Slutrapport till Stiftelsen Svensk Héstforskning
Anslagsnummer: H0747195

Salmonellasmitta i rasthagar — smittspridare till hastar och miljé

BAKGRUND

Salmonellainfektion hos svenska héstar har blivit vanligare (Zoonosrapport 2004, 2007, SJV
2005, SVA 2005, SVA 2006), dven om det i andra ldander ir ett betydligt storre problem in vad
det nu dr 1 Sverige (Singh m.fl., 2007; Ward m.fl., 2005). Det okande antalet internationella
och nationella transporter vid avel, uppfodning, trining, tdvling och handel med héstar okar
risken for salmonellasmitta i vart land. Salmonellainfektion dr en viktig orsak till sjuklighet,
kroniskt lidande och dod hos fol och en vanlig komplikation nédr histar maste vistas pa
djursjukhus (oavsett orsak till vistelsen). Vuxna histar dr ofta subkliniskt infekterade och
salmonella utskiljs intermittent under en ldngre tid, vilket gor infektionen svar att upptidcka
(Clarke och Gyles, 1983). Eftersom salmonella dr en zoonos och histar hanteras mycket av
ménniskor, bade vuxna och barn, si #dr salmonellasmitta bland histar en allvarlig risk for
folkhélsan. Smittrisken till minniskor #r extra stor fran subkliniskt infekterade histar.
Sjukdomsutbrott av salmonella eller pavisande av smittan far dessutom ofta stora ekonomiska
konsekvenser for djurhallaren. Férutom de kostnader som sjdlva sjukdomen ger i form av
veterindrvard, kastningar, etc. liggs oftast restriktioner pa anldggningens verksamhet, in- och
uttransport av djur, markanvindning m.m.

I manga stallar ir isoleringen av nyanldnda héstar bristfillig och en nyintroducerad smitta
sprids da snabbt. Rasthagar i anslutning till stall 4r ofta sma och utnyttjas hart med kraftigt
gddselinblandning och upptrampad mark som foljd. Endast undantagsvis sker regelbunden
mockning eller preparation av underlaget med t.ex. drinering, grusning, marknit, etc. Godsel
fran infekterade héstar utgor den storsta risken for smittspridning (Clarke och Gyles, 1993).
Rasthagarna &r av stor betydelse for spridning och bevarande av smittan i anldggningen samt
kan dven vara en killa for spridning av smitta till andra histar och till miljon. Manga stallar har
begrinsad tillgang till mark vilket gor att tomhallning respektive sanering av rasthagar ar
problematisk. Alternativ mark for utevistelse saknas ofta. Tomhallning kan dérfor leda till
praktiska, ekonomiska och juridiska problem, bade vad giller djurskydds- och
smittskyddsaspekter.

Salmonella i miljon har god formaga till 6verlevnad och kan under gynnsamma forhallanden
dven tillvixa (Mitscherlich och Marth, 1984). Otillrdcklig kunskap finns dock om hur linge
smittan finns kvar i den markmiljo som karaktiriserar histrasthagar och hur man ska ga
tillvdga for att bryta smittspridningen. Ett sétt att avdoda salmonellabakterier dr behandling
med slédckt kalk (kalciumhydroxid, Ca (OH),). Vid kalktillsats som ger ett pH-vérde pa over 12
inaktiveras mikroorganismer i godseln. Det krdvs dock att det hoga pH-virdet uppehalls under
en viss tid for att inte de biologiska processerna ska aterupptas. pH-nivan sjunker successivt
och kommer att normaliseras, men nir det sker beror pa hur mycket kalk som tillsitts.
(Tullander, 1982) Fram till att pH normaliserats #r det viktigt att tomhalla hagen, dels p.g.a.
smittrisk men dven p.g.a. risken for fritskador pa histarnas hud och hovar.

Malsittningen med detta projekt har varit att studera Overlevnaden av salmonella i
histgddselbemingd jord, med och utan tillsats av kalk. En 6kad kunskap om hur linge smittan
finns kvar i godselbemingd mark samt hur smittspridningen kan brytas kan vara till stod for
histnidringen vid hantering och sanering av salmonellaférorenade rasthagar.
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MATERIAL OCH METODER

Forsokupplagg

Studien har utgjorts av fyra delforsok (I-IV). Delforsok I-III har varit inkubationsstudier som
utforts 1 laboratorieskala inomhus vid temperaturerna 4 och 14°C. Delforsok IV har varit ett
lagringsforsok som delvis utforts utomhus.

En bakteriestam av Salmonella Typhimurium nyligen isolerad fran histgodsel vid Statens
veterindrmedicinska anstalt (SVA), anvidndes som forsoksorganism. I forsoket inkluderades
dven bakterien Enterococcus faecalis som kontrollorganism. Infor varje forsoksstart odlades
bakterierna i niringsbuljong (Nutrient broth) 6ver natt vid 37 °C. Firsk hédstgodsel samlades in
fran friska héstar i anslutning till forsoksstart. Godseln forvarades i kyl och anvindes inom en
vecka. Prov togs ut for analys for att garantera att godseln var naturligt fri fran salmonella. Tva
olika jordtyper har anvints, en med hog sandhalt och en med hog lerhalt. Jordarna
analyserades med avseende pa innehall av mineralimnen, organiskt kol, pH, askhalt och
torrsubstans och forvarades 1 frys tills de anvéndes 1 forsok. Infor varje forsoksstart tinades jord
Over natt 1 4°C.

Vid forsoksstart preparerades (spikades) histgodseln med de 2 bakteriestammar som ingar i
studien, i en sapass hog koncentration att en eventuell avdodning litt kunde foljas med
kvantitativ odling av uttagna prov (>10° CFU/g godsel). Efter bakterietillsats blandades
histgddseln med sand- eller lerjord. I de olika forsoken har godsel blandats med jord i
forhallandena 1:9, 1:1 och 9:1 baserat pa vikt/vikt. Jord/godselblandningen fordelades sedan i
sa pass manga 100 mL falconrér som behovdes for varje forsoksomgang. Flaconroren hade
lufthal i locken och placerades i provrorsstill i respektive lagringstemperatur.

Vid varje provtagningstillfille utfordes en kvantitativ analys av bade Salmonella och
kontrollorganismen genom direktodling pa selektivt media efter att en spidningsserie (1:9)
utforts. Direfter beridknas antalet kolonier (CFU= colony forming unit) per gram prov.
Detektionsgriansen dr 1xE+2 antal bakterier per gram prov. Dessa metoder &dr baserade pa
NMKL-metod (Nr 71 Se upplagan, 1999 samt Nr 68 3e upplagan, 2003), som av SVA
anpassats for detektion av Salmonella Typhimurium samt Enterococcus faecalis i jord- och
gddselprov.

Delforsok I

Detta forsok syftade till att utvérdera effekten pa dverlevnaden av salmonella av olika sitt att
tillsétta kalk till godselbeming jord. De tva olika jordtyperna mixades med spikad histgodsel i
forhallandet 1:1 och fordelades i falconror, som beskrivet ovan. Sedan tillsattes 1% kalk i
form, av kalciumhydroxid (Ca (OH),), pa foljande tre sitt:

1) Totalinblandning av kalk 1 jord/gddselmixen

2) Kalk tillsatt pd ytan av jord/gddselmixen som sedan vattnades med 15.5 ml vatten
(motsvarande 25 mm “regn” d.v.s. 25 1/m2)

3) Kalkslam lagt pa ytan av jord/gddselmixen

Totalinblandning skedde i plastpasar, som sedan aterfordes till falconréren. Som kontroll
utfordes dven en alternativ behandling 1 form av enbart luftning av jord/godselblandningen,
d.v.s manuell omblandning av prov utan kalktillsats. Proven lagrades i 14°C och provtagning
skedde dag 0, 2, 6 och 15. Mingden salmonella analyserades enligt beskrivning ovan.



Slutrapport till Stiftelsen Svensk Héstforskning
Anslagsnummer: H0747195

Delforsok I1

Detta forsok syftade till att mer utforligt studera hur pH i jord/godsel blandade i olika
proportioner paverkades efter tillsats av olika méngder kalk. En pH-profilstudie utfordes for att
identifiera den kalktillsats didr pH stannar over 12 1 minst 7 men max 14 dagar, vilket bor
motsvara optimala férhallanden for sanering av en héstrasthage.

Jord/godsel i forhallandena 1:9, 1:1 och 9:1 for respektive sand och lerjord, totalinblandades
med 1%, 1.5%, 2% eller 4% kalk. Proven lagrades direfter i 14°C. Jord/godselprover med
kalktillsats pa 2 % lagrades #ven i 4°C. Mitning av pH gjordes dag 0, 1, 2, 3, 4, 7, 10, 14, 21
och 28.

Delforsok II1

Effekten av totalinblandning av 2% kalk pa oOverlevnaden av salmonella samt
kontrollorganismen foljdes kvantitativt vid tva olika lagringstemperaturer (14°C samt 4°C) i
sand- respektive lerjord. Under forsoksperioden har provtagning skett dag O, 1, 3, 6, 14, 21 och
28. Forutom analys av bakterier mittes jord/gddselblandningens pH vid varje provtagning.
Alla behandlingar utfors i duplikat, enligt forsoksuppstéllning nedan (Figur 1).

Sandjord Sandjord
med 90 % godsel med 10 % godsel
Kalk: 2 % %0 Kalk: 2 %
4°C 14°C  4°C 14°C 4°C 14°C 4°C 14°C
/AN /N /N /N /N /N /AN A
Lerjord Lerjord
med 90 % godsel med 10 % godsel
Kalk: 2 % %0 Kalk: 2 %
4°C 14°C  4°C 14°C 4°C 14°C 4°C 14°C

Figur 1. Schematisk bild over forsoksupplidgget i delforsok I11.

Delforsok IV

Overlevnaden av salmonella i godselbem:ingd jord (1:1) utan tillsats av kalk studerades under
4 manader. Proven lagrades i tillslutna inkubationskirl forvarade ytligt nergrivda i marken
utomhus, samt 1 luftade kirl vid 4 och 14°C inomhus. Vid forvaringen utomhus har
temperaturen foljts kontinuerligt med en temperaturlogger. Over forsoksperioden har prov
tagits efter 1 vecka samt 2, 3, 4, 5 och 6 manaders lagring. Proven har analyserats kvantitativt
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for analys av salmonella enligt ovan nimnda metod. Aven pH har mitts pa
jord/gddselblandningen vid varje provtagningstillfille.

RESULTAT

Delforsok I

Sittet att applicera kalk visade sig ha stor betydelse for den avdodande effekten pa salmonella
(Figur 2). I bade godselbemingd sand- och lerjord (1:1) visade sig endast totalinblandning av
kalk ha avdodande effekt pa salmonella (Figur 2). I den totalinblandade lerjorden detekterades
ingen salmonella efter dag 0 medan sma méngder detekterades fortfarande dag 2 och 6 i den
totalinblandade sandjorden. I sandjorden detekterades ingen salmonella vid provtagningsdag
15. Ovriga siitt att applicera kalk visade ingen skillnad i avdédning jaimfort med att endast lufta
jord/gddselblandningen, vilket gav liten effekt i sandjorden och ingen effekt i lerjorden (Figur
2).
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Figur 2. Overlevnad av salmonella vid olika kalkbehandlingar samt vid luftning utan kalk.

Delforsok I1

Alla kalktillsatser gav en initial hojning av pH fran cirka 7.4 (okalkad godselbemingd
sandjord) och 7.9 (okalkad godselbemingd lerjord) till cirka pH 12 (Figur 3). Vid 14 °C visade
det sig att mingden godsel som jorden blandats med paverkade pH-profilen i
jord/gddselblandningen. Ju hogre andel godsel desto snabbare normaliserades (sdnktes) pH-
virdet. Vid 90% godsel var det bara proven med 4% kalk som fortfarande hade ett pH kring 12
efter 7 dagars lagring. Detta hoga pH bestod dven vid forsokstidens slut efter 28 dagars lagring.
Vid 10% godselhalt bibeholls ett hogt pH-virde under minst 14 dagar vid kalkhalterna 1.5%,
2% och 4%. Vid 4°C och 2% kalkhalt bibeholls ett pH pa 12 under hela forsokstiden,
oberoende av godselmingd och jordtyp (Figur 4).
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Figur 3. pH i sand- och lerjord med olika godselhalt (10%, 50% och 90%) och kalkhalt (1%,

1.5%, 2% och 4%) lagrat i 28 dagar vid 14°C.
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Figur 4. Jimforelse av pH 1 sand- och lerjord med olika godselhalt och 2% kalk lagrat i 28
dagar vid 4 respektive 14°C.

Delforsok I1T

I alla prover med 2% kalkinblandning skedde en snabb avdddning av salmonella, oberoende av
jordtyp och lagringstemperatur (Figur 5). Vid 90% godselhalt har antalet salmonella sjunkit
under detektionsgriansen for analysmetoden efter lagring i mellan ett och tre dygn. Vid 10%
godseltillsats detekteras inga salmonella efter 1 dygns lagring i lerjorden. I sandjorden finns
salmonella kvar i proverna efter bade tre och sex dygns lagring, men kunde inte ldngre
detekteras vid provtagningstillfillet efter 14 dygn. I prov utan kalktillsats sjunker antalet
salmonella langsamt under hela forsoksperioden pa 28 dagar. Vid forsokets slut finns det
fortfarande kvar hoga mingder salmonella i de obehandlade kontrollerna.

For enterokocker gav 2% kalkinblandning en delvis langsammare avdddning &n vad det gjorde
for salmonella(Figur 6). Vid 90% godselmiéngd syns en tydlig effekt av lagringstemperaturen,
vid 4 °C gick det inte att detektera nagra enterokocker fran provtagningsdag 6 medan det
fortfarande fanns i relativt h6g méngd enterokocker kvar efter 28 dagar vid 14°C. Vid 10%
gddselmingd fanns inga enterokocker vid provtagningsdag 1 i lerjorden. I sandjorden med
10% godsel finns inte heller nagra enterokocker detekterade vid dag 1, men de dyker upp igen
vid dag 3 och 6. Pa samma sitt som for salmonellan sjunker antalet enterokocker langsamt
under hela forsoksperioden i de obehandlade kontrollerna, for att fortfarande finnas kvar i hog
mingd vid forsokets slut efter 28 dagar.
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Figur 5. Avdodning av salmonella i sand- respektive lerjord vid 90 och 10% godselhalt och

2% kalkhalt vid 4 respektive 14°C.
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Figur 6. Avdodning av enterokocker i sand- respektive lerjord vid 90 och 10% godselhalt och

2% kalkhalt vid 4 respektive 14°C.
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Delforsok IV

Efter 4 manaders lagring utan kalktillsats dr det endast i godselbemingd lerjord som forvarats
utomhus som méngden Salmonella sjunkit under detektionsgrinsen (Figur 7). I dvriga prov
finns fortfarande relativt hoga halter Salmonella kvar, dven om det skett en gradvis minskning
under lagringsperioden.
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Figur 7. Avdodning av salmonella i sand- respektive lerjord med 50% godselhalt utan tillsats
av kalk.

DISKUSSION

Denna studie har visat att behandling med slidckt kalk (kalciumhydroxid, Ca(OH),) &r ett
effektivt sitt att sanera salmonellakontaminerad mark. For att f4 en effektiv avdodning krivs
att kalk tillsétts i sadan mingd att hoga pH-virden uppnas. Resultaten visar att en kalktillsats
som ger ett pH-virde pa 6ver 12 avdodar mikroorganismer i godselbeméngd jord. Dartill krivs
att den hoga pH-nivan bibehalls i atminstone en vecka, detta for att forhindra atervixt av
salmonella. Under paverkan av koldioxid fran luften kommer pH-nivan successivt att sjunka i
bade jord och godsel, for att slutligen normaliseras. Men tiden detta tar beror pa ett flertal
faktorer. I detta projekt identifierades faktorer som mingden kalk som tillsats,
lagringstemperaturen och halten godsel i proportion till jord

For att undvika risken for fritskador pa héstars hud och hovar &r det viktigt att tomhalla en
sanerad histrasthage till dess att pH har normaliserats. Eftersom manga stallar har begriansad
marktillgang dr det bra om tiden for tomhallning av rasthagar i samband med sanering &r sa
kort som mojligt. Optimala forhallanden #r saledes att ett hogt pH erhalls under cirka en
veckas tid, for att sdkerstilla att all salmonella dr avdodad, och sedan en relativt snabb
normalisering av pH, sd att hagen ater kan tas i bruk. Denna studie har visat att en
kalkbehandling pa cirka 2% 1 flera fall medfor att optimala forhallanden for sanering av
salmonella uppnas. Mingden godsel i forhallande till jord har dock visat sig ha paverkan pa
pH. Godsel, som till stor del bestar av organiskt material, har en buffrande effekt som gor att
pH-virdet sjunker snabbare. I kraftigt godselbeméngda rasthagar kommer dérfor en storre
méingd kalk att behovas vid en eventuell sanering. Men i fall med hog andel jord i forhallande
till godsel visade det sig att 2% kalk var en for hog kalktillsats. 1 dessa fall sags ingen
normalisering av pH, som forblev hogt under hela forsoksperioden pa 28 dagar. Saledes
kommer det vid sanering att behovas anpassning av méngden tillsatt kalk for att inte fordroja
mojligheten att sldppa histar 1 hagen igen. Ett praktiskt problem infor en sanering av en
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salmonellakontaminerad hage kommer vara svarigheten att bedoma halten godsel i hagen, och
dirmed vilken kalkmingd som ska anvindas. Dessutom ir inte godseln jamt spridd over
markytan i en rasthage, utan &r oftast koncentrerat till vissa delar av hagen. Problemet kan till
viss del kringgas om rasthagen kan mockas och harvas innan kalkning sker. Detta forsok har
dven visat att pH-virdet normaliseras snabbare vid en hogre temperatur, vilket ocksd maste
beaktas i utomhusforsok sa man kan optimera halten kalk vid en eventuell sanering.

Denna studie har visat att en effektiv avdodning av salmonella i hdstgodselbemédngd jord sker
redan efter en till ett par dagar efter tillsats av kalk. Detta kan jimforas med en Overlevnad i
flera manader upp till 6ver ett ar utan kalktillsats i godselbemingd jord (Plym-Forsell och
Ekesbo, 1996; Gray och Fedorka-Cray, 2001; Nyberg m.fl.). Det 4r dock viktigt att uppna en
pH-hojning 1 hela det kontaminerade materialet for att kalkbehandlingen ska vara en effektiv
metod for avdodning av salmonella. Resultaten fran denna studie visade endast avdodning av
salmonella efter att kalken blandats in ordentligt i materialet som ska saneras. De ©vriga
metoderna for applicering av kalk gav endast en pH-hojning lokalt dédr kalken kom 1 kontakt
med jord/gddselblandingen, 1 Ovriga delar av materialet skedde ingen fordndring av pH. I de
delar dér pH inte &dr hojt kommer salmonella att Gverleva, for att sedan aterinfektera resten av
materialet nir pH efter hand normaliseras. Enterokocker, som anvindes som kontrollorganism,
hade en ndgot bittre Gverlevnad dn salmonella i proven med hog godselhalt, men de tva
organismerna svarade likvirdigt pa kalkning i prov med lag godselhalt.

Jordarten har inte visat sig paverka 6verlevnaden av vare sig salmonella eller enterokocker i
detta forsok. Viss skillnad sags dock mellan de tva jordarnas pH-profil. Detta kan bero pa att
olika jordarter kan ha olika buffrande effekt, men @ven pd skillnader i jordarnas struktur.
Sandjorden som anvindes var vildigt finfordelad, vilket underlittade inblandningen av kalk,
medan lerjorden var mer aggregerad. Pa samma sitt kommer olika jordar ha olika struktur dven
i verkliga histrasthagar. I detta forsok har totalinblandningen av kalk skett i plastpasar, genom
att finférdela materialet for hand, vilket naturligtvis &r ldttare om jord- och gddselstruktur &r sa
lite aggregerad som mojligt. For att ta reda pa hur man pa ett rimligt sitt ska kunna
homogenisera materialet i stor skala krdvs vidare studier. En annan viktig fraga infor en
sanering av en salmonellakontaminerad hage dr hur djupt kalken ska blandas ner, vilket kan
bero pa strukturen och hur upptrampad/-blandad jorden och godseln &r i hagen.

En kraftigt godselbemingd histrasthage dr inte ldmpligt vare sig ur smittspridningssynpunkt
eller for en eventuell sanering. Hog halt av godsel fran infekterade histar medfor storre risk att
salmonella kvarstar i rasthagen. Dessutom krdvs mer kalk vid sanering. Eftersom
salmonellainfektion ofta forloper subkliniskt hos histar, och det sillan tas prov, sa dr
antagligen antalet rapporterade fall en grov underskattning av det antal héstar som faktiskt
urskiljer salmonella. I preventivt syfte dr det darfor viktigt med en regelbunden mockning av
hagar for att halla godselmingden nere. Rutiner behdvs for hantering av bade histar och
markytor nir rasthagar dr kontaminerade. For att undvika problem nér kalkningen av rasthagar
ska utforas i salmonellasmittade besittningar maste praktiska rekommendationer for hantering
och behandling av kontaminerade rasthagar utarbetas. Dessa rekommendationer bor baseras pa
att kalkning har testats och utvirderats utomhus 1 storre skala. Detta kommer att genomforas
under 2009-2010 1 ett fortséttningsprojekt finansierat av Stiftelsen Svensk Histforskning.
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