal pH.

This thesis in veterinary nursing aimed to study how different treatments (different temperatures
and times of storage of the sample) of equine faecal samples affected faecal pH.

The study was designed as a method study where already collected data of registered faecal pH
from 105 horses, with a total of 945 samples, were included. Faecal samples were collected from
the middle of the faecal pile within one to two minutes of defecation. The faecal fluid used for
analysing faecal pH was obtained by pressing faecal samples. Analysis of pH were performed at
different times (2, 4, 12, 24 and 48 h) after storage in different temperatures (room temperature,
fridge and freezer). Reference sample (REF) was measured immediately after sample collection. For
samples at room temperature (18-22°C), the time was 2 hours (R2). For samples in the fridge (4-
6°C), the times were 2 (K2), 4 (K4), 12 (K12), 24 (K24) and 48 hours (K48). For samples in the
freezer (-18°C) the times were 24 (F24) and 48 hours (F48). The measurements were analysed using
SAS with a linear mixed-model (GLMM) where the effects of time and temperature were analysed.

The results showed that interactions between time and temperature affected pH-value. In
comparison with the reference value (REF), pH-value was similar when faecal samples were stored
at room temperature for 2 hours (R2; p=0.9722) and in the fridge for 48 hours (K48; p=0.0681). At
the moment, however, the treatment K48 should not be considered confirmed.

The result from this study showed that time and temperature are important parameters affecting
the faecal pH and should therefore be included in a standard protocol and adjusted for when
measuring pH in horse faeces.

Keywords: equine, faecal sample, gastrointestinal health, method study, pH, sample storage, sample
handling
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1 Inledning

En enkel och icke invasiv metod som ofta anvands for att beskriva héstens mag-
tarmhalsa &r pH-métning i track (van den Berg et al. 2013; Hydock et al. 2014).
Matning av pH i trdck kan anvandas som diagnostiskt verktyg framfor allt vid
problem lokaliserat i hdstens mer distala delar av det gastrointestinala systemet,
exempelvis vid tillstandet grovtarmsacidos. | studier har pH i track anvants som
indikator vid diarré (van den Berg et al. 2013), grovtarmsacidos och fang (Davies
et al. 2021).

| dagslaget finns dock inget standardiserat protokoll for analys av pH i track fran
hést (Hydock et al. 2014). Metoderna for pH-méatning som beskrivs i litteraturen
varierar mellan olika studier och det saknas ett mer standardiserat protokoll for
métning av fekalt pH dar parametrar som hur lang tid (timmar, dagar, manader) och
i vilken temperatur provet forvaras har foreslagits kunna tankas paverka pH-vardet
(Hydock et al. 2014). En standardisering av provhanteringen, bade vid insamling
av prover och vid analys, ar viktigt for att fa korrekta matvarden och rapportera
representativa och jamforbara resultat (Hydock et al. 2014).

For att undersoka faktorer som skulle kunna paverka resultatet vid analys av pH
I trdck, och darmed inkluderas som vytterligare parametrar i ett standardiserat
protokoll, utférdes en metodstudie omfattande hur provets forvaring under olika
lang tid och i olika temperatur paverkade pH i track fran hast.

1.1 Syfte och fragestallningar

Detta sjalvstandiga arbete inom djuromvardnad syftade till att undersdka hur
temperatur (temperaturen som proverna forvarades i fran provtagning till analys)
och tid (tiden fran provtagning till analys) paverkade pH-vérdet i track fran hast.
Metodstudien undersokte om och hur pH-vérdet i tracken férandrades beroende pa
olika behandling. Nedan foljer fragestallningarna for arbetet.

e Hur paverkas pH i track av provforvaring i kylskap?

e Hur paverkas pH i track av provforvaring i frys?

e Hur paverkas pH i track av tid fran provtagning till analys?

e Hur skiljer sig resultatet av pH-matning vid olika tid och temperatur jamfort
med prov analyserat direkt efter provtagning?
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2 Bakgrund

2.1 Olika faktorer som paverkar pH i hastens mag-
tarmkanal

Normalt kan pH-vardet i hastens mag-tarmkanal variera mellan l&gre varden, runt
pH 2, i proximala delar sasom kortelslemhinnan i magsacken och hogre varden mer
distalt i mag-tarmkanalen, upp till pH 8 i tracken (Richards et al. 2006; Bell et al.
2007).

Det finns olika faktorer som visat sig paverka pH i track hos hast. Yttre faktorer
som visat sig paverka &r typ av foderstat och utfodringsrutiner. Inre faktorer som
visat sig paverka ar kon och alder.

2.1.1 Utfodring

Effekten av att komplettera en foderstat baserad pa lusern med valsat korn, majs,
skalad havre och havre pa starkelsesmaltbarheten och jasningsprodukterna i
grovtarmen undersoktes hos 20 valacker (Hussein et al., 2004). Analys av pH och
koncentrationen av flyktiga fettsyror (VFA) i tracken genomfdrdes och resultatet
visade att spannmal som komplement i foderstaten minskade pH i tracken till 6.74
fran 7.04 som gallde for kontrollgruppen som utfodrades enbart med lusern
(Hussein et al. 2004). Det visade sig &ven att inklusion av korn i foderstaten
resulterade i lagst pH pa 6.64 och havre gav hogst pH pa 6.80 av de undersokta
spannmalen, inte inraknat kontrollgruppen (Hussein et al. 2004).

Effekten pa fekalt pH och bakteriepopulationen i tracken vid byte mellan en
beteshaserad foderstat och en foderstat innehallande kraftfoder studerades av van
den Berg et al. (2013). Hastarna studerades vid tva foderstatsbyten (van den Berg
et al. 2013). Forsta bytet var da hastarna gick fran en betesbaserad foderstat till en
kontrollerad foderstat innehallande kraftfoder. Det andra bytet var da hastarna gick
tillbaka till beteshaserad foderstat fran den kontrollerade foderstaten innehallande
kraftfoder. Grundforutsattningen for hastarna i studien var fri tillgdng pa bete
bestdende av engelskt rajgras (Lolium perenne) och vitklover (Trifolium repens)
(van den Berg et al. 2013). Den kontrollerade foderstaten bestod av konserverat
vallfoder i form av ensilerad lusern (Medicago sativa) och angshé samt kraftfoder
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bestaende av korn och pelleterat kraftfoder (van den Berg et al. 2013). Férhallandet
mellan kraftfoder och konserverat vallfoder i foderstaten 6kade successivt under
forsokstiden och fekalt pH analyserades dagligen (van den Berg et al. 2013).
Resultaten visade att track-pH okade vid byte fran bete (6.18) till en kontrollerad
kraftfoderbaserad foderstat (pH 6.37 en dag efter bytet). Fram till fem dagar efter
foderbytet var det en successiv reduktion av pH-vardet som sedan stabiliserades
och darefter atergick till ursprungsvardet (van den Berg et al. 2013). Vid det andra
bytet da héstarna gick tillbaka till bete 6kade pH-vardet igen och da till ett varde pa
6.45 (van den Berg et al. 2013).

For att se hur hastens mag-tarmkanal paverkas av olika foderstater utforde de
Fombelle et al. (2003) en studie dar tva foderstater jamfordes. Enligt forfattarna
fanns ett samband mellan typ av foderstat och uppmatt pH i mag-tarmkanalens olika
delar. Foderstat D1 bestod av fiberrik pellets och halm och foderstat D2 bestod av
angsho och pellets rik pa spannmal (de Fombelle et al. 2003). Méatvérden av pH for
foderstat D1 var 5.9 i duodenum, 6.9 i jejunum och 7.2 i ileum (de Fombelle et al.
2003). For foderstat D2 mattes pH till 6.6 i duodenum, 7.2 jejunum och 7.4 i ileum
(de Fombelle et al. 2003). Resultatet visade att pH forandrades beroende pa
anatomisk lokalisation i mag-tarmkanalen. Lagst pH noterades i magsacken och
hogst pH mattes i jejunum-ileum. Genom hela grovtarmen var pH i genomsnitt 6.1—
6.6 for de bada foderstaterna, med undantag for lilla kolon dar D2 gav ett lagre pH-
varde.

| en in vivo studie pa hastar undersoktes smaltbarheten av enskilda vaxtfibrer
(Brgkner et al. 2012). Studiepopulationen bestod av fyra hastar. Resultatet visade
att intag av ett mal av icke processat korn var tillrackligt for att minska pH-vardet i
cecum jamfort med andra foderstater. | studien redovisades lagsta uppmatta pH i
cecum for de olika typerna av foderstat. Foderstaten baserad pa oprocessat korn
resulterade i lagst pH. Med en foderstat baserad pa ho var lagst uppmatt pH 6.53
och for en foderstat baserad pa icke processat korn var lagsta pH 6.38.

Vid dverkonsumtion av en starkelsebaserad foderstat undersoktes hur probiotika
kunde Oka smaéltbarhet och minska risken for acidos (Swyers et al. 2008).
Studiepopulationen bestod av 15 valacker. | studien analyserades bland annat fekalt
pH. For insamling av trackprov fick hastarna i studien bara en sele som fangade
upp tracken éver dygnet. Ur tracken som fangades upp i selen samlades fekalt prov
in vid tre tillfallen varje dag (0700, 1200, och 1600 h). Métning av fekalt pH
utfordes inom 30 minuter fran provinsamling (Swyers et al. 2008). For varje prov
utfordes tre upprepade matningar for att fa fram ett medelvarde. Resultatet var att
lagst pH mattes i track som samlades in 0700 h, alltsa 14 timmar efter senaste
foderintag, och uppmaétt pH-vérde var da mellan 6.35 och 6.5.

Fekalt pH och grovtarmens halsa undersoktes gallande paverkan av olika
kosttillskott till hast (Johnson & Rossow 2019). | studien jamfordes tva
kosttillskott. Kosttillskott SP (Smartpak) i pelletsform innehéll en blandning av
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bakterier (Lactobacillus acidophilus), MOS (mannanoligosackarider) och FOS
(fruktooligosackarider). Kaosttillskott PP (Platinum Performance) i pulverform
innehdll en blandning av jastsvamp (Saccharomyces boulardii) och bakterier
(Lactobacillus delbrueckii). Johnson och Rossow (2019) samlade in track genom
rektal provtagning. Insamling av trackprov och métning av pH) utférdes 13 timmar
efter foderintag (Johnson och Rossow, 2019). | studien konstaterades att
kosttillskott SP resulterade i en okning av fekalt pH till 7.03 fran 6.89 for
kontrollgruppen och att kosttillskott PP gav liten effekt pa fekalt pH. Kosttillskott
PP kunde dock tolkas som mer skadlig for hasten jamfort med kosttillskott SP och
kontrollgrupp utan Kosttillskott pa grund av lagre smaéltbarhet och &nda viss
sénkning av fekalt pH.

2.1.2 Kon och alder

Fekalt pH kan anvandas for att beddma héastens mag-tarmhalsa (Johnson & Rossow
2019). Resultatet vid matning av fekalt pH kan anvandas for bedémning av enskilda
individer men bor inte jamforas mellan olika individer (Johnson & Rossow 2019).
Detta eftersom forfattarna visade att pH i tracken kunde variera beroende pa kon
och alder. For valacker var pH 7.1 och for ston 6.8. | studiens kontrollgrupp dar
hastarna inte utfodrades med kosttillskott och var i aldrarna 6-24 ar noterades att
yngre héstar hade ett mer neutralt fekalt pH &n &ldre hastar (Johnson & Rossow
2019). | en annan studie (Williamson et al. 2007) kunde man daremot inte visa att
vare sig alder eller kon pa hastarna paverkade fekalt pH, i denna studie var hastarna
i aldrarna 414 ar gamla.

2.2 Association mellan férandrat pH och mag-
tarmproblematik hos hast

Olika tillstand av mag-tarmproblematik som visat sig paverka pH i track hos hast
ar diarré, grovtarmsacidos och magsar.

2.2.1 Diarré

Hastar med osmotisk diarré har rapporterats ha ett fekalt pH pa éver 7 (Lindroth et
al. 2022). Vid pH-métning i grovtarmen kan uppmatt pH-varde lagre &n 6.0
associeras med osmotisk diarré (van den Berg et al. 2013). Vid mycket vattnig
diarré kan den snabba forlusten av enterisk vatska leda till hypovolemisk chock och
dod pa grund av uttorkning (Kauter et al. 2019). Akut diarré kan vara tecken pa
kolit som é&r livshotande (Shaw & Stampfli 2018). Det kan vara svart att
diagnostisera varfor en hast far akut diarré da olika anledningar till diarré har
liknande kliniska symtom (Kauter et al. 2019).
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2.2.2 Grovtarmsacidos

Grovtarmsacidos ar ett tillstind da laktatproducerande bakterier sanker pH i
grovtarmen och vid ett pH ldgre an 6.0 kan hasten diagnostiseras med
grovtarmsacidos (Davies et al. 2021). Grovtarmens pH kan reduceras pa grund av
Okad produktion av flyktiga fettsyror (VFA) (Davies et al. 2021). Vid ett 6verintag
av kolhydrater som stérkelse eller oligofruktos sjunker pH-vérdet till ett varde
mellan 4.0 och 5.0 i grovtarmen vilket beror pa 6kad bildning av laktat (Milinovich
et al. 2006). Foderstater innehallande mycket kraftfoder och tata kraftfodergivor
kan orsaka halsoproblem hos hésten genom fordndrad bakteriepopulation i
grovtarmen och darmed grovtarmsacidos (Davies et al. 2021). Redan efter fem
timmar med intensiv utfodring av kraftfoder paverkas bakteriepopulationen i
grovtarmen (Davies et al. 2021). Miljon som da skapas ar gynnsam for
laktatproducerande bakterier och dessa okar i antal. Detta innebdr i sin tur en
ogynnsam milj6 fér de bakterier som fermenterar fiber. FOréndringen i
bakteriepopulationen kan leda till grovtarmsacidos med lagt pH (<6.0) i grovtarmen
(Davies et al. 2021).

Grovtarmsacidos kan aven leda till fang (Davies et al. 2021) vilket kan resultera
i en Overvéxt av grampositiva bakterier samt avdodning av gramnegativa bakterier
(van den Berg et al. 2013). Fang &r ett allvarligt och vanligt tillstdnd av
inflammation i lamellagret i hastens hov (Elliott & Bailey 2006; Crawford et al.
2007; Milinovich et al. 2007). Sjukdomen kan leda till kvarstaende hélta da vavnad
i hoven skadas permanent och rotation av hovbenet uppstar om fastet mot
kringliggande vavnad kollapsar (Elliott & Bailey 2006).

2.2.3 Magsar

Vid undersékning av unga krubbitande héstar upptacktes att majoriteten av dessa
visades ha magsar och/eller inflammation i slemhinnan i magsacken (Nicol et al.
2002). Vid métning av fekalt pH hos de unga krubbitande hastarna var pH-véardet
lagre (6.07) jamfort med gruppen av unga hastar som inte var krubbitare (6.58)
(Nicol et al. 2002). Dock kunde ingen koppling ses mellan fekalt pH och
bedémningen av magsar via gastroskopi. Nicol et al. (2002) kunde inte heller se att
behandling med antacid diet (125 g Neighlox per dag) paverkade fekalt pH.
Motsatta resultat har dock forekommit i en annan studie (Johnson et al. 1998), som
fann att ett fekalt pH under 6.2—6.3 associerades med en snabb 6kning av forekomst
av stereotypa beteenden, som inkluderade bland annat krubbitning. Johnson et al.
(1998) kopplade en 6kad giva av kraftfoder till ett minskat fekalt pH. Resultatet
visade ocksa att behandling med antacid diet (Founderguard) okade fekalt pH efter
Okad utfodring av kraftfoder.

Magsar hos hogpresterande tavlingshastar 6kar vid en foderstat rik pa spannmal
och okad magsyraproduktion under traning (Al Jassim & Andrews 2009). Aven en
foderstat med lag andel fiber kan 6ka risken for magsar eftersom en liten mangd
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fiber leder till minskad salivproduktion som i sin tur medfér minskat skydd mot
syra i magsécken (Al Jassim & Andrews 2009).

| den nedre delen av magsécken utsétts kortelslemhinnan kontinuerligt for syra
som ger ett pH mellan 1 och 3 (Sykes et al. 2015). For kortelslemhinnan i den nedre
delen av magséacken ar patologin for magsar inte klarlagd (Sykes et al. 2015).
Magsar i nedre delen av magsécken tros uppkomma genom att kértelslemhinnans
forsvarsmekanismer bryts ned och da exponeras kortelslemhinnan for det sura
maginnehallet (Sykes et al. 2015).

Magsar i ovre delen av magsacken, dar vaggen bestar av skivepitelslemhinna,
uppstar da den exponeras for syra vilket kan bero pa flera orsaker (Sykes et al.
2015). Sykes et al. (2015) beskrev att det finns en tydlig koppling mellan tréaning
och 6kad exponering av syra for skivepitelslemhinnan i évre delen av magsécken.
| gangarter snabbare &n skritt kar det intraabdominella trycket (Sykes et al. 2015).
Skivepitelslemhinnan exponeras da for surt innehall som trycks upp proximalt i
magsacken (Sykes et al. 2015).

2.3 Metoder for att méata pH i olika delar av mag-
tarmkanalen

Vid diagnostisering av mag-tarmproblematik finns olika metoder vilka kan
innebéra varierande grad av invasivt ingrepp och komplexitet. Mé&tning av pH i
samband med mag-tarmproblematik kan goras via gastroskopi och i trackprov.

2.3.1 Gastroskopi

Gastroskopi ar den mest exakta metoden for att diagnostisera magsar pa hast (Sykes
& Jokisalo 2014) och kan dven anvandas vid pH-matning av magsacksinnehall
(Woodward et al. 2014). For att kunna utféra gastroskopi behdver hasten fasta i
minst 16 timmar om den utfodras med en grovfoderbaserad foderstat. Vid for kort
tid av fasta kan foder finnas kvar i magsacken vilket begransar mojligheten att
inspektera slemhinnan i magsacken och diagnostisering. Vid gastroskopi kan
magsacken fyllas med luft via biopsikanalen i instrumentet, detta for att kunna géra
en grundlig undersokning av hela magsacken (Sykes & Jokisalo 2014). | en studie
av Woodward et al. (2014) aspirerades magséacksvatskan genom biopsikanalen
innan inblasning av luft och skéljning med vatten. Méatning av pH genomfordes
inom 30 minuter pa den aspirerade magsacksvatskan (Woodward et al. 2014).
Kontinuerlig pH-matning i magséacken har utforts under 24 timmar (Merritt et
al. 2003) och upp till 72 timmar (Husted et al. 2008) med en antimon-pH-elektrod
genom utveckling av spanning mellan tva poler (Merritt et al. 2003; Husted et al.
2008). | studien utford av Husted et al. (2008) anvéndes elektroden for att mata pH
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i bade dvre och nedre delen av magsacken. Elektroden i den 6vre delen av
magsacken placerades med hjélp av en nasogastrisk matningssond och en
folieballong for att halla elektroden pa plats i magsacken och sonden suturerades
fast i nosvingen (Husted et al. 2008). FOr att méta pH i den nedre delen av
magsacken kan elektroden placeras med hjélp av ett gastroskop (Husted et al. 2008)
eller kirurgi (Merrit et al. 2003).

2.3.2 Trackprov

Fekalt pH kan anvéndas for att beddma hastens mag-tarmhalsa, specifikt i
grovtarmen (van den Berg et al. 2013; Johnson & Rossow 2019). Att mata pH i
track &r en enkel och icke invasiv metod (Hydock et al. 2014). Vid provtagning ar
det viktigt att undvika kontamination av tracken vid insamling (kontakt med okant
material som exempelvis span, golv eller foderrester) och darfor ar det viktigt att
tracken samlas in kort efter trackavgang och att provet tas fran mitten av trackhégen
(Hydock et al. 2014). Lindroth et al. (2021) 14t djurégare samla in 250 gram track
direkt efter traickavgang. Djurdgarna blev instruerade att anvanda rena
engangshandskar och ta track som inte kommit i kontakt med marken eller golvet,
och pH mattes sedan pa pressvatska fran trackproven (Lindroth et al. 2021).

For att sakerstalla att proverna inte kontamineras av marken/boxgolvet gar det
aven att anvanda en uppsamlingssele som hasten har pa sig 6ver dygnet (Swyers et
al. 2008).

En annan metod for att undvika kontaminering ar att ta trackprov direkt fran
rektum. | studien av Johnson och Rossow (2019) samlades trackprovet in via
rektalisering vilket grundades pa slutsatser redovisade av Nasset och Austbg
(2010). Slutsatsen i studien av Naesset och Austbg (2010) var att fekalt pH varierade
beroende pa om tracken togs via rektalisering eller fran marken, men ingen
information om hur pH varierade beroende pa provtagningsmetod angavs. Vid
insamling av rektalt prov beddmdes forsta ndven track som kontaminerad och den
andra naven anvandes for matning av pH efter att provet spatts med destillerat
vatten (Johnson & Rossow 2019).

2.4 Provhantering och analys av fekalt pH

I olika studier beskrivs olika metoder gallande provforvaring, provhantering och
analys av fekalt pH. Sokning efter standardiserade protokoll har gjorts inom
humanvarden och for andra djurslag s som ko. Inom djursjukvarden pa hast finns
annu inget fardigt standardiserat protokoll for métning av pH-varde i track.
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2.4.1 Inom humanvarden och pa andra djurslag

Samband mellan pH i vammen och fekalt pH hos icke draktiga och icke lakterande
Holsteinkor har undersokts (Khorrami et al. 2022). Provinsamling utférdes genom
rektalisering (Khorrami et al. 2022). Fekalt pH méttes i direkt anslutning till
provinsamling genom inforsel av pH-maétaren direkt i trackprovet (Khorrami et al.
2022). Matningarna av pH upprepades tre ganger for varje prov (Khorrami et al.
2022). Forfattarna fann ett samband mellan pH i vammen och fekalt pH hos korna.

Matning av fekalt pH pa kvinnor utfordes i en studie av Petry et al. (2012). Infor
matningen av pH fick patienterna sjélva placera farskt fekalt prov i behallare med
anaerob miljo (Petry et al. 2012). Proverna férvarades i 4°C i maximalt 12 timmar
innan leverans till laboratoriet och direkt vid ankomst togs proverna om hand och
forvarades i -20°C fram till analys. Matningen av pH utférdes sedan med en digital
pH-matare. Total tid fran insamling av provmaterial fram till analys av pH angavs
inte av Petry etal. (2012).

| en studie fick foraldrar samla in farskt fekalt prov fran sina barn, det fekala
provet lades direkt i frysen och forvarades i -20°C fram till analys (Guimber et al.
2010). Tid fran insamling av prov fram till analys av prov namndes inte i artikeln.

| en annan studie som ocksa utforde matning av fekalt pH pa barn utfordes pH-
matning direkt i farskt fekalt prov (Mohan et al. 2004).

2.4.2 Standardiserat protokoll for att mata fekalt pH pa hast

Syftet i studien av Hydock et al. (2014) var att ta fram ett protokoll for pH-matning
i hastens track da forfattarna framhavde avsaknaden av ett standardiserat protokoll.
| studien undersoktes olika forhallanden av spadning av hasttrack med destillerat
vatten (ingen spadning, spadning 1:1, 1:2, och 1:3), samt tidens paverkan fran start
av spadning fram till pH-matning. | studien genomférdes totalt 400 pH-analyser i
hésttrack. Studiepopulationen bestod av 20 héstar. Resultatet visade en storre
variation i pH da tracken spaddes med lika del destillerat vatten (1:1) vid jamforelse
med att inte spada eller att spada med de tva alternativa forhallandena 1:2 och 1:3.
Resultatet visade aven att for att uppna minimal variation i pH bor tracken inte
spadas i vatten utan analyseras genom att ta prov pa den fekala vatskan som utvinns
genom att pressa tracken. Vidare visades att tiden (0, 1, 3, 5 och 10 minuter) inte
medforde nagon variation i pH nar trackproverna inte spaddes. Om spadning
anvands bor tiden fran start av spadning till provtagning vara tre minuter for att
minska variationen i métresultaten (Hydock et al. 2014).

En sammanstéllning av méatmetoder i olika studier fanns i Hydock et al. (2014)
som lyfte problematiken med de olika metoderna. Forfattarna menade att
metoderna var inkonsekventa. Vidare fortydligade forfattarna att det saknades
information géllande forhallanden for track och spadningsvatska vid eventuell
spadning, tid fran start av spadning fram till analys, metod for insamling av
trackprov, om analys genomfordes pa farskt eller fryst trackprov samt vilken typ av
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pH-métare som anvandes. Med detta som underlag understryker Hydock et al.
(2014) behovet av ett mer standardiserat protokoll for métning av pH i hastens
track.

| tabell 1 presenteras méatningar av resultatet i 16 olika artiklar som matt pH i
héstens track. Resultaten av pH-matningarna i dessa artiklar varierade med lagst
varde pa 3.5 och hogst véarde pa 7.9. Metoden for pH-matning i dessa artiklar
varierade bland annat gallande typ av pH-matare, om trackprovet spaddes
alternativt filtrerades, typ av vétska som anvandes vid eventuell spadning,
forhallandet mellan track och vatska vid eventuell spadning, tid fran start av
spadning till pH-matning, metod for insamling av trackprov, forvaring av trackprov
fram till matning samt tid fran insamling av prov fram till pH-matning.

Tabell 1. Metoder for att mata pH-varde i hasttrack i 16 olika studier, delvis modifierad efter
Hydock et al. (2014)

Referens Spadning* Tid? Forvaring® pH
Zeyner et al. (2004) 35 g track:35 mL destillerat vatten Svart att tyda? Svart att tydas 6.36-6.68
Berg et al. (2005) 1:1 dubbelt avjoniserat vatten Provanalys direkt® Provanalys direkt®  6.38-6.48
Richards et al. (2006) 10 g track :10 mL destillerat vatten Svart att tyda4 Svart att tyda® 5.5-7.9
Crawford et al. (2007) 1:1 avjoniserat vatten Svart att tyda? Svart att tydas 6.18-6.98
Milinovich et al. (2007) Inte angivet’ Svart att tyda4 Svart att tyda® ~3.5-7.1
Swyers et al. (2008) Inte angivet’ inom 30 min Svart att tyda® 6.52-6.63
Muhonen et al. (2008) Inte angivet’ Provanalys direkt® Provanalys direkt® 6.4-6.6
Maller et al. (2008) Pressad fekalvétska (ingen spadning) Provanalys direkt® Provanalys direkt®  6.07-6.36
Muller (2009) Pressad fekalvétska (ingen spadning) Provanalys direkt® Provanalys direkt®  6.39-6.87
Willing et al. (2009) 5 g track:20 mL vatten Svart att tyda4 Frys (-20°C) 6.63-6.79
Goachet et al. (2010) Filtrerat® (ingen spadning) Provanalys direkt® Provanalys direkt® 6.5-7.1
Siciliano & Schmitt (2012) 50 g trdck:50 mL avjoniserat vatten Provanalys direkt® Provanalys direkt®  6.92-7.42
van den Berg et al. (2013) 300 g track Svart att tyda? Frys (-20°C) 6.18-6.58
Glunk et al. (2013) 50 g track:50 mL avjoniserat vatten Provanalys direkt® Provanalys direkt® 7.21-7.67
Ingen spadning, 1:1, 1:2 och 1:3 destillerat
Hydock et al. (2014) vatten Maximalt ca 75min  Svart att tydas 5.89-7.90
Sadet-Bourgeteau et al. (2017) Filtrerat® (ingen spadning) Provanalys direkt® Provanalys direkt® 6.4-7.0

1Forhallande vid eventuell spadning, track: spadningsvatska

2Tid fran provinsamling till provanalys

3Forvaring fran provinsamling till provanalys

4Information om tid fran provinsamling fram till analys var svar att tyda eller saknades

SInformation om férvaring av provet var svar att tyda eller saknades

6Provanalys direkt i anslutning till provinsamling

"Uppgift saknades om tillsats av vatska

8Erholl provvatska genom att sila trécken med ett Blutex 100um filter

Utifran resultaten i studien av Hydock et al. (2014) presenterades ett protokoll
for hur pH i hastens track borde matas. Punkter i protokollet inkluderade:

1. Utfor kalibrering av pH-matare innan analys.

2. Bered prov i rumstemperatur eftersom temperaturen paverkar pH.
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3. Analysera pH direkt pa pressvatska fran tracken. Spad inte ut provet.
3a. Om spadning gors ska metod noteras (forhallande track:vatten).
3b. Om spadning gors ska tid fran start av spadning till analys noteras.
4. Blanda provet val innan analys.
5. Kontrollera att pH-métaren ar helt tackt med fekal vatska.
6. Lat pH-mataren stabiliseras innan avlasning.

Avslutningsvis ndmner Hydock et al. (2014) att ytterligare studier behdver goras
for att kunna forsta hur matning av pH i hastens track paverkas av tid, temperatur,
koldioxidkoncentration i atmosféaren, forvaring och hantering av tracken infor
provtagning.
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3 Material och metod

Arbetet baserades pa en metodstudie med redan insamlade data fran provtagning
for pH i hasttrack samt vetenskaplig litteratur vilken inhamtades fran databaserna
Google Scholar, PubMed, Primo och Web of Science.

3.1 Litteratursdkning

| detta arbete har en litteratursokning utforts med syfte att hitta relevanta
vetenskapliga artiklar for att fa en nyanserad bild av amnet och for att hjélpa till att
besvara arbetets syfte och fragestallningar. Inlasnings- och insamlingsperiod till
litteraturdelen pagick mellan januari och april 2023. Databaser som anvéndes var
Google Scholar, PubMed, Primo och Web of Science. Sokord som anvéandes for att
hitta relevanta artiklar var horse, equine, feces, faecal, defecation, dung, sample,
pH, pH-measurement, acid och base. Med inriktning pa @mnet eftersoktes artiklar
om pH i mag-tarmkanalen, hastar, trackprov och provhantering. For artiklar som
refererades till i arbetet gjordes ett urval déar de artiklar som var vetenskapligt
granskade, relevanta for &mnet och som publicerats efter ar 2000 inkluderades.
Valet av inkludering av endast vetenskapligt granskade artiklar gjordes da dessa har
granskats kritiskt av amnesexperter innan godkand publicering. Avgransningen till
publikationer efter ar 2000 gjordes for att hitta artiklar som var aktuella i tid och
hade uppdaterad forskning. Undantag gjordes i de fall da nyare studier inte fanns
att tillgd och da inkluderades studier publicerade innan ar 2000.

3.2 Insamling av trackprov

Provinsamlingen dgde rum mellan april och december 2020. Enskilda trackprov
fran 105 hastar samlades in och forslots i dubbla plastpasar inom en till tva minuter
efter trackavgang. Totalt 300g track samlades in fran varje hast. For att motverka
kontamination fran boxgolvet togs proverna frdn centrum av trackhdgen.
Insamlingen utférdes vid sex olika tillfallen pa 11 gardar i Uppsala kommun. Alla
hastar holls i grashage under dagtid och pa separat box under nattetid. De var vuxna
(4-21 ar) och stod pa en grovfoderbaserad foderstat som i detta arbete avser en
foderstat innehallande >75 % grovfoder.
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3.3 Analys av trackprov

Totalt utfordes 1470 analyser av pH i hasttrack. 1 samband med varje
provtagningstillfalle utfordes kalibrering av pH-metern samt kontrolimétningar i
vatten i syfte att kontrollera pH-meterns funktion och korrekthet. Vid analys av
matningar bade i kontroller och trackprover genomfordes tre upprepade méatningar
per prov.

Proverna forbereddes genom att pressas i en handhallen potatispress och sedan
analyserades pH-vérdet i den fekala pressvatskan med hjélp av en pH-matare med
glaselektrod (WTW pH 315i, Weilheim, Tyskland). Vid provinsamling i stallet
analyserades en attondel av varje prov for pH direkt. | detta arbete definieras det
prov som analyserades direkt efter provtagning, det vill sdga inom 2—-3 minuter fran
att hasten avgivit track, som referensprov. En pH-matning av track férvarad i fast
form i rumstemperatur utférdes efter 2 timmar pa pressad vatska. Resterande
provmaterial transporterades i en kylvaska till Institutionen for husdjurens
utfodring och vard pa Sveriges lantbruksuniversitet (SLU) dar proverna forvarades
i antingen kylskap eller frys i fast form. Efter forvaring och infér pH-métning
pressades proverna. Trackproverna som forvarades i kylskap togs ut for pressning
och pH-matning efter 2, 4, 8, 12, 24 och 48 timmar. Trackproverna som forvarades
i frys togs ut for pressning och pH-matning efter 24, 48 och 72 timmar samt 1, 3
och 6 manader. Temperaturen i respektive férvaring var for rumstemperatur 18—
22°C, for kylskap 4-6°C och for frys -18°C. Alla tidpunkter och temperaturer finns
angivna i tabell 2.

Tabell 2. Alla pH-mé&tningar som utforts vid specifika tidpunkter for respektive typ av forvaring av
tréckprov efter provtagning

Forvaring Forvaringstid fore pH-métning
Referensprov (ingen forvaring) 0 h

Rumstemperatur (18-22°C) 2h

Kylské&p (4-6°C) 2h 4h 8h 12h 24h 48h

Frys (-18°C) 24h 48h 72h 1man 3 man 6 man

3.4 Databearbetning och statistisk analys

Datamaterialet bestod av pH-varden som analyserats i hasttrdck vid olika
matpunkter avseende tid och forvaring i olika temperaturer. Tid avser tiden fran
provinsamling till analys. Temperatur avser temperaturen proverna forvarades i
fran provinsamling till analys. Med behandling menas provhantering avseende tid
och temperatur.

Infor statistisk analys gjordes sortering och bearbetning av det redan insamlade
datamaterialet. | detta arbete gjordes en avgransning infor den statistiska analysen
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och pH-matningar som inkluderades var referensprov (REF), 2 timmar i
rumstemperatur (R2), 2 (K2), 4 (K4), 12 (K12), 24 (K24) och 48 (K48) timmar i
kylskap och 24 (F24) och 48 (F48) timmar i frys. Totalt inkluderades 945 analyser.
Valet av inkluderade métningar och exkludering av évriga matningar baserades pa
det som av forfattarna ansags vara mest relevant i klinisk verksamhet. Inkluderade
matningar finns presenterade i tabell 3. Forkortningar for inkluderade matningar
finns presenterade i tabell 4.

Tabell 3. Typ av och tid for forvaring av tréckprover fore pressning av vétska for analys av pH-
vérde

Forvaring Forvaringstid fére pH-matning
Referensprov (ingen forvaring) 0 h

Rumstemperatur 2h

Kylskap 2h 4h 12h 24h 48h
Frys 24h 48h

Tabell 4. Fortydligande av forkortningar for bendmning av behandlingar av trackprov

Forvaring Oh 2h 4h 12h 24h 48h
Referensprov (ingen férvaring) REF

Rumstemperatur (R) R2

Kylskap (K) K2 K4 K12 K24 K48
Frys (F) F24 F48

| detta arbete utfOrdes statistisk analys i den statistiska programvaran SAS
version 9.4 for Windows (Statistical Analysis System Institute Inc., Cary, NC,
USA). En statistisk analys utfordes genom att inkludera matvéarden fran de tre
upprepade analyserna per prov. I SAS anvéndes en generell linjar mixad-modell
(GLMM) for att berakna samband mellan fixa och randomiserade faktorer.
Parametrar som inkluderades i analysen var tid och temperatur som fixa faktorer
samt hastarna som enskilda individer vilket var en randomiserad faktor. Analys
genomfordes for att undersdka interaktionseffekten mellan férvaringstemperatur
och forvaringstid pa pH-vardet. For att undersoka effekten av tid pa pH i track
jamfordes pH-matningar av olika tider inom varje specifik forvaringstemperatur.
Inga samband for effekt av tid i rumstemperatur kunde analyseras eftersom det
endast fanns en behandling i rumstemperatur. Medelvéarden dar p <0.05 beddémdes
som statistiskt sakerstallt atskilda.
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4 Resultat

Resultatet visade att tid, temperatur samt interaktionseffekten mellan tid och
temperatur paverkade pH-vérdet i trackprov fran hastar. Resultaten av pH-
matningarna uppvisade en variation i pH fran lagst 5.59 (K2) till hogst 7.76 (F24).
Efter urval till metodstudien genomfardes statistisk analys pa totalt 945 matningar.
Medelvarden av pH for respektive behandling presenteras i tabell 5.

Tabell 5. Medelvérde fér pH med standardavvikelse for de olika behandlingarna (temperatur, tid
samt kombinationer mellan temperatur och tid). Antal prov for varje behandling.

Behandling Medelvéarde for pH (x sd) Antal prover
Referensprov (REF) 6.60 (+ 0.34) n =105
Rumstemperatur 2 h (R2) 6.60 (+ 0.37) n =105
Kylskap 2 h (K2) 6.52 (£ 0.36) n =105
Kylskap 4 h (K4) 6.52 (+ 0.36) n =105
Kylskap 12 h (K12) 6.67 (£ 0.34) n =105
Kylskap 24 h (K24) 6.67 (+ 0.38) n=105
Kylskap 48 h (K48) 6.57 (£ 0.38) n =105
Frys 24 h (F24) 6.69 (+ 0.37) n =105
Frys 48 h (F48) 6.65 (+ 0.38) n =105

4.1 Temperatur och tid

Resultaten  visade att det fanns en interaktionseffekt  mellan
provforvaringstemperatur och -tid som paverkade pH-vardet i hasttrack (p <0.0001,
figur 1). Medelvarden for respektive tid och temperatur finns angivna i tabell 5. For
behandlingen K2 var det en minskning pa 0.08 pH-enheter jamfort med
referensvardet (p <0.0001). For behandlingen K4 var det en minskning pa 0.08 pH-
enheter jamfort med referensvardet (p <0.0001). For behandlingen K12 var det en
okning pa 0.07 pH-enheter jamfort med referensvardet (p <0.0001). For
behandlingen K24 var det en 6kning pa 0.07 pH-enheter jamfért med referensvérdet
(p <0.0001). For behandlingen F24 var det en 6kning pa 0.09 pH-enheter jamfort
med referensvardet (p <0.0001). For behandlingen F48 var det en 6kning pa 0.05
pH-enheter jamfort med referensvardet (p=0.0006). For behandlingen K48 fanns
tendens till skillnad gentemot referensvardet (p=0.0681). For behandlingen R2
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fanns ingen skillnad gentemot referensvérdet (p=0.9722). Spridningen av statistiskt
skilda matvarden var fran 0.05-0.09 pH-enheter jamfort med referensvardet vilket
var inom den standardavvikelse som gallde for referensvardet (+ 0.34).

Temperatur x Tid

c, e 3

Férvaring och tid
CREF ER2 0K2 " K4 0K12 s K24 K48 oF24 5F48

Figur 1. Ladagrammet visar hur kombinationen av temperatur och tid for forvaring av prover
paverkade trackens pH. P4 y-axeln utlases pH-varden och pa x-axeln behandling. Linjen i 1adan
representerar medianen och krysset i 1adan representerar medelvérdet. Ladan representerar 50%
av alla méatvarden och &r placerad mitt emellan forsta och tredje kvartilen. Forkortningar som
galler ar referensprov (REF), 2 timmar i rumstemperatur (R2), 2 (K2), 4 (K4), 12 (K12), 24 (K24)
och 48 (K48) timmar i kylskap samt 24 (F24) och 48 (F48) timmar i frys. a, b, c, d, e, f anger
behandlingar som &r statistiskt skilda vid p <0.05

4.2 Tid inom foérvaringstemperatur

Resultaten visade att det finns en effekt av provférvaringstid pa pH-vérdet i
hasttrack inom respektive forvaringstemperatur. Resultat redovisas i figur 1.
Resultatet visade pH-vardet i prov som forvarats i kyl var detsamma (p=0.58) vid
2 och 4 h men att pH-vardet da var lagre an i referensprovet. Forvaring i kyl i 12
eller 24 h gav ocksa samma pH-varde (p=0.58) men det var hogre an i
referensprovet. Forvaring i kyl i 48 timmar gav samma pH-vérde som det var i
referensprovet. Resultatet visade ocksa att det fanns en effekt av tid for de prover
som forvarades i frys (p=0.0036), dar pH generellt sjonk med langre tids forvaring
(figur 1).
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5 Diskussion

5.1 Resultat

Metodstudie

Resultatet i denna studie visade att pH i track fran hast paverkades av
interaktionseffekten av temperatur och tid. Resultaten visade ocksa att fekalt pH
kan paverkas av i vilken temperatur och under hur lang tid proverna forvarats i.
Temperatur avser temperaturen de hela trackproverna forvarades i fran
provinsamling till analys. Tid avser tiden fran provinsamling av track till analys av
pH. Resultaten visade att for korrekt matning av pH i forhallande till referensvardet
(REF) kan trackprovet forvaras i rumstemperatur i tva timmar (R2) eller i kyl 48
timmar (K48) innan analys.

De egna forvantningarna pa studien var att fler varianter av provhantering skulle
ge likvérdiga resultat jamfort med referensvérdet och skulle kunna anvéndas vid
pH-maétning i track. Forvantningarna baserades pa att det i litteraturen framstalldes
som att temperatur och tid var parametrar som inte skulle spela avgdrande roll i
sammanhanget. Det tycks som att man i studierna inte haft respekt for
svarigheterna vid val av provhantering och studierna hade bristande
reproducerbarhet. Troligen beror det pa bristande kunskap om hur férvaringstid och
-temperatur paverkar pH-vardet. Det kan aven bero pa tidsbrist i sjalva insamlings-
och maétningsprocessen och att det blir mer praktiskt att utféra pH-métningen
senare.

Att R2 skulle kunna ge liknande varden som REF var nagot som kunde forvantas
da de behandlingarna inte skiljde sig avsevart i tid. Dock &r det svart att séga nagot
om skillnaden i temperatur mellan proverna REF och R2 eftersom REF &r tagen
direkt vid trackavgang och darfor anses vara nara kroppstemperatur vid matning
medan R2 forvarats i rumstemperatur.

Att endast en av alla behandlingar i kylskap, K48, gav resultat jamforbara med
referensvardet var inte forvantat. Da en enda behandling stack ut jamfort med
resultaten for resterande behandlingar i samma temperatur och att det fanns tendens
till statistisk skillnad for K48 (p=0.0681) gor att forfattarna till studien dénskar fler
studier som kan bekréfta sambandet. Det &r mojligt att kring K48 finns en brytpunkt
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for nar pH-vardet stabiliseras med forklaring av att mikrobernas aktivitet avstannar
efter entid i kallare temperatur. En eventuell trendlinje och brytpunkt for pH-vérdet
i tracken vid forvaring i kylskap behover studeras vidare. Utifran resultaten i denna
studie borde K48 i nuldget inte uppfattas som bekraftad saker metod for
provhantering.

En hypotes var att det skulle vara mojligt att urskilja nagot slags monster for
skillnader mellan olika behandlingar, men det gick inte att uttyda fran resultaten i
detta arbete. Mdnster som forvantades var till exempel ckad paverkan pa pH med
Okad temperatur och tid eftersom hogre temperatur och langre tidsspann ger
utrymme for bakterietillvaxt som i sin tur kan paverka pH (Beckers et al. 2017,
Davies et al. 2021).

Vid jamforelse mellan referensprovet och 6vriga prover var det relativt sma
skillnader i pH (intervallet 0.04-0.21 pH-enheter) i denna studie och darfor kan
paverkan av forvaringstemperatur och -tid pa pH i track ifrigasattas, aven om
resultaten visar pa statistiska skillnader. Berg et al. (2005) presenterade att sma
skillnader i pH kunde ha biologisk betydelse for hasten. Hydock et al. (2014)
refererade 0.08-0.10 pH-enheter som sma skillnader. | litteraturen framgar inte att
det skulle finnas vare sig biologisk eller klinisk betydelse vid variationer under 0.08
pH-enheter. | denna studie fanns variationer med statistisk signifikans fran som
minst 0.04 och som stdrst upp till 0.21 pH-enheter vilket &r en storre variation
jamfort med vad som presenterades av Hydock et al. (2014). Resultaten i den
foreliggande studien kan darmed utg6ra en grund for valet av metod att forvara
trackprov infér pH-matning. Vid variationer under 0.04 pH-enheter gar det inte att
dra nagra slutsatser om resultaten har relevans utifran den existerande kunskapen i
litteraturen.

| flertalet publikationer anvands fekalt pH som en indikator vid bedémning av
bland annat generell mag-tarmhélsa, diarré och grovtarmsacidos (Hussein et al.
2004; Hydock et al. 2014; Johnson & Rossow 2019; Lindroth et al. 2022). Efter att
ha last artikeln av de Fombelle et al. (2003) reflekterades 6ver hur ett véarde for
fekalt pH kan spegla hélsan for olika delar av hastens mag-tarmkanal. | studien av
de Fombelle et al. (2003) presenteras uppmatt pH fran olika delar av hastens mag-
tarmkanal och det konkluderades att pH varierade genom mag-tarmkanalen. Man
kan ifragasatta hur fekalt pH kan reflektera status i héastens magsack och
diagnostisera eventuella magsar.

| nuldget ar det otydligt nar analys av fekalt pH kan anvéandas i klinisk
verksamhet och vad ett varde pa fekalt pH innebar for hastens halsa. Utifran den
litteratur som n&mns i det har arbetet &r beddmningen dock att det i dagslaget inte
gar att anvanda matning av fekalt pH som metod for att ersitta exempelvis
diagnostisering av magsar genom gastroskopi. Daremot anser forfattarna till det har
arbetet att det hade varit intressant att undersoka om fekalt pH skulle kunna fungera
som ett komplement till gastroskopi. Detta eftersom gastroskopi &r en invasiv
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metod, den &r mer komplicerad och mer tids- och resurskravande (Sykes & Jokisalo
2014) jamfort med matning av pH i track som &r en icke invasiv och enkel metod
(Hydock et al. 2014).

| en studie finns beldgg for moéjlig diagnostisering av grovtarmsacidos genom
fekalt pH (Milinovich et al. 2006). | den studien anvands dock inte nagot
standardiserat protokoll som skulle kunna anvéndas vid diagnostisering av
grovtarmsacidos och som skulle kunna stérka studiens tillforlitlighet for undersokta
samband. Trots tydligare samband mellan fekalt pH och grovtarmsacidos jamfort
med samband mellan fekalt pH och magsar anses att det fortfarande behovs
ytterligare studier som definierar detta.

Litteraturstudie

| artikeln om ett standardiserat protokoll for matning av fekalt pH pa hast skriver
Hydock et al. (2014) att fler studier behdvs gallande olika faktorer som kan paverka
matningarnas resultat. Hydock et al. (2014) ndmner att just temperatur vid forvaring
av provet samt tid fran trackavgang fram till analys behdver studeras vilket var
bakgrunden till att just dessa parametrar undersoktes i det egna arbetet.

Vid litteratursokningen eftersoktes studier inom andra djurslag och pa
humansidan for att se om det fanns standardiserade protokoll inom omradet for
maétning av fekalt pH. Specifikt soktes metodstudier dar faktorer som temperatur
och tid undersokts och som skulle kunna bidra med information till det
sjalvstandiga arbetet och ett standardiserat protokoll for hast. Enligt forfattarnas
kannedom fanns inte nagot standardiserat protokoll fér matning av fekalt pH som
anvandes inom humanvarden. | studier som inkluderade pH-matning i avforing
inom humanvarden beskrevs varierande metoder och tyvérr var informationen om
tillvagagangssatt i manga fall begransad. Det saknades information om tiden fran
insamling till analys av pH och metod for forvaring varierade (Guimber et al. 2010;
Petry et al. 2012), alternativt angavs att analys av pH utforts i anslutning till
provinsamling (Mohan et al. 2004).

Vid redovisning av provhantering av track géllande temperatur och tid i olika
studier (tabell 1) framgar det att presentation av metoderna som anvands i olika
studier var inkonsekventa och ofullstdndiga. | studien utférd av Hydock et al.
(2014) framgick det att det fanns en problematik med olika metoder vid spadning
av fekal vétska vid méatning av pH i track fran hast. | den foreliggande studien har
ytterligare artiklar inom amnet lyfts och &ven dessa var i flera fall inkonsekventa
géllande temperatur och tid i metodbeskrivningarna. Det fanns en del studier med
tydlig metodbeskrivning men i dessa fall utfordes pH-matning i direkt anslutning
till provinsamlingen, dessa gav alltsa ingen nyanserad bild av metodbeskrivning
avseende forvaringstid och -temperatur. Gallande férvaring av prover forekom
svartolkade beskrivningar i sex av de sexton studierna. | resterande tio studier
forvarades proverna i -20°C innan pH mattes alternativt inte alls da pH-métningen
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utfordes direkt i anslutning till provsamlingen. Willing et al. (2009) och van den
Berg et al. (2013) var de tva studier som anvénde forvaring av prover i -20°C. | sex
av sexton av de namnda studierna var det svart att tolka tidsintervall mellan
provinsamling och analys. Det var bara Hydock et al. (2014) och Swyers et al.
(2008) som hade en annan tid an direkt efter provinsamling vilket tyder pa att det
finns fa studier att jamfora varandra med avseende tidsaspekt. Det var inte alltid
samma studier som hade svartolkade beskrivningar av forvaring respektive tid.

En problematik som uppstar med bristfallig metodbeskrivning &r att det blir svart
att upprepa studierna. En annan aspekt ar att resultattolkning och jamférande av
studiernas resultat forsvaras, samt att det blir svart att utvéardera resultat pa
individniva vilket d&ven Hydock et al. (2014) poangterade.

Forfattarna till detta arbete har inte funnit nagra studier som anvant forvaring i
kylskapsmiljo (4-6°C). Det skulle kunna bero pa att det var vanligast med métning
i direkt anslutning till provinsamling och att frys ofta anses kunna ge battre
hallbarhet och bevara battre &n kylskap.

5.2 Metod och material

Metod

Vid avgransning av det egna arbetet selekterades vissa matvarden bort fran
datamaterialet da de ansags vara mindre relevanta for klinisk verksamhet. | klinisk
verksamhet kan prover behova sparas och analyseras nagra timmar eller nagon dag
senare vid tillfallen da mer tid finns. Prover som samlats in flera manader tidigare
ar inte representativt for hastens halsa i nutid. Prover som forvarades i kylskap och
analyserades efter 8 timmar valdes bort eftersom en normal arbetsdag séllan ar
langre &n 8 timmar och darmed skulle tidsspannet hamna utanfor arbetstimmarna.
Likasa exkluderades prover som forvarades i frys och togs ut for analys efter 72
timmar samt 1, 3 och 6 manader. Tiden 72 timmar ansags éverflodig eftersom
maétningarna efter 24 och 48 timmar i frys inkluderades. | detta arbete studerades
tider som visade héstens fekala pH i relativ nartid for att 0ka den kliniska
relevansen. Tiderna 1, 3 och 6 manader skulle inneburit analys av redan insamlade
prover och hur héstens fekala pH var en tid tillbaka och lampar sig mer i
studiesammanhang dar trdckprover samlas in ¢ver tid for att sedan analyseras vid
ett tillfalle. Forfattarna till detta arbete har dock reflekterat dver att tiderna 1, 3 och
6 manader hade kunnat vara aktuella i klinisk verksamhet. Sadana situationer kan
vara da hastagare sjalva samlar in track under en langre tid och sedan tar med en
samling trackprov vid nasta besok pa kliniken och darmed slipper besoka kliniken
lika ofta. | framtida forskning skulle studier kunna goras av langre tid fran
insamling av prov fram till analys och da férslagsvis 1, 3 och 6 manader.
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| det redan insamlade datamaterialet fanns ett urval av behandlingar for
respektive temperatur och tid. Endast tiden 2 timmar i rumstemperatur undersoktes
och det saknades tidsintervall som var langre likt behandlingarna i kylskap och frys.
Forfattarna till detta arbete tror att valet att inte ha l&ngre tid i rumstemperatur kan
ha baserats pa hygieniska aspekter och av erfarenheten att organiskt material har
begransad hallbarhet, sarskilt i rumstemperatur.

Det kan vara mojligt att de behandlingar som studerades i detta arbete inte tdcker
in specifikt avgdrande brytpunkter for forandring av pH vid olika intervall fran
provinsamling fram till pH-métning. Det skulle vara intressant att gora en studie
med liknande upplédgg som denna studie, avseende olika behandling av temperatur
och tid, men att pH i tracken mattes kontinuerligt i stallet for genom stickprov for
att kunna se nér de avgorande brytpunkterna sker och eventuellt utlésa ett monster.
Liknande pH-métning som vid kontinuerlig matning av pH i héastens magsack
(Merritt et al. 2003; Husted et al. 2008) kanske kunde vara ett alternativ vid en
studie av kontinuerlig matning av pH i hasttrack.

Fler studier behover goras gallande olika faktorer som kan paverka uppmitt
fekalt pH hos héast. Dels fler studier gallande faktorer som typ av foderstat och
utfodringsrutiner, dels faktorer i sammanhanget vid provinsamling och
provhantering fram till analys som exempelvis metod for insamling av
trackmaterial. Resultaten i den egna studien tros kunna bidra till en 6kad forstaelse
kring hur pH i trackprover kan paverkas av temperatur och tid vid forvaring av
trackprov. Det & mojligt att resultaten i denna studie skulle kunna komplettera
rekommendationerna av Hydock et al. (2014) och &ven framtagandet av ett
standardiserat protokoll for matning av pH i héstens track.

Vid insamling av trackprov gar det att anvanda sig av rektalisering, uppsamling
i en sele och genom insamling av track fran trackhog efter defekering varav det
sistnamnda anvandes i det egna arbetet. Metoden valdes eftersom den ar enkel och
icke invasiv. De olika metoderna som beskrivs och anvands har olika grad av
kontamination, praktikalitet, tidsatgang och kostnader. Rektalisering for insamling
av trackprov innebar troligen minst kontamination jamfort med de andra
metoderna. Rektalisering anses vara ett mer invasivt ingrepp. Att rektalisera skulle
dven kunna anses vara svarare att utféra an de andra metoderna och mer
resurskravande da det behdver utféras av en veterindr, det behdvs
forbrukningsmaterial och eventuellt sedering. FOr en djurdgare skulle det vara
enkelt att samla in trackprov fran hastens trackhog efter defekering, men det ar
relativt tidskravande da hastagaren behover invanta trackavgang. For uppsamling
av track i en sele kan det vara svart att hitta en sele som passar hasten for att selen
ska sitta bra och inte orsaka till exempel skav. En annan aspekt att ta hansyn till kan
vara svarigheten att samla upp track i sele pa ston da placeringen innebar att bade
track och urin samlas upp och trackprovet da kontamineras. Vid etablering av ett
standardiserat protokoll och praktisk tillampning kan flera metoder for
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provinsamling vara aktuellt. Om hasten ar pa klinik kan det vara aktuellt med
rektalisering och det kan goras i samband med undersokning. | den situationen
borde dock vérdering goras huruvida det ar lampligt om det behdvs sedering. Om
hasten inte ar pa kliniken och djurégaren ska samla trackprov sjéalv kan det vara
aktuellt med insamling av track fran trackhog. Anvandning av sele skulle kunna
vara lampligt vid forskningsarbete.

Kontamination av trackprovet innan analys kan vara avgorande. | studien av
Naesset och Austbg (2010) konstaterades att fekalt pH varierar om trdcken ar tagen
via rektalisering eller fran marken pa grund av kontaminering i det senare fallet. |
studien av Davies et al. (2021) beskrevs att i grovtarmen kan pH forandras beroende
pa bakteriepopulation. Forfattarna till detta arbete tror att det kan finnas koppling
mellan kontamination av trackprovet, en forandrad bakteriepopulation under
forvaringstiden och forandrat pH i tracken. Som ndmnt ovan kan trackprov samlas
pa olika satt bland annat genom insamling av track fran trackhdgar och genom
rektalisering vilket den senare av dem anses vara den metod som innebéar minst
kontamination. Ytterligarare faktorer som skulle kunna paverka kontamination &r
till exempel varierande grad for renlighet av forbrukningsmaterial i stallmiljo och
kunskap hos djurédgare. Lindroth et al. (2021) hanvisade djuragare att anvanda rena
engangsplasthandskar vid insamling av prov. Renligheten av dessa kan troligen
variera en del framfor allt vid hemmabruk och i stallmiljo jamfort med klinikmiljo
och darmed innebara varierande grad av renlighet. Behallare vid forvaring kan
sakert ocksa spela roll for kontamination. | denna studie anvandes plastpasar. | en
av studierna fran humanvarden beskrevs att det fekala provet holls i en anaerob
miljo for att minimera forandrad bakteriepopulation (Petry et al. 2012). Reflektion
har aven gjorts gallande hur vél en djurdgare i jamforelse med utbildad
djurhalsopersonal skulle kunna samla in prov med sa lite kontamination som
mojligt. Forfattarna tror inte att en djuragare skulle kunna uppna lika god
renlighetstandard som pa klinik. For standardiserad provtagning av fekalt pH bor
instruktion finnas géllande minimering av kontamination av provet.

Vid analys av prover i detta arbete utfordes tre upprepade matningar for varje
enskilt prov for att minska risken for slumpmaéssiga métfel. Potentiella métfel kan
reduceras om ett medelvarde av flera matningar anvands jamfort med ett enstaka
maétvarde. | den statistiska analysen anvéndes ett medelvarde av de tre proverna
vilket av forfattarna anses ge storre statistisk styrka. Liknande uppldgg med
upprepade matningar har hittats i litteratur for studier pa hast (Swyers et al. 2008)
och pa kor (Khorrami et al. 2022). | studien av Hydock et al. (2014) framgar inte
att upprepade matningar genomfordes. Rekommendationerna som presenterades i
Hydock et al. (2014) inkluderade inte anvisning om huruvida upprepade matningar
skulle behdva utforas eller ej vid analys. Forfattarna av det egna arbetet anser att
detta skulle behdva definieras i ett framtida standardiserat protokoll for métning av
pH i track pa héast.
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Material

For att fa ett relativt homogent studiematerial till det egna arbetet angavs en del
kriterier gédllande hastarna som inkluderades. De skulle inte ha nagra kdnda mag-
tarmproblem, foderstaten skulle vara grovfoderbaserad (>75% av foderstaten var
grovfoder i kg torrsubstans) och hastarna hallas i grashage under dagtid och pa
separat box under nattetid. For parametrarna alder, kon och ras pa hastarna i studien
var gruppen inte homogen.

| denna studie anvandes redan insamlade data fran hastar som var kliniskt friska.
Inga hastar med gastrointestinala problem inkluderades och alltsa fanns inga hastar
konstaterade med varken grovtarmsacidos, fang, diarré eller magsar. Som beskrivet
i bakgrunden sa kan mag-tarmkanalens balans och pH rubbas vid vissa
sjukdomstillstand. Det skulle vara intressant att studera behandling av trackprovet
vid exempelvis grovtarmsacidos da pH konstaterat ar lagre i slutet av mag-
tarmkanalen vid detta tillstand. Som beskrivet i bakgrunden kan pH sjunka
ytterligare vid grovtarmsacidos beroende pa vilken bakterietillvaxt som sker och
vilken dominerande bakterieprofil som finns (Milinovich et al. 2006; Davies et al.
2021). Mojligtvis skulle detta kunna paverka och vara avgorande vid provinsamling
och forvaring av trackprov fram till métning av pH i trécken. Det vore intressant att
vidare undersoka om detta skulle kunna paverka hallbarheten av trackprovet,
exempelvis om ett lagre pH-vérde skulle kunna innebéara snabbare férandring i pH
och darmed ge kortare tidsspann for matning.

I och med att alla hastar i den egna studien hélls pa en grovfoderbaserad foderstat
och studier har visat att foderstatens sammansattning paverkar pH (de Fombelle et
al. 2003; Hussein et al. 2004; Brgkner et al. 2012; Van den Berg et al. 2013) vore
det intressant att vidare undersoka hur fekalt pH skulle paverkas ifall hastarna hade
blivit tilldelade en annan typ av foderstat. Mojligen skulle hallbarhet for trackprovet
kunna variera beroende pa foderstat med liknande motivering som stycket ovan att
forandrad bakteriepopulation kan innebéra forandrat pH (Milinovich et al. 2006).

| den egna studien var hastarna av olika kon och alder. Litteratur gallande
variation av pH beroende pa kon och alder ar motstridig dér det finns de som menar
pa att det finns ett samband mellan pH i track och kon eller alder (Johnson &
Rossow 2019) medan andra studier inte pavisat det (Williamson et al. 2007). Det
ar i nuldget svart att avgéra om kon och alder skulle ha paverkat resultatet i det
sjalvstdndiga arbetet. Ytterligare studier skulle behdva goras for att uttala om
eventuell paverkan av kon eller alder pa fekalt pH.

| denna studie fanns totalt 945 maétningar som inkluderades i den statistiska
analysen och studiepopulationen var 105 hé&star. Det ar en relativt stor
studiepopulation och ett stort datamaterial jamfort med de flesta andra studier inom
amnet och det Okar den statistiska styrkan. | Hydock et al. (2014) utfordes totalt
400 métningar av fekalt pH vilket dven det ar ett relativt stort antal.
Studiepopulationen i Hydock et al. (2014) var 20 héstar. | studier inom &mnet ligger
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antal studieobjekt ofta mellan 4-35 hastar vilket av forfattarna anses vara relativt
lite och gor forfattarna medvetna om att detta ger studierna samre statistisk styrka.

For statistisk analys av interaktionseffekten mellan temperatur och tid var antalet
prover samma for de olika behandlingarna. Vid databearbetning noterades dock att
antal prover inom varje behandlingsgrupp fér temperatur respektive tid inte var
samma. Se fordelning av antal prov for varje behandling i tabell 5. Detta har troligen
paverkat resultatet vid statistisk analys och kan innebéra samre statistisk styrka for
studien.
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6 Konklusion

Detta arbete har givit beldgg for att forvaringstid och -temperatur for trdckprov
inverkar pa pH-vérdet i pressvatska fran provet. Resultaten i det egna arbetet
uppfattas kunna bidra till en dkad forstaelse om hur trackprover behover forvaras
for att minimera paverkan pa pH-viardet om pH inte kan matas direkt vid
provtagning av tracken. Det ar mojligt att resultaten i denna studie skulle kunna
komplettera rekommendationerna som presenterats och dven bidra till framtagandet
av ett standardiserat protokoll fér métning av pH i héstens track. Resultatet vid
statistisk analys i detta arbete var att interaktioner mellan temperatur och tid
paverkade det uppmatta pH-vardet i hasttrack. Baserat pa de analyser som utforts i
den har studien kan det pastas att for att fa korrekta resultat kan trackprovet efter
provtagning forvaras i rumstemperatur i 2 timmar eller i kylskap i 48 timmar innan
méatning av pH. Behandlingen som innebar forvaring 48 timmar i kylskap borde
dock i nuléget inte uppfattas som bekraftad saker. Forfattarna till detta arbete menar
att vidare forskning behdvs inom omradet gallande matning av fekalt pH pa hast.
Under litteratursokningen konstaterades vikten av framtagandet av ett
standardiserat protokoll for métning av pH i track fran hast, eftersom metoder som
beskrevs i1 studier varierade och var bristfalligt beskrivna. Tid och
forvaringstemperatur ar viktiga parametrar vid provférvaring vid matning av pH i
hasttrack.
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Tack

Vi vill rikta ett stort tack till var handledare Katrin Lindroth som férsett oss med
data till studien och som hjalpt oss genom hela arbetsprocessen. Aven tack till var
amnesexaminator Cecilia Muller. Tack till familj och vanner som stéttat oss och
hjalpt till med korrekturlasning. Vi vill tacka vara djur; Bessan, Moritz, Strozzel,
Axelsson, Bjorne och héstarna som muntrat upp och fatt oss att ta pauser fran
skrivandet .
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Publicering och arkivering

Godkanda sjalvstandiga arbeten (examensarbeten) vid SLU publiceras elektroniskt.
Som student &ger du upphovsratten till ditt arbete och behdver godkdnna
publiceringen. Om du kryssar i JA, sa kommer fulltexten (pdf-filen) och metadata
bli synliga och sokbara pa internet. Om du kryssar i NEJ, kommer endast metadata
och sammanfattning bli synliga och sokbara. Aven om du inte publicerar fulltexten
kommer den arkiveras digitalt. Om fler &n en person har skrivit arbetet galler
krysset for samtliga forfattare. Du hittar en lank till SLU:s publiceringsavtal pa den
hér sidan:

e https://libanswers.slu.se/sv/faq/228316.

[0 JA, jag/vi ger harmed min/var tillatelse till att féreliggande arbete publiceras
enligt SLU:s avtal om Gverlatelse av rétt att publicera verk.

[0 NEJ, jag/vi ger inte min/var tillatelse att publicera fulltexten av foreliggande
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