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Sammendrag
Det kan veere et stgrre problem med soppvekst i surfor som har hgyere tgrrstoffinnhold, slik

som hgyensilage, enn i vatere surfor. Soppvekst er spesielt ugnsket i hestefor da det blant
annet kan fgre til alvorlige luftveisproblemer, et problem som ikke bare gar utover dyrets
velvaere, men representerer et szrskilt problem innenfor hestesport da det hindrer hestens
atletiske prestasjoner. Soppfloraens sammensetning, samt hvilke produksjonsfaktorer som
forarsaker soppvekst i hgyensilage er et omrade med mangelfull kunnskap. Denne oppgaven
bestar av to deler, en litteraturdel og en del med egne undersgkelser. Det overordnede
malet var a undersgke temaet hygienisk kvalitet i hgyensilage beregnet for hest. Mer
spesifisert var malet 3 undersgke soppfloraen i hgyensilage produsert i Norge, og a se pa
arsak/virkning forholdet mellom produksjonsfaktorer og utviklingen av mugg- og gjeersopp i

denne typen for.

Det ble varen 2011 tatt ut prgver av hgyensilage, hovedsakelig fra 25 norske hestestaller
og/eller forprodusenter i Rogaland, Mgre- og Romsdal, Trendelags-fylkene, Nordland,
@stfold, Akershus, Buskerud, Oppland og Hedmark. Detaljerte spgrreskjemaer om
produksjonsfaktorer ble utfylt for hvert sted ved intervju av produsent. Det ble gjort
kjemiske og mikrobiologiske analyser av férprgvene og disse ble koblet sammen med

informasjonen fra spgrreskjemaene.

Arthrinium spp., Penicillium roqueforti og Mucor circinelloides var de soppene som forekom
hyppigst i de analyserte prgvene. Penicillium roqueforti en velkjent mykotoksinprodusent i
surfor. Det ble pavist mugg i syv av 21 prgver (33 %), mens gjeer ble pavist i alle prgvene.
Muggtallene var generelt lave og innenfor det som ansees som akseptert hygienisk kvalitet
pa norsk hgyensilage, med unntak av én prgve. Gjennomsnittsverdi for alle prgvene var log
1,2 cfu/g, og log 3,5 cfu for kun de syv prgvene med pavist mugg. Gjennomsnittlig gjaertall
var log 5,3 cfu/g. Fuktig og mildt kystklima kan synes a gke risikoen for framvekst av sopp,
sammenligna med det tgrrere og kjgligere (vinter)klima i innlandet, idet det ble pavist mugg
i 80 % av prgvene fra kystklima, men i bare 13 % av prgvene fra innlandet (p-verdi=0,005).
Det ble ogsa funnet mer gjaersopp i for fra fgrsteslatt enn i for fra andreslatt, henholdsvis log
5,6 og log 4,5 cfu/g (p-verdi=0,015). Det kunne ikke pavises at andre produksjonsfaktorer
hadde innvirkning pa den hygieniske kvaliteten med utgangspunkt i dette materialet.

Undersgkelsen er basert pa et svaert begrenset utvalg med prgver. Det kan ikke trekkes



endelige konklusjoner fgr materialet blir holdt sammen med tilsvarende, og mer omfattende

undersgkelser i Sverige.



Abstract
Fungal growth can be a more frequent problem in silage of higher dry-matter content, like

haylage, than in silage of lower dry-matter content. Fungal growth is particularly unwanted
in feed intended for horses as it can lead to severe airway problems, an issue in which not
only affects the animal’s wellbeing, but also represent a particular problem within
equestrian sports as it affects the athletic performance of the animal. The composition of
the fungal flora, along with which factors of production that causes fungal growth in haylage,
is an area of deficient knowledge. This thesis consists of two parts, a literature study and a
section of own studies. The overall goal was to investigate the subject of hygienic quality in
haylage intended for horses. More specifically, the goals were to investigate the fungal flora
of haylage produced in Norway, and to address the cause and effect relationship of

production factors and the development of molds and yeasts in this type of feed.

In the spring of 2011, it was gathered 25 samples of haylage, mainly from horse stables
and/or feed producers within the counties of Rogaland, Mgre- and Romsdal, North and
South Trgndelag, Nordland, @stfold, Akershus, Buskerud, Oppland and Hedmark. Detailed
guestionnaires concerning production factors were completed for each place by interview of
the producer. It was performed both chemical and microbiological analysis, and these where

combined with the information from the questionnaires.

Arthrinium spp., Penicillium roqueforti and Mucor circinelloides were the most frequently
isolated fungi in the analyzed samples. Penicillium roqueforti is a well-known mycotoxin
producer in silage. It was demonstrated mold growth in seven of the 21 samples (33 %),
while yeast was detected in all samples. The mold numbers were generally low and within
the values considered as acceptable for haylage in Norway, with the exception of one
sample. The man values for all the samples were log 1,2 cfu/g, and log 3,5 cfu/g for the
seven samples with mold growth. The mean value for yeast was log 5,3 cfu/g. A moist and
mildly coastal climate can seem to increase the risk of fungal growth, compared with the
drier and colder (winter)climate of the inland, as it was detected mold growth on 80 % of the
samples from coastal climate, but in only 13 % of the samples from inland areas (p-
verdi=0,005). It was also found significantly more yeast fungi in samples of first cut haylag
compaired to second cut haylage, log 5,6 cfu/g and log 4,5 cfu/g respectively (p-

verdi=0,015). Other factors of production did not show any effects on the hygienic quality



based on this material. This investigation is based on a very limited set of samples. It cannot
be drawn definite conclusions before the material is compiled with corresponding, and more

extensive investigations in Sweden.
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1.0 Innledning

Hesten er fra naturens side en gresseter og grovfor utgjgr en stor del av den naturlige
forrasjonen. For a opprettholde god helse og velferd, og for at hestene skal kunne prestere
optimalt er det viktig at foret er av god kvalitet. Ved siden av nzeringsinnholdet er det den
hygieniske kvaliteten som er avgjgrende for standarden pa foret. | Forskrift om Velferd for
hest (FOR-2005-06-02-505) er det presisert at hester skal ha for som er av god hygienisk
kvalitet. Det er i dag et voksende marked for hestefor i Norge, mye pa grunn av gkningen i
antallet hester, men ogsa fordi etterspgrselen etter for av god kvalitet tilpasset hest har gkt
(Norges Bondelag 2007). | dag importeres mye av hesteforet fra Sverige, noe som betyr at
det er rom for gkt produksjon av norsk hestefér. Dette krever imidlertid kunnskap med

tanke pa forkvalitet og hestens behov.

Tradisjonelt har hgy vaert det vanligste hesteféret, men bruken av hgyensilage til hest har
fatt gkende popularitet de senere arene ettersom produksjon av storballer med surfér har
blitt en mer og mer dominerende produksjonsform her i landet. | en spgrreundersgkelse
blant 683 norske hesteeiere oppga 69 % av hesteeierne hgy som hovedfor, mens hele 56 %
oppga at de benyttet hgyensilage, enten alene eller ssammen med andre typer grovfor
(Farstad & Vik 2012). Vatere surfor ble brukt av 35 % av respondentene i denne

undersgkelsen.

Heyensilage har mange fordeler sammenlignet med den mer tradisjonelle hgyforingen;
kortere t@rketid og dermed mindre vaeravhengighet, ikke behov for lagringsplass inne samt
mindre mengder svaert sma stgvpartikler (Seguin et al. 2010; Vandenput et al. 1997). Ved
sammenligning med vatere surfér er det, pa grunn av det lavere vanninnholdet, mindre
problemer med frost i hgyensilage pa vinteren, noe som letter den manuelle utféringen som
er vanlig i hestehold. Det kan imidlertid vaere et st@rre problem med soppvekst, og da
spesielt mugg, i surfér med hgyere t@rrstoffinnhold enn i vatere surfér (O'Brien et al. 2008;
Seguin et al. 2010). Soppvekst er sterkt ugnsket av flere arsaker. Mugg- og gjeersopp kan
blant annet fgre til naeringstap, forstyrrelser i fordgyelsessystemet (Kamphues 1996), og
muggsopp kan i tillegg gi alvorlige helseplager som luftveisproblemer (Robinson 2001). Dette
er spesielt problematisk hos hester da de er unike blant husdyra i at deres produksjon ofte
er atletiske prestasjoner som krever maksimal lungekapasitet. Enkelte muggsopper kan ogsa

produsere giftstoffer som kan fgre til blant annet problemer med reproduksjon (Minervini et
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al. 2010) og nedsatt immunforsvar (Scudamore & Livesey 1998) eller representere en risiko

for forgiftninger i seg selv.

Soppfloraens sammensetning, samt hvilke produksjonsfaktorer som forarsaker soppvekst og
mykotoksindannelse i hgyensilage er et omrade med mangelfull kunnskap, og det finnes lite
informasjon om hva som er normalt og skadelig innhold (i.e. referanseverdier) av mugg og
gjeer i slikt for. Den mykologiske sammensetningen og omfang av soppforekomst er bedre
kartlagt bade av surfor i silo (Auerbach et al. 1998) og i vatere rundballer (O'Brien et al.
2005; O'Brien et al. 2008; Skaar 1996). Det er ikke automatisk slik at disse referansene kan
overfgres direkte til 3 gjelde for hgyensilage, og det er lite data tilgjengelig pa dette omradet

nar det gjelder norsk hgyensilage.

Denne oppgaven bestar av to deler, en litteraturdel og egne undersgkelser. Det overordnede
malet med denne oppgaven er a undersgke temaet hygienisk kvalitet i hgyensilage beregnet
for hest. Det vil legges vekt pa hygieniske kvalitet i form av soppvekst. Mer spesifisert er
malet a undersgke soppfloraen i hgyensilage produsert i Norge, og a se pa arsak/virkning
forholdet mellom produksjonsfaktorer og utviklingen av mugg- og gjersopp i denne typen

for.
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2.0 Litteratur

2.1 Ensilering

Ensilering er en metode for a konservere vannrikt for, og konserveringen skjer ved hjelp av
kontrollert (mikrobiell) gjeering under lufttette forhold (McDonald 1991). Gjeeringen skjer
ved at melkesyrebakterier (LAB) forbruker vannlgselige karbohydrater i foret og produserer
organiske syrer, saerlig melkesyre. Syreproduksjonen sgrger for lav pH og sammen med
anaerobe forhold gjgr det at mange ugnskede mikroorganismer, som
smgrsyreproduserende klostridier, ikke klarer a vokse. Denne prosessen bidrar til 3 gjgre
foret lagringsdyktig over lengre tid. Det er spesielt viktig @ utestenge luft for a hindre
varmgang og oppblomstring av mugg, gjeer og ugnskede bakterier. Betegnelsen surfor, ogsa
kalt ensilage, beskriver for som har giennomgatt en slik ensileringsprosess og er et begrep

som favner for med ulikt tgrrstoffinnhold.

Surfor i Norge er gjerne lite fortgrka og ligger pa et tgrrstoffinnhold mellom 20 og 30 % og
med en pH pa ned mot 4,2. | denne oppgaven vil begrepet vatere surfor bli brukt om dette
surforet. Hpyensilage er en betegnelse som brukes pa sterkt fortgrka surfér som vanligvis
har et tgrrstoffinnhold pa rundt 50 % og over (Miiller et al. 2011). | slikt for kan gjerne pH-
verdien ligge over 5 uten at det fremmer vekst av ugnskede mikroorganismer (Weissbach
1996). Vanlig pH i nyslatt gress er til sammenligning rundt 6, eller litt over (Mo 2005). Siden
melkesyreproduksjon er avhengig av et visst vanninnhold foregar det derfor begrenset
gjeering i hpyensilage og det er i hovedsak tgrkingen og det anaerobe miljget som bevarer
foret. Det anaerobe miljget gir ogsa en oppkonsentrering av CO,, som produseres av
gressmassens og mikroorganismenes anding. Surfor kan enten lagres i silobeholdere og
kalles da gjerne silofér, eller pakkes i baller, enten firkantede eller runde, med betegnelsen

rund- eller firkantballer.

2.1.1 Faser i ensileringsprosessen
Ensileringsprosessen kan deles inn i fire prinsipielle faser.

Fase 1; Den aerobe fasen
Rett etter slatt og pakking vil det fremdeles veere igjen luft i gressmassen. Dette vil

opprettholde respirasjonen hos plantene, og bade fakultativt og strengt aerobe

mikroorganismer er fremdeles aktive. Respirasjonen til plantene og mikroorganismene
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genererer varme. Planteenzymer er ogsa enda aktive og proteaser starter nedbrytinga av
proteiner til aminosyrer, mens karbohydraser sgrger for at mengden vannlgselige
karbohydrater (VLK) som er tilgjengelig for gjeering gker (Pahlow et al. 2003). Etter hvert som
gressmassen pakkes og tettes vil oksygeninnholdet i massen avta og mikrobefloraen vil
forandre seg slik at de anaerobe og fakultativt anaerobe mikrobene, som for eksempel
Lactobacillus, vil overta. For @ unnga oppformering av ugnskede mikroorganismer (e.g
klostridier, gjaer, enterobakterier og bacilli), og for a hindre stgrre naeringstap, er det viktig
og raskt oppna et anaerobt og eventuelt surt miljg (avhengig av tgrrstoffniva). Dvs. at for
rundballer bgr pakking av rundballer skje raskt etter pressing, og at tetting av silo skjer raskt
etter innlegging. | godt kuttet og pakket for, og ved rask pakking/innlegging, varer den
aerobe fasen kun i noen fa timer (McDonald 1991). Tilsetting av syre eller inokulanter vil gke
hastigheten pa pH senkningen.

Fase 2; Gjeeringsfasen

Gjeeringsfasen starter etter at oksygenet er brukt opp og varer i omtrent en uke, men kan
holde pa i over en maned avhengig av avlingas egenskaper og ensileringsforholdene (Pahlow
et al. 2003). Melkesyrebakteriene utnytter de vannlgselige karbohydratene i gresset til sin
energiomsetning, og produktet deres er hovedsakelig melkesyre. Dette gjgr at innholdet av
vannlgselige karbohydrater (VLK) gar ned ved ensilering. Andre fakultativt og strengt
anaerobe mikroorganismer som enterobakterier, klostridier og visse gjeer vil imidlertid
konkurrere med melkesyrebakteriene om substrat sa fort anaerobe forhold er oppnadd. Hvis
det er nok naering, dvs. VLK, vil forholdene ligge til rette for at melkesyrebakteriene skal
kunne produsere melkesyre i sa store mengder og senke pH sa lavt at andre, mindre
syretolerante mikroorganismer ikke lenger kan leve. Ettersom pH synker vil plantecellene

kollapse og frigi mer VLK, som igjen vil fremme melkesyregjeeringen (Jonsson 1989).

Melkesyra er det mest gnskelige sluttproduktet ettersom dette er den sterkeste syra og best
kan sgrge for tilstrekkelig pH senkning til 3 hindre ugnskede mikroorganismer. Den gir ogsa
minst energi- og t@rrstofftap. Det finnes i hovedsak to grupper av melkesyrebakterier,
homofermentative og heterofermentative. De heterofermentative danner i tillegg til
melkesyre ogsa eddiksyre, etanol og karbondioksid, mens de homofermentative
hovedsakelig danner melkesyre og derfor er mest effektive og gnskelige (McDonald 1991).

Sluttproduktet de to typene produserer er imidlertid avhengig av substratet som blir brukt.
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Nok lettlgselige karbohydrater og rask utestenging av luft er som nevnt avgjgrende for a
oppna god gjaering. Mangel pa lettlgselige karbohydrater vil kunne fgre til forstyrrelser i det
gnskede gjeringsforlgpet ved at de heterofermentative melkesyrebakteriene kan skifte til a
produsere eddiksyre og etanol istedenfor den sterkere melkesyra og der den gnskede pH
senkningen dermed ikke oppnas. For hgy pH kan fgre til en sakalt sekundaer gjaering, hvor
det resterende sukkeret i plantene, den produserte melkesyra og eddiksyra blir omdannet til
smgrsyre av sakkarolyttiske klostridier (Pahlow et al. 2003). Dette fgrer til en videre gkning i
pH fordi smgrsyra er svakere enn melkesyra og gir grobunn for andre, mindre syretolerante
mikroorganismer som proteolytiske klostridier og enterobakterier (Jonsson 1989; Lindgren
et al. 1985). Videre vil aminosyrer kunne bli nedbrutt til aminer og NHs (Pahlow et al. 2003),

noe som gir en darligere proteinkvalitet pa foret.

Lufttilgang gir leveforhold for ugnskede aerobe mikroorganismer og vil kunne fgre til blant

annet hgye gjeertall (Pahlow et al. 2003).

Fase 3; Den stabile fasen
Etter hvert som gjaeringshastigheten avtar og forutsatt at anaerobe forhold opprettholdes,

gar ensileringen inn i tredje fase, den stabile fasen. Antallet melkesyrebakterier reduseres og
tilslutt vil pH bli sa lav at veksten av melkesyrebakterier stopper opp fordi de blir hemmet av
egen syreproduksjon (Pahlow et al. 2003). Resultatet blir et stabilt surfor (McDonald 1991).
Forutsatt at det opprettholdes lufttette forhold, vil foret kunne forblii denne fasen i lengre
tid (flere maneder). Flere syretolerante gjaeersopper kan overleve denne fasen ved anaerob
metabolisme, samt at flere bacilli og clostridia kan overleve i sporeform.

Fase 4; Utféringsfasen

Nar surféret apnes vil gresset igjen utsettes for luft og det startes en aerob nedbryting.
Mikroorganismer som har veert tilstede, men uvirksomme under ensileringa vil begynne 3
vokse. Eksempler pa disse er gjeer og eddiksyrebakterier. Som fglge av den aerobe
nedbrytingen vil resterende VLK og gjeeringsprodukter forbrukes, temperatur og pH stige og
det skjer en varmgang i massen (Muck et al. 1991). Aerob stabilitet er en betegnelse som
brukes pa den tiden det tar fra dapning til en malbar forandring i temperatur eller pH kan
pavises (Muck et al. 1991). Tempo og intensitet pa den aerobe nedbrytingen er avhengig av
mange faktorer bl.a temperatur pa omgivelsene og denne det kan ta alt fra noen timer til

flere uker f@r aerob nedbryting pavises (McDonald 1991). Prosessen gar saktere pa vinterstid
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nar temperaturen er lavere. Hgye gjeertall og stor varmeproduksjon ved innlegging vil kunne
gi mer varmgang og darligere aerob stabilitet ved apning og det er ofte gjeer som initierer
den aerobe nedbrytingen (Lindgren et al. 1985). Dette fordi gjaersopp har en mye raskere
metabolisme ved tilgang pa luft, og siden de kan overleve ensileringen med minimale
mengder O, vil en stor populasjon ved innlegging kunne blomstre opp ved apning. Er det i
tillegg mye tilgjengelig substrat, som sukker, vil gjeersoppen kunne produsere mye etanol.
Ved forsinket tetting under pakking/innlegging er det hovedsakelig plantenes respirasjon
som forarsaker varmgang, mens det ved apning vanligvis er aerobe mikroorganismer som
star for temperaturstigningen. Ofte skyldes det en sukksesjon, der gjeersopp starter opp
varmgangen, etterfulgt av muggsopp, varmekjeaere Bacillus-bakterier, og tilslutt

Enterobakteria (Lindgren et al. 1985; McDonald 1991).

2.2 Hygienisk kvalitet i surfor
Foruten den ernaeringsmessige kvaliteten, (energi, protein, vitamin- og mineralinnhold) og

gjeeringskvaliteten, (organiske syrer, sukker, ammoniakk og pH) er den hygieniske kvaliteten
en viktig del av kvalitetsbedgmmelsen. Med hygienisk kvalitet menes férets innhold av
ugnskede mikroorganismer som sopp og bakterier, muggsopp- og bakteriegifter. Generelt vil
0gsa stgv, midd, jord, kadaver osv. pavirke den hygieniske kvaliteten negativt. Ettersom det
foregar en begrenset melkesyregjaering og dermed en mindre senkning av pH i noe tgrrere
surfor (Johansen et al. 2010) og hgyensilage (Mdller 2005) pa grunn av det hgye
tgrrstoffinnholdet, vil en bedgmming av kvaliteten pa bakgrunn av gjaeringsprodukter veere
av mindre interesse og bedgmmelsen av den hygieniske kvaliteten veere desto viktigere i
kvalitetsbedgmmelsen av denne typen fér (Mdiller et al. 2011). Ved analyse av soppinnhold

oppgis det totale antall kolonidannende enheter (CFU), dvs. sporer.

Godt surfor, uansett tgrrstoffinnhold, skal lukte friskt og ikke ha synlige spor etter jord og
mugg. | Surférboka av Mo (2005) er det gitt felgende karakteristikker for subjektiv
bedgmmelse av surfor: “Godt surfor har lys, gulaktig til gulgrgnn farge og en svak syrlig lukt.
Mgrk, brunaktig farge kan tyde pa at temperaturen har veert for hgy under ensileringa, men
ogsa at det er et hgyt innhold av protein i gresset. Sterkt syrlig lukt kan tyde pa et hgyt
innhold av eddiksyre og dermed noe nedsatt naeringsinnhold. Mislykket smgrsyregjeering

kjennetegnes ofte av en slimete konsistens pa graset og en sterk og ubehagelig lukt som
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sitter i lenge etter at en har tatt i foret. Plantene skal ogsa beholde strukturen og ikke
smuldre opp og Igsne fra stilken ved handtering”. Foret skal heller ikke stgve. Darlig
hygienisk kvalitet kan bety gkt mengde sma stgvpartikler (Seguin et al. 2010; Vandenput et
al. 1997), og for som stgver mye kan tyde pa et hgyt innhold av muggsopp. Gjaersopp, blir
ansett som mindre farlig (Eurofins 2011c), da det ikke er kjent at de produserer
mykotoksiner. Det kan imidlertid veere vanskelig for et utrent gye a vite hva som er gjeer og
hva som er mugg og dermed potensielt farlig. Sgtlig, alkohollignende lukt er imidlertid et
tegn pa gjeer, og ikke mugg. Gjersopp er allikevel ugnsket i surfér ettersom den kan medfgre
store naeringstap. De konkurrerer med melkesyrebakteriene om substrat, og bidrar ikke til

en pH senkning i formassen ettersom sluttproduktet deres er etanol (McDonald 1991).

| tillegg til en subjektiv bedgmmelse vil det vaere behov for kjemiske analyser for a vurdere
kvaliteten pa surfor. Ved kjemisk analyse kan man tallfeste den hygieniske kvaliteten, og i
begrepet god hygienisk kvalitet ligger det at foret har lave sopptall. Med tanke pa soppvekst
anses den hygieniske kvaliteten pa surfor i Norge med tgrrstoff > 40 % for a vaere

darlig/nedsatt om de totale muggtallene overstiger log 4.5 cfu/g Tabell 1.

Tabell 1: Grenseverdier for mugg- og gjaersopp i surfor beregnet til hest, oppgitt i log cfu/g
(Eurofins 2011b).

Ts<35% Ts>40%
Bra Darlig Bra Darlig
Muggsopp <25 >4,0 <3,0 >4,5
Gjaersopp <3,0 > 4,5 <4,0 >6,0
Aspergillus fumigatus <2,0 >2,0 <2,0 >2,0

Som det videre fremgar av Tabell 1, er tilsvarende grenseverdiene for vatere surfor (<35 % ts)
log >4 cfu/g. Kamphues (2005) foreslo at grovfor med muggtall over log 5 cfu/g var suspekte
og at for med muggverdier pa log 6 cfu/g skulle kastes. For gjaer oppga han at féor med
verdier pa log <4 cfu/g kunne brukes, mens for med gjzertall pa log 5-6 cfu/g indikerte sterk
aerob nedbryting og representerte en pafglgende risiko for gassproduksjon i
fordgyelsessystemet som igjen kan fgre til kolikk symptomer (Kamphues 2005). Surfor med

gjeertall over log 5 cfu/g er spesielt utsatt for aerob nedbryting (Jonsson 1989; McDonald
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1991), men generelt aksepteres det noe hgyere gjaertall enn muggtall siden det ikke regnes

som like farlig for dyret med gjeer. Grenseverdier for og hgy er vist i Tabell 2.

Tabell 2: Grenseverdier for mugg- og gjeersopp i hgy beregnet til hest (Eurofins 2011b).

log cfu/g
Muggsopp total <5,5
Muggsopp - lagringsflora <5,0
Aspergillus fumigatus <2,0

| en undersgkelse av gjennomsnittlige muggtall i rundballesurfér av normal kvalitet (med
antatt lavt ts innhold) i Norge ble det funnet verdier pa log 5,5 cfu/g (median log 2 cfu/g),
mens verdiene i forringet surfér var log 6,6 cfu/g (median log 4,7 cfu/g) (Skaar 1996). Begge
disse verdiene overstiger de anbefalte grenseverdiene for surfor tiltenkt hest i Norge
(Eurofins 2011b). Tall for synlig muggkontaminert surfor fra ulike regioner i Irland var ogsa
hgye og |3 i gjennomsnitt pa log 5 cfu/g (O'Brien et al. 2008). | en undersgkelse av hygienisk
kvalitet i grovfor i sveitsiske staller ble det funnet muggtall med en median pa log 2,9 cfu/g i
hgyensilage klassifisert som tilstrekkelig god, mens det i lett forringet hgyensilage ble funnet

en median pa log 5,5 cfu/g (Wichert et al. 2008).

Miiller et al. (2011) fant at gjennomsnittlige muggtall for prgver av hgyensilage fra 18
svenske garder generelt var lave, henholdsvis log 1,78 cfu/g og log 2,11 cfu/g for prgver tatt
pa var- og hgstparten. | en tidligere studie av samme forfatter (Mdller et al. 2008), der det
ble gjort sammenligninger av vatere surfor, hgyensilage og hgy i Sverige, ble det i det vatere
surforet funnet muggtall pa i gjennomsnitt log 2,0 cfu/g, i heyensilage log <1,7 cfu/g og log
2,8 cfu/g i hgy. For gjeer var tallene for vatere surfor, hgyensilage og hgy henholdsvis log 3,4,

3,6 0g <1,7 cfu/g i denne studien (Muller et al. 2008).

Samme forfatter gjorde i 2005 en studie der det ble sett pa virkningen av ulike
konserveringsmetoder pa mikrobiell og kjemisk sammensetning i foret, og her ble det ikke
funnet mugg i det vate surforet (33,9 % TS), mens muggtallet for hgyensilage (49,6 % TS) var
log 2,57 cfu/g (Muller 2005).
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Ved bedgmmelse av kolonidannende enheter i féret bgr man imidlertid ha med i
betraktningen at soppslekter sporulerer ulikt og i ulike mengder slik at tall pa sporer fra
sopper innen ulike slekter vil ngdvendigvis ikke gi definitive data pa soppaktiviteten i test
materialet (Jarvis et al. 1983) og tall pa dette bgr vurderes med forsiktighet og ikke som et
endelig mal pa kvaliteten men mer som en rettesnor. Det er ogsa forskjell pa hvor farlige de
ulike soppartene er. Noen kan produsere giftstoffer, som for eksempel Penicillium,
Aspergillus og Fusarium, mens andre ikke kan det, som for eksempel arter i Mucor slekten,
og hgyere antall av en mindre farlig sopp kan bety mindre risiko enn et lavt antall av en

potent mykotoksinprodusent.

Vannaktivitet er et begrep som brukes pa lagringsstabilitet og regnes ut som den relative
fuktigheten som omgir foret/100 (Pelhate 1977). Vannaktivitet er ikke det samme som
vanninnhold, men et mal for hvor mye av vannet som er fritt og ubundet i et produkt
(Nofima 2012). Lav vannaktivitet betyr mindre fritt vann, mens hgy vannaktivitet betyr mye
tilgjengelig vann for mikroorganismene. Lav vannaktivitet gjgr forholdene vanskeligere for
mikroorganismer som bakterier og mugg, og det er dette flere konserveringsmetoder
baserer seg pa. For eksempel sa hindrer salting og sukring vekst av mikroorganismer ved a
redusere mengden av fritt vann. Eurofins Norge har satt maksimal grense for akseptabel
vannaktivitet i hgy til hest til 0,75(Eurofins 2011a). En grense for vannaktivitet pa under 0,75
vil imidlertid ikke utelukke vekst av gjaer- og muggsopp, siden flere kan vokse ved en
vannaktivitet ned til 0,60 (Davenport 1980). De fleste muggsopper krever imidlertid en
vannaktivitet pa over 0,80 for a vokse, mens bakterier gjerne krever over 0,90 (Nofima

2012).

2.2.1 Helserisiko knyttet til sopp
Grovfor utgjer en stor del av forrasjonen til hester og inntak av og kvalitet pa grovforet er

derfor av stor betydning. Helserisiko knyttet til hygienisk kvalitet i surfor skyldes i hovedsak
infeksjon av ugnskede mikroorganismer eller forgiftninger av toksiner de har produsert. Hest
regnes ogsa som mer fglsomme for darlig hygienisk kvalitet enn drgvtyggere. Faktorer som
kan predisponere dyret for infeksjon er nedsatt immunforsvar, langtidsbruk av antibiotika
eller immunhemmende midler som kortikosteroider, i tillegg til feilernaering og hay

eksponering av kontaminantene, som for eksempel soppsporer (Quinn et al. 2002). Hgye
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muggtall (over log 5,5 cfu/g) blir sett pa som farlig for dyrs helse pga. at det antas a
representere en stgrre sjanse for mykotoksinproduksjon ((Gedek 1974), sitert i (Keller et al.
1998)). De patogene mekanismene knyttet til soppsykdommer er i hovedsak
hypersensitivitet og pafglgende utvikling av astma/allergier, skadelige virkninger knyttet

direkte til soppen (mykoser) eller toksinproduksjon (mykotoksikoser) (Quinn et al. 2002).

Hester er atleter og optimal atletisk prestasjon krever maksimal lungekapasitet.
Luftveissykdommer har blitt identifisert som en av hovedarsakene til trenings- og
konkurranseavbrudd hos fullblodshester (Wilsher et al. 2006) og darlige prestasjoner hos
sportshester (Martin et al. 2000). En av arsakene satt i sammenheng med luftveissykdommer
er soppvekst i for. Astma, eller Recurrent Airway Obstuction (RAO), er en kronisk
betennelseslidelse som hemmer de nedre luftveiene (Robinson 2001), og er ganske vanlig
hos hester som star oppstallet store deler av aret og féres med hgy. Sykdommen
kjennetegnes av astmalignende symptomer som kronisk hoste, hurtig, anspent pust, nasal
utflod og slimopphopning samt anspent bukmuskulatur, sakalt “heaveline” (The Merck
Veterinary Manual 2011). RAO antas a vaere en allergisk respons til inhalering av organisk
stgv med spesifikke antigener (antistoffgenererende molekyler), og det er spesielt
varmekjaere mugg og actinomyceteer som Aspergillus fumigatus og Faenia rectivirgula som
forbindes med sykdommen (McGorum et al. 1993). Hovedkilden til organisk stgv er grovfor
og boksstrg, og det er funnet at hgy inneholder mer stgv og aeroallergener enn hgyensilage
(Vandenput et al. 1997). Luftveissykdommer blir ofte mer gjeldende hos eldre hester og kan
veere en fglge av lang tids utsetting for antigener i for eksempel stgv. Noe av arsaken til at
hest er mer plaget enn andre dyr kan derfor veere at hester lever lengre enn andre
produksjonsdyr og at det derfor blir mer synlig. Muggkontaminert fér kan ogsa fgre til
astma, kalt Farmer’s lung, hos mennesker som handterer foret (Roussel et al. 2005). Mye av
behandlingen av denne typen lidelser baserer seg pa optimering av miljget til hesten,
spesielt med tanke pa luftkvalitet for eksempel ved a la hesten vaere ute sa mye som mulig
og benytte for og strg med minimal stgvbelastning og hgy hygienisk kvalitet, gjerne bytte til

hgyensilage eller vatere surfor.

Mange sopper har blitt assosiert med systemiske og lokale infeksjoner (mykoser) (Wilkinson
1999) og disse kan kategoriseres etter stedet de affekterer (Quinn et al. 2002). Overfladiske

mykoser vil gjelde overhud og slimhinner, underhudsinfeksjoner rammer laer- og
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underhudsvev, mens systemiske infeksjoner kan ramme luftveiene, fordgyelseskanalen og
andre organsystemer (Quinn et al. 2002). Guttural pouch mykose/aspergillose, er en
infeksjon som rammer slimhinnene i luftveiene hos hester og forarsakes oftest av sopp,
spesielt av arter i Aspergillus-slekten (Lepage et al. 2004). Det er imidlertid ikke sa ofte man
ser tilfeller av denne sykdommen. | en studie av 64 hester med hudproblemer der det var
mistanke om soppinfeksjon, fant Figueredo et al. (2011) at 28 % av hestene testet positivt
for Geotrichum candidum og konkluderte med at denne soppen, som er vanlig i surfor

(O'Brien et al. 2008; Skaar 1996), kan spille en rolle i utviklingen av hudinfeksjoner.

Mykotoksikoser er forgiftninger som skyldes mykotoksiner og kjente mykotoksiner som er
forbundet med forgiftninger er blant annet zearaleone, aflatoksiner og deoxynivalenol
(DON). Tilfeller der mykotoksiner har fgrt til abort hos gris er kjent (Gareis 1993), men i en
studie av effekten av mykotoksiner pa reproduksjon hos hopper ble det ikke funnet relevant
gstrogeneffekt av mykotoksinet zeareleone og det ble konkludert at hester kanskje ikke er
like sensitive som griser (Aurich 2006). Det er derimot funnet at det samme toksinet har
toksisk virkning pa sperm hos hingster (Minervini et al. 2010). Giftigheten av mykotoksinene
er konsentrasjonsavhengig, mykotoksiner i grovfor kan ikke utvannes slik som er vanlig med
korn. Problemer med at mykotoksiner kan overfgres til produkter som melk og kjgtt er ikke
av stor betydning hos hester ettersom hesten fgrst og fremst er en atlet og ikke et

produksjonsdyr.

Det er vanskelig @ pavise en sammenheng mellom sykdom hos dyr og mykotoksinforgiftning,
men flere tilfeller av for eksempel produksjonssvikt mistenkes a vaere forrelatert, og da
mykotoksinforarsaket. Polyneuropati er en nervesykdom som kjennetegnes av
muskelsvakhet og overkoding nar den rammer hester. Arsaken til sykdommen er ikke kjent,
men den settes i sammenheng med darlig hygienisk kvalitet i for. Det har i den senere tiden
blitt gjort en undersgkelse som beskriver 75 tilfeller i Norge av hester med svakheter i
bakbeinenes strekkesener, noe som fgrte til at de “kodet over” og falt sammen i bakbeina
(Hanche-Olsen et al. 2008). Det ble funnet hgye muggtall i syv av ni grovférprgver (hgy og
surfor) som de bergrte hestene var blitt foret med. Det ble konkludert med at den mest
sannsynlige forklaringen var en doseavhengig toksisk pavirkning og at dette trolig var
foringsrelatert (Hanche-Olsen et al. 2008). Det ble ikke undersgkt om det var produsert

mykotoksiner, sd om skadene i sa fall kunne vaere forarsaket av soppen i seg selv, eller
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eventuelle mykotoksiner er uklart. Men de dominerende muggsoppene som ble funnet var i
slektene Aspergillus og Penicillium, begge potente mykotoksinprodusenter. For eksempel
kan Penicillium roqueforti, den mest vanlige mykotoksinproduserende muggsoppen i surfor
(Nout et al. 1993; O'Brien et al. 2008; Skaar 1996), produsere roquefortine C i surfor

(Auerbach et al. 1998), et mykotoksin med neurotoksiske (paralyserende) egenskaper.

Helserisiko knyttet til bakterier dreier seg i hovedsak om forurensing av féret med skadelige
bakterier som hgrer til slektene Clostridium spp., Listeria spp. og Enterobakteria spp. Disse
kan komme inn i féret via jordinnblanding og kadaverrester og- eller gjgdselrester. Bakterier
av denne typen kan skape forstyrrelser i fordgyelsen eller fgre til forgiftninger. Det er
hovedsakelig C. botulinum, som er av bekymring. Denne bakterien kan, under gitte forhold,
produsere nervegiften botulin, som kan fgre til dgdsfall, selvi sma mengder . De tgrre
forholdene og den lave vannaktiviteten som fins i hgyensilage er imidlertid normalt
ugunstige for oppblomstring av skadelige bakterier. Klostridier er derfor sjelden a finne i

hgyensilage (Miiller et al. 2008).

Darlig hygienisk kvalitet generelt kan generelt sett gi et for med lav smakelighet, noe som
kan fgre til et lavere foropptak. Kyr har vist tegn pa nedsatt appetitt nar de har blitt féret
med korn som har veert kraftig infisert med P. roquefortii (Haggblom 1990). Nedsatt
allmenntilstand, forstyrrelser i fordgyelsessystemet som nedsatt fiberfordgyelighet som
fglge av forandringer i mikrofloraen (Kamphues 1996), diare, nedsatt immunforsvar (Pier et
al. 1980) samt lever og nyreproblemer (Scudamore & Livesey 1998), er andre mulige

konsekvenser av soppinfestert for.

2.3 Mikrofloraen i gress og surfor
Epifyttfloraen er mikroorganismene som finnes naturlig pa staende gress/férvekster. Det

totale antallet mikroorganismer pa ferskt gras varier mellom 10° og 10° per g for (Mo 2005),
og bestar av bade aerobe og fakultativt anaerobe mikroorganismer. Sammensetningen og
antall av de ulike artene varierer med planteslag, arstid, vaerforhold, gjgdsling osv. Den
typiske sammensetningen og antall innen hver gruppe av bakterier og sopp pa gress ved
hgsting er vist i Tabell 3. Som det fremgar av tabellen er ofte mikroorganismene tilstede i

veldig varierende antall. Generelt vil antallet mikroorganismer pa stdaende plantematerialet
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pke ettersom alderen pa materialet gker (Mo, 2005). @kningen har vist seg a veere litt
forskjellig for de ulike mikroorganismene, og i en studie av fgrsteslatt hgstet pa tre ulike
tidspunkt utfgrt av Miller (2009), gkte tallene for melkesyrebakterier, gjaer, mugg og
enterobakterier med gkt utviklingstrinn, mens tallene for klostridier forble uforandret. |
ferdig hgyensilage av det samme plantematerialet gav senere hgstetidspunkt kun hgyere

gjeer og melkesyretall (Muller 2009).

Tabell 3: Typisk antall og sammensetning av bakterier og sopp pa staende gress ved hgsting
(Pahlow et al. 2003).

Antall kolonidannende
Gruppe av mikroorganismer
enheter pr. g gress

Totale aerobe bakterier >10 000 000
Melkesyrebakterier 10-1 000 000
Enterobakterier 1000 - 1 000 000

Gjeer og gjeerlignende sopp 1000 - 100 000

Muggsopp 1000 - 10 000
Klostridier (sporer) 100 — 1000
Bacilli (sporer) 100 - 1000
Eddiksyrebakterier 100 - 1000
Propionsyrebakterier 10-100

Melkesyrebakterier er de mikroorganismene som er mest avgjgrende for en vellykket
gjeering. De kan veere tilstede pa det staende gresset i lave antall (Stirling & Whittenbury
1963), men det er funnet at antallet gker dramatisk etter slatt (Lin et al. 1992). Den
mikrobielle floraen i ferdig surfor er veldig forskjellig fra den som finnes pa stdende
materiale (Pahlow et al. 2003). Bade artssammensetning og totalt antall mikroorganismer vil

endres nar lufttette forhold oppnas og anaerobe organismer vil overta for de aerobe.

Mikrofloraen i surfor kan grovt sett deles inn i gnskede og ugnskede mikroorganismer. De
gnskede mikroorganismene er i hovedsak melkesyrebakterier, og de ugnskede er sopp,

klostridier, enterobakterier, bacilli, mugg, listeria og eddiksyrebakterier (McDonald 1991).
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2.3.1 Sopp
Sopper er heterotrofe, eukaryote organismer, og vokser enten som encellede (gjaer) eller

flercellede kolonier (mugg). Soppriket er et eget rike pa linje med dyr, planter og bakterier
og kan deles inn i tre divisjoner; Ascomycota, Basidomycota og Zygomycota, og disse kan
skilles fra hverandre ved hjelp av karakteristikker av deres kjgnnslige livsstadie (Quinn et al.
2002). Teleomorfer brukes om et kjgnnet formerings stadie, og anamorfer brukes om et
ukjgnnet (vegetativt) formerings stadie. Enkelte sopparter er dimorfe - det vil si at de ved

kan opptre i bade mugg og gjaer form, avhengig av miljgforhold.

Sopp finnes i stor utstrekning i jord, plantemateriale og vann. Muggsopp er bygget opp av
hyfer (celletrader), som danner et forgrenet nettverk, kalt mycel. Det er mycelet som er
soppens egentlige kropp. Hyfene kan danne kolonier og disse kan veere mikroskopiske eller
utvikle seg til store flekker, sakalt “muggroser”. Den reproduserende delen av soppen,
sporene, er mikroskopiske og vanligvis ukjpnnede formeringsenheter som spres via luften.

Gjaersoppen reproduserer seg hovedsakelig ved knoppskyting.

Naeringsopptaket til sopp foregar ved ekstracellulzer fordgyelse. Ved a skille ut
ekstracellulzere enzymer kan de bryte ned komplekse organiske molekyler og produktene tas
sa opp gjennom cellemembranen i hyfene. De fleste sopper er saprotrofe (dvs. bryter ned
dgdt og organisk materiale), og hovednaeringskilden er dgdt plantemateriale. De fleste
sopper er planteetere. Agarmedier for sopp inneholder derfor ofte karbohydrater (sukker), i
motsetning til agarmedier for bakterier som inneholder mye protein. Muggsopp kan, i tillegg
til 3 bryte ned sukker og melkesyre, ogsa bryte ned og metabolisere/utnytte cellulose og

andre celleveggkomponenter (McDonald 1991). Gjaersopper har lav proteolytisk aktivitet.

Sopper er hovedsakelig aerobe organismer, dvs. de trenger luft for a leve. Med unntak av en
del gjeersopper og noen ytterst fa muggsopper vokser de derfor kun der det finnes oksygen.
De anaerobe forholdene i ensilert for er derfor i utgangspunktet ugunstig for soppvekst, og
vekst av muggsopp i surfor regnes som et sikkert tegn pa at luft har vaert tilstede. Det er
imidlertid varierende hvor hgye konsentrasjoner av oksygen de ulike soppene trenger for
vekst og hvor hgy toleranse de har for karbondioksid. En av grunnene til at P. roqueforti

forekommer sa ofte i surfér er dens evne til 3 vokse ved lave O, konsentrasjoner og hgye
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co? konsentrasjoner (McDonald 1991). Fusarium arter er mer oksygenavhengige og er

derfor sjeldnere a finne i surfor. Gjeersoppen vokser saktere ved anaerobe forhold, men kan
overleve ensileringsprosessen og blomstre opp igjen ved apning. Under aerobe forhold, kan
gjeersoppen utnytte en mengde substrat som sukker, melkesyre, eddiksyre, andre organiske
syrer og ulike alkoholer, mens den under anaerobe forhold trenger sukkerarter til gjeeringen

(McDonald 1991). Gjzering av glukose gir blant annet etanol, CO, og butanediol.

De fleste muggsopper trives best ved en temperatur pa rundt 20 til 25 °C (Moreau 1979),
men mange arter har et bredt temperaturintervall for vekst og sporene deres kan overleve
selv ved minusgrader eller hgye temperaturer (McDonald 1991). Minimums- og
maksimumstemperatur for vekst av A. fumigatus, basert pa resultater av flere forsgk gjengitt
i Moreau (1979), er for eksempel litt over 10 til 50 °C. De fleste gjeerarter vokser godt
mellom 0° og 37 °C, og fa vegetative celler er tilpasset temperaturer over 45 °C (Davenport

1980).

De fleste sopper vokser godt ved pH rundt 3-8, med et optimum rundt 5 (McDonald 1991).
Gjeer er spesielt syretolerante og kan vokse under forhold med pH ned mot 2 (McDonald
1991) og de hemmes ikke av det sure miljget i vatere surfér. Penicillium roquefortii er et

eksempel pa en muggsopp som taler forholdsvis hgye syrekonsentrasjoner.

Fuktighet spiller en viktig rolle for veksten av muggsopp (Moreau 1979). Ulike sopper trives
ved ulike nivaer av relativ fuktighet og det er forskjell for fuktighetskrav til spiring, vekst og
spredning av sporer der det siste ofte skjer ved litt hgyere relativ fuktighet. @kende tgrrstoff
kan favorisere vekst av gjeersopp (Jonsson et al. 1990) og de taler tgrrere forhold enn
muggsopp (Davenport 1980), men i motsetning til muggsopp trenger gjeer en vannfase eller
en fuktig overflate & vokse pa (Davenport 1980). De fleste gjaerarter vokser ved en
vannaktivitet pa mellom 0,60 og 0,88, mens muggsopp har et intervall pa ca. 0,65 - 0,80

(Davenport 1980). Sopp er ikke fotosyntetiske og trenger ikke sollys for & vokse.

Det finnes et stort antall muggsopper og de regnes, sammen med gjersopp, og bakterier
som hovedansvarlige for nedbrytingen av surfor ved lufttilgang (Lindgren et al. 1985;
McDonald 1991). Muggsopp i for deles gjerne inn i lagringsflora og feltflora.
Lagringsmuggsoppen vokser pa dgdt materiale under lagring av mat og fér, mens

feltmuggsoppen hovedsakelig vokser pa levende plantemateriale under feltforhold
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(Christensen & Skaar 2008). Lagringsflora er mindre avhengig av fuktighet enn feltflora. De
mest kjente muggslektene i Norge er Fusarium, Penicillium og Aspergillus og av disse er
Fusarium en feltmuggsopp, mens de to sistnevnte er lagringsmuggsopp (Christensen & Skaar
2008). Alle tre er toksigene, det vil si at de har evnen til & produsere giftstoffer
(mykotoksiner) under gitte forhold, og de anses som de viktigste mykotoksinprodusentene i

surfor (Scudamore & Livesey 1998).

Det meste av undersgkelser gjort pa mykologisk sammensetning i surfér er gjort pa vatere

surfor og ulike vekster, gjerne mais og sukkerroer, i tillegg til gress (Tabell 4).

Tabell 4: Oversikt over de vanligste soppslektene og artene identifisert i vatere surfor av ulike
vekster ((Pelhate 1977)Auerbach et al. 1998; Nout et al. 1993; O'Brien et al. 2008; Skaar
1996(0'Brien et al. 2005)).

Muggslekter/-arter

Penicillium spp. (e.g. roquefortii og paneum)
Aspergillus spp. (e.g. fumigatus)

Mucor circinelloides

Rhizopus spp.

Byssoclamys (e.g. nivea)

Schizophyllum commune

Munascus (e.g. ruber)

Neurospora

Trichoderma

Gjaerslekter/-arter

Geotricum (e.g. candidum)

Pica (e.g. fermentans og anomalia)

Soppfloraen er stor og det har i enkelte studier blitt identifisert s8 mange som 70 ulike
sopparter (Pelhate 1977). Flere studier har pavist Penicillium roqueforti som den
dominerende arten. | en undersgkelse av mykoflora i fortgrket surfor av gress og mais i silo
fant Auerbach et al. (1998) at Penicillium roquefortii var akkompagniert av arter i slektene
Aspergillus, Mucor, Monascus og Geotrichum (gjeersopp). Lignende resultater ble pavist i en
norsk studie der Skaar (1996) undersgkte omfang og identitet pa muggsporer i vatere
rundballer fra ulike regioner i Norge. De vanligste slektene var ogsa her Penicillium,

Aspergillus og Mucor. | tillegg ble ogsa Geotrichum og Byssochlamys ofte pavist. De artene
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som forekom oftest i denne studien var Aspergillus fumigatus, Penicillium roquefortii,
Rhizopus stolonifer, Mucor circinelloides, Geotrichum candidum, Aspergillus flavus og
Byssochlamys nivea (Skaar 1996). Av disse igjen var det Penicillium slekten som var
representert med det hgyeste antallet arter. Penicillium roqueforti var ogsa den
dominerende arten i undersgkelser av irske ensilageballer (O'Brien et al. 2008). Her var
imidlertid sammensetningen av artene noe ulik det som ble funnet i Norge, og ofte
identifiserte arter inkluderte Schizophyllum commune og Penicilllium paneum. | en annen
norsk studie, der det ble gjort undersgkelser av hgy og surfér i forbindelse med mistanke om
polyneuropati hos hest, dominerte ogsa lagersopper i slektene Aspergillus og Penicillium den
mykologiske undersgkelsen (Hanche-Olsen et al. 2008). Vanlige gjeersopp funnet i vatere
surfor inkluderer Geotricum spp., Pica fermentans og Pichia anomalia (O'Brien et al. 2008).
Det ma imidlertid tas med i betraktningen at de ulike artene trives pa ulike medier og ved
ulike temperaturer, derfor vil ogsa resultatene pavirkes av de metodevalg man tar i

undersgkelsene og de ulike studiers presisjon kan derfor variere.

Nar det gjelder soppfloraen i hgyensilage (Tabell 5), ble det i en nyere studie gjort i Sverige
funnet at Aspergillus og Penicillium ogsa her var de vanligste slektene, men at ogsa Phoma
og Eurotium forekom ofte (Miiller et al. 2011). Av de ulike artene var A. fumigatus mest
frekvent (Mdiller et al. 2011). Dette var ogsa tilfelle i en studie av irsk og kanadisk
hgyensilage (Buckley et al. 2007). Lignende resultater ble funnet i en fransk studie av
hygienisk kvalitet i hestefor der Aspergillus og Penicillium dominerte i hgyensilage (Seguin et
al. 2010). Eurotium amstelodami og P. roquefortii var hovedartene i denne studien.

Tabell 5: Oversikt over soppslekter og arter funnet i hgyensilage av gress (Miiller et al. 2011;
Seguin et al. 2010;(Buckley et al. 2007)).

Muggslekter/-arter

Penicillium (e. g. roquefortii, piceum, islandicum og verrucosum)
Aspergillus (e.g. fumigatus, niger, flavus, caespitosus, versicolor)
Eurotium spp.

Phoma spp.

Mucor spp. (e.g circinelloides)

Cladosporium
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2.3.2 Mykotoksiner
Mykotoksiner er giftige stoffskifteprodukter (sekundaere metabolitter) (Auerbach et al.

1998) som kan produseres av ulike muggsopper (Tabell 6). Hva som gj@gr at muggsoppen
produserer mykotoksiner og hvilke miljgbetingelser som er avgjgrende for produksjon er
ikke fullstendig klarlagt, men det antas a vaere pavirket av mange faktorer, blant annet
temperatur, vannaktivitet og soppens tilgang pa oksygen og naeringsstoffer (Christensen &
Skaar 2008). Det er imidlertid ikke ngdvendigvis slik at mykotoksiner blir produsert selv om
toksigene muggsopp er tilstede i foret, samtidig kan det forekomme mykotoksinproduksjon
selv om det ikke er registrert synlig mugg (Auerbach et al. 1998). Soppkoloniens utseende
rgper heller ikke om gift er produsert, men det antas at mer synlig mugg i foret utgjer en
stgrre risiko for mykotoksinproduksjon. Nar soppen har gode levevilkar har den ikke behov
for a produsere mykotoksiner. Det er gjerne nar den far mindre gode levevilkar, (som kulde,
torke osv.), og blir stresset at giftstoffene dannes (Scudamore & Livesey 1998). Muggsopper
er varmekjaere og i en undersgkelse av Fusarium og Fusarium-giftproduksjon i korn ble det
funnet at produksjon av mykotoksinet DON, som er en vanlig Fusarium-gift, gkte ved lavere

temperaturer fgr hgsting (Bernhoft et al. 2012).

Tabell 6: Oversikt over mykotoksiner produsert av vanlige muggsopparter i surfor og staende
vekster* (Moreau 1979; Samson et al. 2000; Scudamore & Livesey 1998).

Muggart Mykotoksiner

Roquefortine C, isofumigaclavine A & B,

Penicillium roquefortii ; ic aci
icillium roquefortii PR-toxin, mycophenolic acid

Glitoksin, verrucologen, fumitremorgin A &

Aspergillus fumigatus B, fumitoxin, tryptoquivalin, fumagillin,
hervolic acid
. Aflatoksiner, aspergillic acid, cyclopiazonic
A llus fl . . L NS
spergillus flavus acid, 3-nitropropionic acid, kojic acid
Byssochlamys nivea Patulin, Byssochlamic acid, malforminer
Deoxynivalenol (DON), HT-2 toxin, T-2
Fusarium toxin, trichothecener, zearaleone,

fumonisiner, nivalenol

Rhizopus stolonifer Cyclic peptide

*|kke ngdvendigvis pavist at soppartene kan produsere mykotoksinene i surfor selv om mykotoksinene er

forbundet med arten.
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Selv om muggsoppen ikke kan vokse uten lufttilgang, kan mykotoksiner som er produsert fgr
lufttilgangen tok slutt og foret ensilert, forbli i féret under lagring. Noen mykotoksiner har
blitt pavist a kunne overleve ensileringsprosessen. | en studie der maissurfor ble infisert med
F. Culmorum som inneholdt naturlig produsert Zearaleone og undersgkt over en 12 ukers
periode, fantes det ved dag 11 ingen F. Culmorum i foret, mens Zearaleone-nivaene forble

uforandret hele forsgksperioden (Lepom et al. 1988).

2.4 Faktorer som kan pavirke soppvekst i surfor

2.4.1 Plastbruk
Det er flere forhold ved plastbruken som er viktig for a oppna best mulig lufttetting. Antall

lag, klebeevne, motstandsdyktighet mot filmbrudd og lav gassgjennomtrengelighet er noen
av faktorene som bestemmer kvaliteten pa plasten og tettheten i ferdig pakkede baller. Ved
a gke antall lag plast som benyttes, forventes det at tettheten i emballasjen forbedres og
gassutvekslingen med omgivelsene reduseres. Normalt regnes emballasjetetthet, i form av
gassgjennomtrengelighet, pa under 100 sekunder som akseptabelt (Miller 2005). Hgyere
konsentrasjon av CO, i ballene indikerer en gkt tetthet og i en studie av Miller (2005) ble det
funnet hgyere CO, konsentrasjon i baller som hadde blitt pakket med ti lag plast, enn i
ballene pakket med seks til atte lag plast. Det ble derimot ikke pavist sikre forskjeller i
emballasjetetthet i denne studien, men dette er tidligere demonstrert av andre (Paillat &
Gaillard 2001). Ved a gke tettheten i emballasjen vil muggsoppvekst hindres, og det er
funnet en signifikant reduksjon i mugg- og gjeervekst nar det ble brukt gkende antall lag plast
(Borreani & Tabacco 2008; Keller et al. 1998). @kende antall lag plast vil ogsa gjore
emballasjen mer motstandsdyktig mot eventuelle hull. Synlige hull i plasten pa ballene kan
fare til hgyere muggkontaminasjon sammenlignet med baller der plasten er intakt (O'Brien
et al. 2008). Ved for med hgyere tgrrstoffinnhold vil det vaere ekstra viktig med gkt bruk av
plast (se kap. 2.4.3). Vanlig praksis i dag er a bruke 6-8 lag plast pa fuktigere surfér, mens de
aller fleste grovforprodusenter velger a benytte flere lag ved produksjon av surfér med

hgyere t@rrstoffprosent.

Det finnes ulike bredder pa plasten og i Norge er 500 og 750 mm mest vanlig. Stgrre

plastbredde regnes i utgangspunktet for a vaere tettere enn en smalere bredde pa grunn av
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faerre overlappinger og dermed mindre muligheter for luftlekkasje (Miller 2002). Bredere
plast er ogsa lettere a pakke inn ballene med, da den legger seg bedre rundt hjgrnene pa
ballene enn smalere plast og overlappingen dermed blir jevnere og bedre (Kjus et al. 1996).
For plasten legges pa ballen strekkes den for at lagene skal lamineres mot hverandre slik at
den sitter fast. Overlapping av foregaende plastlag bgr vaere pa 50 % (Mdller 2002). Plasten
som brukes i dag er laget av polyetylen. Typisk tykkelse pa denne er 25 um (Mdller 2002).
Slik plast kan ha lav tetthet og derfor veere relativt lettgjennomtrengelig for oksygen, CO, og
andre gasser. Grad av permeabilitet er imidlertid avhengig av temperatur og permeabiliteten
gker med stigende temperatur (Miller 2002). Dette er spesielt ugunstig nar det gjelder
farsteslatten, fordi den ma ligge gjennom en varm sommer og dette kan gke risikoen for
muggvekst. Det kan derfor vaere lurt @ ha mer plast pa fgrsteslatten enn pa andreslatten.
Hvit plast reflekterer mer solenergi enn svart, og er derfor gunstig for 8 minimere

plasttemperaturen og dermed permeabiliteten.

Det er i seinere ar gjort forspk med en ny type oksygenbarriere plastfilm (OB) som har 20 %
lavere oksygengjennomtrengelighet enn konvensjonell polyetylenfilm (PE) (Borreani &
Tabacco 2008). Dette ga resultater i form av at en lavere prosentandel av overflatearealet
ble dekket med muggvekst ved bruk av OB plast, selv med faerre antall lag enn ballene

pakket med PE plast (Borreani & Tabacco 2008).

2.4.2 Veer og klima
Vaer og klima er av stor betydning i forproduksjon. For hgstet i tgrt veer har vist a gi mindre

synlig muggvekst enn for hgstet i vatt veer (O'Brien et al. 2008). Nar det kommer regn pa
gresset gker det bade risikoen for sglevannsprut og jordinnblanding, men gir ogsa fuktighet
til gresset som igjen kan gi grunnlag for muggvekst. Det er ogsa individuelt for de ulike
soppartene hvilke forhold de trives under. P. roqueforti og P. paneum var for eksempel mer

vanlig i baller hgstet i tgrt veer enn i baller hgstet i vatt veer (O'Brien et al. 2008).

Kystklima har generelt varmere vintre, og kan dermed gi bedre forhold for soppvekst (gjeer
eller mugg). Varmere veer vil gjgre at foret er mindre stabilt ved dapning. Varme somre kan
veere negativt pga. dpnere porer i plasten som kan tillate mer oksygendiffusjon og dermed gi

mer gunstige forhold for soppvekst i rundballene.
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2.4.3 Fortgrking og tgrrstoffinnhold
Fortgrking gir et for med hgyere tgrrstoffprosent. @kt torrstoffprosent begrenser vekst av

ugnskede mikroorganismer som klostridier (McDonald 1991) og fremmer god gjaering. |
tillegg far man baller med hgyere tetthet og dette reduserer antall baller a transportere
samt at plastbruken blir mindre. Fortgrking gir ogsa mer formstabile baller, noe som er
gnskelig siden deformering av ballene kan gi gkt luftlekkasje. @kt ts-innhold har imidlertid
vist 3 ke muggveksten (Auerbach et al. 1998; O'Brien et al. 2008). O Brien et al. (2008), som
fant at det var en klar positiv korrelasjon mellom gkende tgrrstoffinnhold og hull pa plasten,
forklarte dette med at stivere stra lettere punkterer plasten. @kt tgrrstoffinnhold gir ogsa
redusert tetthet i gressmassen og hgyere porgsitet tilgjengelig for gassutveksling (McEniry et
al. 2007) og dette gir stgrre mulighet for den luftavhengige muggsoppen til a vokse og spre

seg.

Pa grunn av det hgye tgrrstoffinnholdet i hgyensilage (> 50 %) skjer det en begrenset gjeering
og surgjgring (Muller 2005), og det er i hovedsak t@rkingen og de anaerobe forholdene (med
hgye CO, konsentrasjoner) som konserverer foret. Flyktige fettsyrer er kjent for a ha
antimykotiske egenskaper (Auerbach et al. 1998), og udissosiert melke- og eddiksyre kan
senke veksthastigheten pa mugg og gjeer betraktelig (Muck et al. 1991). Pa grunn av at
hgyensilage er assosiert med hgyere pH og lavere syrekonsentrasjoner (Muck et al. 1991)
kan det derfor vaere mer ustabilt og mer utsatt for aerob nedbryting enn vatere surfor. Pa
grunn av den begrensede gjaeringen inneholder hgyensilage ogsa mer vannlgselige
karbohydrater enn vatere surfér (McDonald et al. 1968; Miiller 2005). Dette kan gi ugnsket

mye naering til mikroorganismer som gjaer og mugg ved apning av foret.

Nar det gjelder metoder for fortgrking har strenglegging vaert mest vanlig. Flere har
imidlertid demonstrert at breispredning gker hastigheten pa opptgrkinga av gresset
(Sporndly et al. 2008; Synnes et al. 2010), og en med denne metoden blir mindre avhengig av
lange perioder med t@rt vaer for a oppna gnsket tgrrstoffinnhold. Ikke minst far en ogsa et
jevnere tgrrstoffinnhold i massen med breispredning. Det har derimot vaert mistanke om at
breispredning kan gke sjansen for darligere hygienisk kvalitet pa grunn av gkt fare for
jordinnblanding ettersom det kreves mer kjgring og handtering av gresset. Forurensing med
jord eller sglevann gker, ifglge Mo (2005), sjansen for Bacillus sporer i surféret og i en norsk

studie fra 2010 (Johansen et al. 2010) ble det funnet at surfor fra breispredd gress hadde et
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hgyere gjennomsnittlig innhold av smgrsyre enn surfor fra strenglagt gress. Det var ogsa i
samme studie en tendens til flere prgver med Clostridium-sporer i féret som hadde blitt
breispredd kontra gresset som var lagt i streng. Begge disse funnene peker i retning av
redusert hygienisk kvalitet ved breispredning, men det ble derimot ikke funnet signifikante
forskjeller i antall prgver med mugg og gjeer om gresset ble breispredd istedenfor strenglagt,
selv om det nominelt var flere prgver med mugg- og gjeersopp ved breispredning enn

strenglegging (Johansen et al. 2010).

| forhold til lengde pa fortgrkingstida kan dette ogsa ha en innvirkning pa sopptallene i foret.
@kt tid til fortgrking kan blant annet gi hgyere gjzertall (Jonsson 1989; McEniry et al. 2007).
En mindre andel av ballenes overflate var kontaminert med sopp nar gress ble fortgrket i <1
dag sammenlignet med >3 dager (O'Brien et al. 2008). Dette er motsatt av hva som er funnet
av andre. Skaar (1996) fant at soppkontaminering minket ved gkende lengde pa

fortgrkingen.

2.4.4 Presseutstyr og stengelbehandling
Hard pressing er viktig for 8 oppna et godt resultat og det er ekstra viktig i sterkt fortgrket

gress siden den begrensede gjaeringen gjgr at det tar lengre tid a bruke opp lufta. Det finnes i
hovedsak to typer rundballepresser, variabel- og fastkammerpresser, i tillegg til
firkantpresser. Den viktigste ulempen med fastkammerpresser er at féret blir Igsere pakket
mot midten av ballens og hardere i utkantene ettersom kammeret fylles opp mer. Dette kan
gi mer luft tilgjengelig i ballens kjerne, noe som kan favorisere muggvekst. Lgse baller kan fa
mugg lengre innover, mens i mer kompakte baller kan muggveksten dermed begrenses til
overflaten om det blir hull i plasten. Med et variabelkammer vil gresset bli utsatt for
konstant press hele veien og man oppnar en jevnere og tettere pakking av gressmaterialet.
Baller pakket med variabelkammer har et 10-20 % st@rre volumvekt i forhold enn baller
pakket med fastkammerpresser (Mo 2005), men i nyere presser skal denne forskjellen vaere
noe utjevnet. Pressemekanikken i firkantpresser sgrger for at foret presser jevnere hele
veien. Det er generelt overflaten pa ballene som er mest utsatt for lufttilgang og dermed
soppvekst. Baller har generelt et mye stgrre overflateareal i kontakt med plastfilm enn

siloer, og dermed et stgrre omrade utsatt for nedbryting. Med sakalte kombipresser blir
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ballene presset og pakket i en og samme maskin. Fordelen med dette er at foret blir pakket

umiddelbart og dette kan bidra til @ hindre varmgang i massen.

Stengelbehandling er vanlig metode for a gke opptgrkingshastigheten pa gresset samt a
forbedre pakkingsgraden av férmassen. Knusing gir bedre pakking og lufttgmming i
materialet, og det er demonstrert at knust gress mugner mindre enn langt gress (Randby

1996b). Hgyere stubbehgyde vil minske faren for jordinnblanding.

2.4.5 Hgstetidspunkt
Stengelandelen pa plantene gker med gkt utviklingstrinn. @kt stengelandel betyr, i likhet

med gkende tgrrstoffinnhold, stivere stra, det blir vanskeligere a pakke ballene hardt og det
kan lettere ga hull pa plasten. Baller som har fatt hull pa plasten gir hgyere andel av synlig
overflatemugg enn baller der plasten er intakt (O'Brien et al. 2008). Derfor bgr i
utgangspunktet gress som hgstes pa et seinere utviklingstrinn tgrkes til lavere TS-niva enn
gress i tidlig utviklingstrinn, siden ungt gress taler mer tgrking uten a bli for stivt. Dette er
imidlertid ikke vanlig praksis med hestefér, dette blir gjerne slatt seint og fortgrket mye og
problemer oppstar. Nar det gjelder andreslatten har denne normalt noe mer blad enn

farsteslatten. Det kan gjgre den lettere a pakke hardt enn fgrsteslatten.

2.4.6 Handtering/lagring
Nar det gjelder handtering av ferdig pakkede baller gjelder det som hovedregel at jo mindre

handtering jo bedre. All flytting gker risikoen for hull pa plasten og bgr gjgres sa skansomt
som mulig. Randby og Fyri (2004) fant at transport av upakkede baller med pafglgende
innpakking ved lagerplassen ga det beste resultatet i form av den tryggeste lagringen og
minst mugg i ballene. Dette er i samsvar med O'Brien et al. (2008). Transport med ruller,
eventuelt kombinert med lessing og transport pa henger, var den mest skansomme
transportmetoden, mens transport med klype ga mer mugg (Randby & Fyri 2004). Flytting av
ballene mens plasten star i spenn er ikke heldig, og flytting lenge etter pressing kan lettere
gdelegge klebing mellom plastlagene. Temperatur under lagringsperioden har innvirkning pa
muggforekomst. Lagring inne ved 20 grader viste seg @ gi mer mugg enn lagring inne ved 5

grader eller lagring ute (Randby 1996). Lagring pa nordsiden av en bygning, eller i skyggen er
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derfor a anbefale. | tillegg kan lagring pa hard grunn kan veere lurt, da man unngar at
jordrotter kan komme opp i ballene nedenfra. For a beskytte mot fuglehakk og lignende pa
plasten, kan en plastpresenning eller oppspent nett vaere til hjelp. Selv om fuglehakkskader
kan veere sma har det i forsgk vist a gi omtrent tre ganger sa mye mugg pa overflaten av

rundballer som var skadet sammenlignet med uskadde baller (Randby 2010).

Andre lagringsfaktorer som kan ha en sammenheng med soppkontaminering er antall lag i
hgyden ballene er stablet i. Lagring i to hgyder ga en lavere andel av overflatemugg enn
lagring i tre lag eller mer, men ogsa i forhold til lagring i kun et lag (O'Brien et al. 2008). Det

ble ikke gitt en mulig forklaring pa de motstridene resultatene i dette forsgket.

2.4.7 Tilsetningsmidler
| vatere surfor er det bade vanlig og ngdvendig med tilsetning av ensileringsmidler for a

oppna god gjeering og unnga tgrrstofftap (Mo 2005). Det er stgrre sjanse for a fa
oppblomstring av smgrsyrebakterier nar tgrrstoffinnholdet er lavt enn i surfér av hgyere
tgrrstoffinnhold (McDonald 1991) og derfor er det ikke vanlig @ bruke ensileringsmidler i
hgyensilage. Det finnes i hovedsak to typer ensileringsmidler til surfor: Gjeeringshemmere
(uorganiske syrer, organiske syrer, salter av disse og formaldehyd/formalinlignende stoffer)

og gjaeringsstimulatorer (inokulanter, enzymer og sukkertilsetning) (McDonald 1991).

Konserveringsmidler som kun er basert pa maursyre har ingen betydning for
muggforekomst. Propionsyre derimot, har en viss effekt nar de tilsettes i tilstrekkelig dose

(Mo 2005). Middelet ma fordeles jevnt i materialet.
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3.0 Materiale og metode
Undersgkelsene er en del av et stgrre prosjekt,- finansiert over det svensk-norske

forskningssamarbeidet for hest, der Sveriges Landbruksuniversitet er prosjektansvarlig og
Bioforsk Kvithamar er ansvarlig for den norske delen. Tittelen pa hovedprosjektet er:
"Soppflora og forekomst av mykotoksiner i plastpakket grovfor til hest” og prosjektet bruker
data fra bade Norge og Sverige. Prosjektet har dessuten som malsetting a finne raskere og
enklere metoder for identifisering av muggsopper enn de som er vanlig a bruke i dag, samt

og analysere férprgvene for mykotoksiner.

3.1 Garder, for og geografiske regioner
Det ble tatt ut 25 prgver av hgyensilage, hovedsakelig fra norske hestestaller og/eller

forprodusenter (heretter kalt garder) i Rogaland, Mgre- og Romsdal, Trgndelags-fylkene,
Nordland, @stfold, Akershus, Buskerud, Oppland og Hedmark. Stallene og férprodusentene,-
ble valgt ut pa bakgrunn av internettsgk (hestestaller, ridesenter, forprodusenter, salg/kjop
av for), lokalkunnskap (bekjentskap) og sgk i Statens Landbruksforvaltning sin tilskudds-
database for 2010. Pa grunn av at 2010 var et darlig forar i deler av landet (Nord-Norge,
fielltraktene) og prgveinnsamlinga foregikk pa varen, hadde mange pa dette tidspunktet lite
hgyensilage igjen. En del omrader det ellers hadde veert naturlig 8 ha med i matte derfor
utga. Fire av de innsamla prgvene og tilhgrende opplysninger om produksjon og bruk ble
utelatt fra analysen. En pa grunn av forsinket postgang til laboratoriet, de tre andre fordi det
viste seg at tgrrstoffinnholdet var for lavt til at foret kunne kategoriseres som hgyensilage.
En prgve hadde et tgrrstoffniva pa 460 g/kg og ble tatt med da dette ligger tett opptil 50 %
tgrrstoff. Videre ble en gard utelatt fra sammenligningen mellom mugg og type baller, pa
grunn av at dette var den eneste garden med sma hgyballer (30-40 kg). Pa én gard var det
ikke mulig med overflateinspeksjon (registrering av synlig soppvekst) og a ta ut prgve for
kontroll av plastlag da eier hadde apnet ballen 12 timer fgr prgvetaking og ikke ville apne en

til. Overlapping av plasten ble ikke registrert pa to av gardene.

Prgvetaking foregikk i april-juni 2011 og alle prgvene ble tatt av samme person. Féret som
ble undersgkt var fra sesongen 2010, og av enten fgrste eller andreslatt. Av de 21 gardene

som kunne brukes til videre analyse ble klimaet pa seks garder klassifisert som ”varm-
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temperert sone” (heretter kalt kystklima) og pa de resterende 15 som ”kald-temperert sone’

(heretter kalt innlandsklima) etter Képpens klimaklassifikasjon (Meterologisk Institutt 2012).

3.2 Prgvetaking av for
Det ble valgt ut tre baller uten synlige skader pa plasten eller unormal form fra hver av de 25

gardene, totalt 75 baller. Pa en av de tre ballene ble det fgr apning foretatt tetthetsmaling,
med ventil, pumpe og manometer. Tiden (sekunder) det tok fra -20 til -15 vp (vanntrykk) ble
notert, og dette er videre i oppgaven referert til som emballasjetetthet. Deretter ble plasten
fiernet fra den samme ballen som sa ble inspisert for overflatemugg. Funn ble registrert pa
eget skjema (Vedlegg 1) og prever ble tatt, enten ved avstryk med aseptisk bomullspinne
eller ved a ta ut sma plantedeler med synlig mugg ved hjelp av pinsett. Plantedelene eller
bomullspinnene ble deretter plassert og lukket i aseptisk plastrgr. Endelig ble det tatt ut atte
borrkjerner ved hjelp av siloborr med diameter 40 mm fra hver av de tre utvalgte ballene.
Alle de 24 borrkjernene slatt sammen og blandet og prgver til mikrobiologiske (200-250 g)
og kjemiske analyser (1000-1500 g) ble tatt ut fra samleprgven. For naermere detaljer

henvises til prgvetakingsprotokollen (Vedlegg 2).

Prgvene ble merket med gardsnummer, pakket med kjgleelementer og sendt samme dag
med post eller Jetpack til laboratoriet ved Kungsangen, Uppsala samme dag som de ble tatt
ut. Prgvene skulle fortrinnsvis veere fremme pa laboratoriet og klare til videre bearbeiding
innen ett dggn, men postgangen mellom Norge og Sverige tok i noen tilfeller lengre tid.
Prgvene fra en av gardene brukte sa lang tid i posten (<3 dager) at man valgte og ikke gjgre

mikrobiologiske analyser pa denne.

3.3 Sperreskjemaer til produsent
Detaljerte spgrreskjemaer (Vedlegg 3), om produksjonsfaktorer ble utfylt for hvert sted ved

intervju av gardbruker eller produsent. | tilfeller der det allerede foreld analyser av foret ble
disse innhentet. | tilfeller der prgver ble tatt pa steder som ikke hadde produsert foret selv,
ble forprodusent kontaktet for besvarelse av spgrreskjema. De faerreste kunne angi ngyaktig
dato for nar foret ble slatt/pakket eller ngyaktige opplysninger om botanisk ssmmensetning

av enga.
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3.4 Analyser

3.4.1 Kjemiske analyser
Forprgvene ble analysert for tgrrstoff, pH, organiske syrer (melkesyre, smgrsyre, eddiksyre,

propionsyre, maursyre), alkoholer (etanol, butanediol), energiverdi, aske, raprotein og
neytrallgselig fiber (NDF). De kjemiske analysene ble utfgrt ved Kungsangen
forskningssentrum, SLU Sverige, som beskrevet av Miller (2005). Trevleanalyser til bruk i
utregning av férenheterhest (FEh) ble utfgrt etter AOAC (1990) pa LabTek ved UMB. Her ble
det ogsa gjort nye tgrrstoffbestemmelser som ble brukt til 3 beregne trevleinnhold per kg
tarrstoff. Prgvene ble her tgrket pa 103 °C i minimum 4 timer (1S06496). Tgrrstoffkorrigering
ble gjort etter NorFor (NorFor & Volden 2011). Det ble ikke analysert for fett i dette forspket,
og det ble derfor satt inn en fettprosent pa 3 % i bruttoenergiformelen basert pa normale
verdier funnet i fortabellen, siden fettinnholdet har lite variasjon i gress (Fortabellen 2008).
Beregninger av energiinnhold i foret ble gjort basert pa omregninger av svenske verdier for
omsettelig energi. Beregning av OEd ble gjort etter Lindgren (1979 (corr. 1983)), omregning
av OEd til OEh ble gjort etter Planck et al. (2001), beregning av NEh ble gjort etter formel:
NEh, MJ / kg ts =-0,051 + (0,59*OEh, MJ / kg ts) + (0,0121*OEh, MJ /kg ts)? (Dag Austbg,

pers. kom.). Beregning av FEh ble gjort etter Martin-Rosset et al. (1994).

3.4.2 Mikrobiologiske analyser

Forprgvene ble analysert med mikrobiologisk dyrkning for kvantitativ bestemmelse av gjeer-
og muggsopp etter arbeidsmetode beskrevet i Vedlegg 4. Det ble brukt to vekstmedier;
maltekstraktagar MEA (uten tilsetning av melkesyre) og Dichloran 18 % glycerol (DG18).
Prgvene ble analysert ved to temperaturer; 25 °C og 37 °C. Kvalitativ bestemmelse av
muggarter ble gjort ved direkteutlegg av for- og synlig muggpregver (Vedlegg 4) samt

dyrkning av renkulturer og identifisering med PCR-sekvensiering etter Samson et al. (2000).

3.5 Databehandling og statistiske beregninger
Opplysningene fra spgrreskjemaene ble lagt inn elektronisk i Microsoft Office Excel 2007, de

fleste som kategoriske data (ja/nei). Det ferdige datasettet ble sa overfort til
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statistikkprogrammet SAS (SAS 9.2 2010) hvor gjennomsnittsverdier og standardavvik ble

funnet ved hjelp av Proc Means-prosedyren.

Siden det ble observert mugg pa féret bare pa 7 av 21 garder ble datamaterialet for
muggtallene for lite til 8 kunne brukes i en Glm-analyse. Jeg valgte derfor a behandle
muggobservasjonene som frekvenser (andel av gardene hvor mugg ble observert) for de
ulike faktorene jeg gnsket a undersgke. Det ble brukt Kji-kvadrat test og Fisher's exact test
for @ undersgke om de ulike produksjonsfaktorene kunne regnes som sannsynlige
forklaringer pa forskjeller i muggvekst mellom gardene. Flere av cellene i Kji kvadrat tabellen
inneholdt mindre enn 5 observasjoner og asymptotisk test kunne derfor ikke regnes som
gyldig. Det er derfor rapportert p-verdi for “Exact test” som er gyldig under slike forhold (SAS
9.2 2010).

Siden det ble observert vekst av gjeer pa for fra samtlige garder, var det mulig a bruke
General Linear Model (GLM) for a undersgke om de ulike produksjonsfaktorene hadde
signifikant effekt pa mengden gjeer i hgyensilage (Modell 1), og om antall plastlag hadde
signifikant effekt pa emballasjens tetthet (Modell 2). Resultatene ble regnet som signifikant

ved p-verdi <0,05, og a indikere en tendens ved p=verdi < 0,1.

Modell 1:

Yi=u+ait+e;

Y;; = Gjennomsnittlig gjeertall for gard j (1 og 5-24) med niva i av fast effekt.
U = Total gjennomsnittlig gjeertall for alle gardene

a = Fast effekt av niva i for enten plast (1,2), veer (1,2,3), fortgrkingsmetode (1,2,3),
fortgrkingslengde (1,2), type baller (1,2), type kammer/presse (1,2,3), klima (1,2),

slattenummer (1,2) eller synlig sopp (1,2).
e;; = tilfeldig feil
Modell 2:

I modell 2 var Y; = Gjennomsnittlig tetthet for gard j (1-24) og a; = fast effekt av plastmengde
i (1, 2). Ellers var Modell 2 lik Modell 1.
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4.0 Resultater

4.1 Respons pa spgrreskjema og inspeksjonsfunn ved prgvetaking

Respons pa sp@rsmalene i spgrreskjemaet er vist i Tabell 7. Pa 14 av de 21 gardene i studien
der prgvemateriale ble brukt til videre analyser produserte de sitt eget fér, mens de
resterende syv gardene enten kjgpte ferdigprodusert for eller leide inn entreprengr. Det var
atte garder som benyttet rundballer og 13 som benyttet firkantballer. Hoveddelen av féret

var av fgrste slatt (16 av 21 garder).

Det tallet produsentene oppga som antall lag plast pa ballene varierte en del fra det som ble
registrert i kontrolltellingen. Det var opptil seks lags forskjell pa oppgitt plastmengde og det
faktiske antall lag plast funnet ved kontrolltelling. Det ble bade oppgitt for mye og for lite
plastmengder. Basert pa svarene fra produsent var det fem garder som falt inn under
kategorien som hadde brukt 6-10 lag plast, mens det var 16 som falt innunder kategorien
som hadde brukt 12-18 lag plast. Etter kontrolltelling ble dette justert til henholdsvis seks og
15 og det er tall fra kontrolltellingen som er brukt i de statistiske analysene. Faktorer som
varierte lite mellom alle gardene var; stengelbehandling, farge pa plast, gjgdsling, bruk av
ensileringsmiddel, underlag pa lagerplass og stubbehgyde, der flesteparten av produsentene
oppga at de henholdsvis brukte crimper, hvit plast, gjgdslet, ikke brukte ensileringsmiddel,

lagret ballene pa gress og stilte inn stubbehgyde pa fem-ti cm.

Det ble registrert synlig soppvekst (mugg, gjeer eller begge) pa 12 av de 20 gardene der det
var mulig med overflateinspeksjon. | ni tilfeller dekket soppveksten under én prosent av
overflatearealet pa ni av gardene, mens den dekket mellom 1,5-2 % av overflatearealet
resterende tre gardene. Pa atte av gardene ble det funnet én eller to soppkolonier, mens det

pa resterende fire gardene ble funnet tre til seks kolonier.
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Respons pa sp@rsmalene i spgrreskjemaet er vist i Tabell 7.

Tabell 7: Respons pa sparreskjema fra gardene der prgvene kunne brukes til videre analyse (N = 21
der ikke annet er oppgitt). Alle svar er oppgitt av produsent, ikke malt/bekreftet.

Karakteristikk Respons Antall | Karakteristikk Respons Antall
Brei -
Egenprodusert for Ja 14 relspredn.lng/ Breispredning 12
strenglegging
Nei 7 Strenglegging 9
Foret brukes til Hest 16 | Stubbehgyde (N =19) 5-10cm 16
Hest og sau 1 >10cm 3
Hest og storfe 1 Fortgrking 1-2dggn 3
Hest, sau, storfe 2 3-5dggn 18
He'st, sau, storfe og 1 Behanc!lmg ved 0- 2x vend 5
geit fortgrking
Type baller Rundballer 8 >2x vend 16
Firkantballer 13 | Presseutstyr (N = 20) Rundballe - 4
fastkammer
Slattenummer 1 16 Rur.1dballe i 3
variabelkammer
2 5 Rundballe - ukjent 1
Slattedato L SIa.tt:. m?dlo mat- 2 Firkantpresse 12
medio juni
1. slatt: medio juni - Tid mellom pressing og
medio juli 13 pakking (N=20) <ih 17
1. sIaTtt: medio juli - 1 Samme dag 3
medio aug.
2 Slétt: medio juli - 1 |Ensileringsmiddel Ja 1
medio aug.
2. sla.tt: medio aug. - 4 Nei 20
medio sept.
Varet etter slatt (N Sol 4 Antall lag plast oppgitt 3 4
=20) av produsent
Regn 3 10 1
Opphold/overskyet 13 12 4
Engalder 2 4 14 5
3 3 >16 7
4 5 Kontrollert plast (N=17) Ja 7
>5 7 Nei 10
Vet ikke 2 Farge pa plast Hvit 21
Gjodsling Ja 20 Svart
Nei 1 Plastbredde, mm (N =19) 500
Ugressbehandling
J 10 600 3
(N = 19) @
Nei 9 750 12
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Karakteristikk Respons Antall | Karakteristikk Respons Antall
B isk Anal
otanis Grasblanding u/klgver 9 na.yse'av Ja 7
sammensetn. nzeringsinnhold
Grasblanding 9 Nei 14
m/klgver
Kun timotei 3 Vedlagt 2
Slatt + beite Analyse av hygiene Ja
Forekomst av ugras .
J 11 N 1
(N =14) @ ei 9
Nei 3 Vedlagt 0
Spor etter jordrotter Ia 1 Hygienisk problem i Ia 7
(N=19) partiet? (N = 19)
Nei 18 Nei 12
Ujevh mark (N=20) Ja 6 | Lagring i hgyden Ett lag
Nei 14 To lag
Gammelt dgdt gress
(N=19) Ja 7 Tre lag 8
Nei 12 > fire lag 6
Apne omrader u/ Ballene lagres pa (N =
1
gress (N = 17) Ja 0 17) Gress 5
Nei 17 Grus 2
Bruk av enga aret fgr En slatt 3 Ballene beskyttet Ja 0
m/ nett e.l
To slatter 13 Nei 21
3 slatter eller 2 slatter Ballene flyttet etter
. 5 . Ja 10
+ beite pakking?
Stengelbehandling .
1 N 11
(N = 18) Ja 8 ei
Nei 0
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4.2 Tgrrstoff, pH, fermenteringsprodukter og naringsverdi

Tarrstoffinnholdet i forprgvene varierte fra 46 % til godt og vel 83 % (Tabell 8). Det var ogsa

betydelig variasjon i kjemisk sammensetning og nzaeringsverdi. Propionsyre og maursyre ble

ikke pavist i noen pregver, smgrsyre bare i én prgve. Innhold av butanediol (0,8-1,4 g/kg ts)

ble funnet i seks prgver (resultat ikke vist).

Tabell 8: Tarrstoffinnhold, pH, fermenteringsprodukter og naeringsverdi av norskprodusert

hdyensilage. N =21.

Variasjonsbredde

Nezeringsstoff Gj.snitt (min/max)
Torrstoff (g/kg for):  Alle prgver 680 460 — 833
Prgver fra kystklima 686 582 - 763
Prgver fra innlandsklima 672 460 - 833
In vitro fordgyelighet (g/kg ts) 748 67,5 -86,9
pH 5,5 4,5-6,0
Raprotein (g/kg ts) 103 7,2-14,0
Ratrevler (g/kg ts) 287 25,0-31,7
NDF (g/kg ts) 591 487,2 - 654,7
Aske (g/kg ts) 60,8 41,4-82,5
Melkesyre (g/kg ts) 1,11 0,4-3,1
Eddiksyre (g/kg ts) 0,28 0,1-0,6
Etanol (g/kg ts) 0,46 01-1,1
MEh MJ/kg ts 9,50 8,4-11,3
FEh/kg ts 0,61 0,54-0,73
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4.3 Forekomst av soppvekst
De vanligste slektene og artene som ble identifisert i denne studien var Arthrinium spp.,

Penicillium roqueforti og Mucor circinelloides (Tabell 9). Andre slekter og arter som ble
idientifisert var Sordaria fimicola, Ascosphaera, Eurotium, Cladosporium cladosporioides,

Ulocladium og Mucor hiemalis.

Tabell 9: Soppslekter og -arter isolert i de 21 hgyensilageprgvene og antall prgver de ble isolert fra.

Cladosporium cladosporioides

Ulocladium

Slekt/art Antall prover
Arthrinium spp. 9
Penicillium roqueforti 7
Mucor circinelloides 5
Sordaria fimicola 4
Ascosphaera 3
Eurotium 3

2

1

1

Mucor hiemalis

Resultater av kvantitative bestemmelser av mugg- og gjeerforekomsten er vist i Tabell 10. Det
ble pavist mugg i syv av 21 prgver (33 %), mens gjeer ble pavist i alle prgvene.
Gjennomsnittlig muggtall for hele materialet (N=21, prgver uten pavist mugg satt til 0) og for
kun de syv prevene med pavist mugg var henholdsvis log 1,2 cfu/g og log 3,5 cfu/g. Det
hgyeste paviste muggtallet var log 4,6 cfu/g (resultat ikke vist). Gjennomsnittlig gjaertall var

log 5,3 cfu/g.

Tabell 10: Mugg- og gjzertall i norskprodusert hgyensilage. Gjennomsnitt samt standardavvik og
prosentvis andel prgver med sopp for hele materialet (N=21) og for utelukkende prgver med pavist
muggvekst (N=7).

Variabel Alle prgver Prgver med sopp Andel praver
Antall log cfu/g  St.av Antall  logcfu/g St.av med sopp

Mugg 21 1,2 1,7 7 3,5 0,9 0,33

Gjeer 21 5,3 1,2 21 5,3 1,2 1,00
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4.4 Effekt av ulike produksjonsfaktorer pa soppvekst
Effekt av de ulike produksjonsfaktorer pa muggforekomst er vist i Tabell 11.

Av de undersgkte produksjonsfaktorene var det bare klima som ble funnet 3 ha en statistisk
sikker effekt pa muggtallet, idet det ble pavist mugg i 80 % av prgvene fra kystklima, men i
bare 13 % av prgvene fra innlandet (p-verdi=0,005). Dette resulterte i gjennomsnittsverdier
pa log 2,9 cfu/g (kyst) versus log 0,5 cfu/g (innland). Videre ble det funnet hgyere gjaertall i
for fra fgrsteslatten enn i for fra andreslatten (Tabell 12). Det var ogsa indikasjoner pa at
veeret under slatten og i hvor mange hgyder ballene hadde veert lagra (feerre eller mer enn

to lag) hadde hatt noen effekt pa gjeertallet (p-verdier: respektive 0,063 og 0,096).

Med utgangspunkt i dette materialet kunne det altsa ikke pavises signifikant effekt av
hverken metode for strenglegging, tid til fortgrking eller emballasjetetthet, til tross for at
gjennomsnittstallene for mugg var omtrent dobbelt sa hgye ved breispredning vs.
tradisjonell strenglegging, mer enn to dager fortgrking vs. under to dager fortgrking og med

lav emballasjetetthet sammenlignet med hgy tetthet.
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Effekt av de ulike produksjonsfaktorer pa muggforekomst er vist i Tabell 11.

Tabell 11: Effekt av ulike produksjonsfaktorer pa muggvekst.

Produksjons- Alle gérder Garder med mugg . Andel , P
faktorer Antall . °®  st.av  Antall .8  stav gardermed X" o gy
cfu/fg cfu/g ) muggvekst
Antall plastlag®
6-10 6 1,7 2,0 3 3,3 1,3 0,50
5 1,05 0,613
12-18 15 1,0 1,7 4 3,6 0,6 0,27
Klima
Kyst 6 2,9 1,7 5 3,5 1,0 0,80
9,45 0,005
Innlands 15 0,5 1,2 2 3,5 0,8 0,13
Veer under
fortgrking
Sol 4 1,2 2,3 1 4,6 . 0,25
Opphold 13 1,1 1,8 4 3,6 0,6 0,31 0,66 0,823
Regn 4 1,3 1,6 2 2,6 0,9 0,50
Fortgrkings-
metode
Strengleggi 9 0,7 1,5 2 3,1 1,5 0,22
“NEICEeIng 0,88 0,640
Breispredning 12 1,5 1,9 5 3,6 0,7 0,42
Lengde pa
fortgrking
1-2 dggn 3 0,7 1,2 1 2 . 0,33
0,00 1,000
3-5 dggn 18 1,2 1,8 6 3,7 0,6 0,33
Presseutstyr’
Rundballer 8 1,4 2 3 3,6 1,4 0,37
. 0,03 1,000
Firkantballer 12 1,1 1,7 4 3,4 0,5 0,33
Presseutstyr
(detaljert)’
Fastkammer 5 1,8 2,4 2 4,4 0,3 0,40
Variabelkammer 3 0,7 1,2 1 2,0 . 0,33 0,07 1,000
Firkantpresse 12 1,1 1,7 4 3,4 0,5 0,33
Slattenummer
1. 15 1 1,8 4 3,7 1,2 0,27
1,05 0,613
2. 6 1,6 1,7 3 3,2 0,2 0,5
Flytting etter
pakking
Ja 10 0,9 1,6 3 3,4 0,5 0,3
. 0,38 0,659
Nei 11 1,4 1,9 4 3,5 1,6 0,4
Lagring i hgyden
1-2 lag 7 1,4 1,9 3 3,2 1,3 0,4
0,43 0,638
3-5lag 14 1,1 1,7 4 3,7 0,5 0,3

! Funnet ved kontrolltelling. ’En prgve inneholdt 11 lag, denne er inkludert i kategorien 12-18. *Flere av cellene
inneholdt mindre enn 5 observasjoner og asymptotisk test kunne derfor ikke regnes som gyldig. Det er derfor
rapportert p-verdi for “Exact test” som er gyldig under slike forhold. P<0,05 angir at den aktuelle
produksjonsfaktoren er signifikant arsak til at det ble observert mugg pa en ulik andel av gardene.
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Effekten av de ulike produksjonsfaktorer pa gjiermengde i hgyensilage er vist i Tabell 12. Det
ble funnet signifikant mer gjeer (log 5,6 cfu/g) pa for fra 1. slatten enn pa for fra 2. slatten
(log 4,5 cfu/g) (p-verdi = 0,015). Det var en tendens til at veeret hadde hatt en effekt pa
gjeertallene i hpyensilageprgvene (p=0,063), og det kan se ut som om sol og oppholdsvaer
under slatt ga noe hgyere gjaertall enn om det kom regn pa gresset etter slatt i denne
studien (henholdsvis log 5,6 og 5,5 cfu/g for sol og oppholdsvaer, mot log 4,2 cfu/g for regn).
Det var ogsa en antydning til tendens til mer gjeer i baller lagret i 1-2 lag sammenlignet med

baller lagret i 3-5 lag (p=0,096).

Tabell 12: Effekt av ulike produksjonsfaktorer pa gjseermengde.

Produksjonsfaktor Antall log cfu/g SE P-verdi
Antall plastlag
6-10 6 5,7 0,51
12-18° 15 5,1 0,36 0.286
Klima
Kyst 6 4,8 0,51
Innlands 15 5,4 0,36 0,353
Veer under fortgrking
Sol 4 5,6 0,55
Opphold 13 5,5 0,33 0,063
Regn 4 4,2 0,64
Fortgrkingsmetode
Stre.ngleggl'ng 9 5,5 0,47 0,265
Breispredning 12 5,1 0,37
Fortgrkingslengde
1-2 dggn 3 5,7 0,73
3-5 dggn 18 5,2 0,33 0,524
Presseutstyr
R.undballepresse 8 5,5 0,46 0,234
Firkantpresse 12 5,0 0,37
Presseutstyr detalj.
Fastkammer 5 5,7 0,61
Variabelkammer 3 5,1 0,71 0,308
Firkantpresse 12 5,0 0,37
Slattenummer
1. 15 5,6 0,30
2. 6 4,5 0,50 0,015
Flytting etter pakking
Ja 10 5,1 0,45
Nei 11 5,4 0,4 0,537
Lagring i hgyden
1-2 lag 7 5,7 0,48

0,096
3-5 lag 14 5,0 0,34

! Funnet ved kontrolltelling. ’En prgve inneholdt 11 lag, denne er inkludert i kategorien 12-18. 3
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Gjennomsnittlig tetthet i ballenes plastemballasje ved ulike mengder plast, ulike plastbredde

og overlapping er vist i Tabell 13. Det var en tendens til at ballene med 12-18 lag plast hadde

en hgyere tetthet enn ballene med 6-10 lag plast, henholdsvis 193,4 mot 80,5 sekunder (p =

0,067). Det var ingen signifikant effekt av plastbredde og overlapping pa tettheten i ballene.

Tabell 13: Effekt av antall plastlag, plastbredde og overlapping pa emballasjetetthet.

Gj. snitt

Min. -

Variabel N (sekunder) Maks. SE p-verdi
Antall lag plast’
6-10 6 80,5 15 -280 48,6

2 0,067
12-18 13 193,4 50-494 31,8
Plastbredde
350 - 550 mm 9 167,1 40 - 494 43,5 0.817
550 - 650 mm 11 153,4 15-371 39,4 ’
Overlapping
10-25cm 10 173,2 40 - 494 41,3

0,387

25-40cm 8 118,1 15-371 46,2

v/kontrolltelling.

’En prgve hadde 11 lag, denne ble inkludert i kategorien 12-18 lag.
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5.0 Diskusjon

Hovedmalet med oppgaven var a belyse temaet hygienisk kvalitet i hgyensilage, gjennom a
bidra til en kartlegging av soppfloraen i hgyensilage produsert i Norge, samt a se pa
arsak/virkning forholdet mellom ulike produksjonsfaktorer, og soppvekst i denne typen for.
Pa en del av spgrsmalene i denne undersgkelsen, om alt fra vaerforhold til registrering av
hygieniske problem i partiet, var det problemer med upresise svar. Intervjuene foregikk
nesten et ar etter produksjon og det var for mange vanskelig a huske detaljer fra fjoraret.
Ved sammenstilling av svarene var det derfor ngdvendig a gjgre en del subjektive
vurderinger og det er i flere tilfeller slatt sammen opprinnelige svarkategorier til videre
kategorier for a fa flere svar per kategori og slik kunne bruke svarene i statistisk analyse.

Dette kan ha pavirket korrektheten i resultatene.

Generelt var det et lavt innhold av gjaeringsprodukter i alle pr@vene. Dette var som forventet
siden for med hgyere tgrrstoffinnhold far en mer restriktiv gjeering (Muller 2005).
Gjennomesnittlig pH var 5,5, noe som ogsa er vanlig sa tgrt for (Muller 2005; Weissbach
1996). Gjennomsnittlig energiinnhold i forprgvene var 0,61 FEh/kg ts og flertallet av prgvene
faller dermed inn under grovforklassifiseringens H1 kvalitet til hest (Eurofins 2010), som
betyr at féret har hgyt innhold av energi. Variasjonen i tgrrstoffinnholdet var ganske stor, fra

46 til over 83 % (Tabell 8).

5.1 Forekomst av soppvekst
De vanligste slektene og artene som ble identifisert i denne studien var Arthrinium spp.,

Penicillium roqueforti og Mucor circinelloides. Funnet av Penicillium roquefortii var som
forventet, da denne muggsoppen ifglge litteraturen er den klart vanligste muggsoppen i
surfor av varierende tgrrstoff (Auerbach et al. 1998; Nout et al. 1993; O'Brien et al. 2005;
O'Brien et al. 2008; Seguin et al. 2010; Skaar 1996). Denne muggsoppen er en potent
mykotoksinprodusent, og i en studie av synlig muggkontaminert surfor viste 21 av 24 prgver
forekomst av Penicillium-mykotoksinet roquefortine C (Auerbach et al. 1998), som er et kjent
nervetoksin. Funnet av Arthrinium spp. er interessant, ettersom slike funn ikke er rapportert
i noe av den litteraturen som er gjennomgatt. Denne muggsoppslekta kan produsere
mykotoksinene 3-nitropropionic acid (NPA) og terpestacin og kan forarsake infeksjon hos

mennesker (Rai 1989). Mucor circinelloides, som ogsa forkom i flere av prgvene i denne
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studien, er en relativt vanlig muggslekt i surfor (Auerbach et al. 1998; Miiller et al. 2011;
Nout et al. 1993). Den er imidlertid ikke en kjent mykotoksinprodusent. Sordaria fimicola, en
annen av artene identifisert i denne studien, er heller ikke sa vanlig i analyser av soppflora i
surfér, men den er naert beslektet med Neurospora spp., som er identifisert i vatere surfor
av sukkerbeter (Nout et al. 1993). Ogsa (Miiller et al. 2011) paviste Sordaria spp. i pr@ver av
hgyensilage samlet inn fra svenske garder/staller. Eurotium ble isolert i tre av
hgyensilageprgvene i denne studien. Den er tidligere identifisert i ensilage (Mdller et al.
2011; Seguin et al. 2010). Slekten Cladosporium, som er identifisert i prgver av surfér av
lucerne (Keller et al. 1998), og i prgver av hgyensilage fra Sverige (Mdller et al. 2011), ble
isolert i to av de 21 pr@gvene i denne studien, her representert ved arten C. cladosporioides.
Slektene Ascosphaera og Ulocladium, som ble identifisert i henholdsvis 3 og 1 pregve, ble

heller ikke funnet i litteraturen som er giennomgatt og er saledes interessante funn.

Gjennomsnittlig innhold av muggsopp er under gvre grenseverdi for hva som regnes for
akseptert hygienisk kvalitet pa hgyensilage til hest (Eurofins 2011a). Kun en enkeltprgve
oversteg denne grensen (resultater ikke vist). Hoyere muggtall enn log 5 cfu/g regnes som
farlig for dyrs helse, pa grunn av en antatt gkt fare for mykotoksinproduksjon ((Gedek 1974),
sitert i (Keller et al. 1998)). Overfort til et stgrre tallmateriale vil disse resultatene, ut ifra en
slik vurdering opp mot grenseverdier, indikere at den hygieniske kvaliteten pa norsk
hgyensilage er akseptabelt god. Resultatene i denne studien er imidlertid basert pa et lite
tallmateriale, og en stgrre studie, som omfatter betydelig flere prgveuttak fra hele landet, og
over flere sesonger, vil vaere ngdvendig for a fa et mer fullstendig bilde pa muggforekomsten
i hgyensilage i Norge. Gjennomsnittlig gjaertall var log 5,3 cfu/g. Dette er noe hgyt, og i
grenseland for hva som ansees som akseptabel hygienisk kvalitet (Eurofins 2011a; Kamphues
2005). For med sapass hgye gjeerverdier kan ha en lavere aerob stabilitet (Jonsson 1989), og
dette er spesielt ugunstig nar det gjelder hestefor fordi det ofte er fa hester pa hvert sted og
det kan ta lang tid & bruke opp en balle. For med lang holdbarhet etter apning er derfor

gnskelig.

Denne studien bekrefter at flere av artene som blir identifisert i hgyensilage i Norge, er
potensielle mykotoksinprodusenter. Pa bakgrunn av dette er det viktig a finne frem til
produksjonstiltak som minsker vekst av muggsopp i hgyensilage og dermed unnga en

eventuell produksjon av mykotoksiner. Det kan veaere lurt & ta en hygieneanalyse av foret for
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a vite mer om den hygieniske tilstanden fgr utféring. Utfordringen med slike analyser er at
det er vanskelig a ta ut representative prgver av grovfor, og man ma i tillegg apne flere
baller, noe som kan fgre til mye kassering ettersom det kan ga varmgang i foret fgr man
rekker a bruke det opp. Det er ogsa tidkrevende og dyrt a sende inn prgver som ma dyrkes

frem og identifiseres.

5.2 Effekt av ulike produksjonsfaktorer pa soppvekst
Resultatene som viser effekten av de ulike produksjonsfaktorene pa forekomsten av
muggsopp er presentert i Effekt av de ulike produksjonsfaktorer pa muggforekomst er vist i

Tabell 11.

Tabell 11. Det er imidlertid kun presentert de faktorene det var mulig a undersgke statistisk
ut i fra besvarelsene i spgrreundersgkelsen. Datamaterialet i denne studien var i
utgangspunktet lite. Dette kan vaere problematisk med tanke pa a vise statistisk sikre
forskjeller. I noen tilfeller var den numeriske forskjellen mellom to eller flere
sammenligningsgrupper sa stor at det er sannsynlig at tilsvarende forskjeller i et stgrre
materiale ville vaert signifikant. Jeg har derfor valgt 8 kommentere noen av resultatene som

ikke er signifikant forskjellige.

| underspkelsen ble det pavist signifikant hyppigere forekomst av muggsopp i férpregver fra
kystklima sammenlignet med innlandsklima (p-verdi = 0,005. Kystklima (varm-termperert
sone) kjennetegnes generelt av mer nedbgr/hgyere luftfuktighet og varmere vintre enn
innlandsklima (kald-temperert sone) (Meterologisk Institutt 2012). Begge deler kan ha
bidratt til fremvekst av muggsopp. (Randby 1996a) paviste f.eks. at lagring av surfor ved 20
°C gav en signifikant gkning i overflatemugg sammenlignet med lagring ved 5 °C, mens
O’'Brien et al. (2008) fant mindre synlig muggvekst pa fér som var hgstet i tgrt veer
sammenlignet med for som var hgstet i fuktig veer. | denne studien, var det av de gardene
som hadde fatt regn pa gresset under fortgrking, 50 % som hadde muggvekst, mot 25 og 31
% av de gardene som hadde henholdsvis sol og opphold under fortgrking Tabell 11. Dette
kunne tyde pa at ogsa denne studien viste at det var stgrre sannsynlighet for a fa mugg i
foret om man far regn pa gresset etter slatt. Nar det regner gker det bade risikoen for

sglevannsprut og jordinnblanding, og gir ogsa fuktighet til gresset som igjen kan gi grunnlag

48



for muggvekst. Det ble registrert en tendens til hgyere gjaertall nar man hadde sol og
opphold under fortgrkingen kontra regn (p = 0,063) (Tabell 12). Gjeersopp taler tgrrere
forhold enn muggsopp (Davenport 1980) og kan saledes kanskje favoriseres av tgrrere veer.
Det var, pa grunn av at sa fa prgver inneholdt muggsopp, ikke mulig a pavise forskjeller i
muggtall ved de ulike produksjonsfaktorene, men dette kunne veert interessant a undersgke

i et stgrre datamateriale.

Det er tidligere vist at langtidslagring ved hgye temperaturer gker forekomsten av mugg
(Randby 1996a). Hgye temperaturer gjgr porene i plasten mer dpne og dermed mer utsatt
for luftgjennomtrengelighet. Det kunne derfor forventes a finne en hgyere muggforekomst i
prevene av fgrsteslatten enn andreslatten i og med at fgrsteslatten ma lagres gjennom en
varm sommer. Dette kunne imidlertid ikke pavises i denne studien. Det ble derimot funnet
hgyere gjennomsnittlige gjeertall i 1. slatten, log 5,6 cfu/g, mot log 4,5 cfu/g i 2. slatten
(Tabell 12). Dette er ikke sa lett a forklare, men siden gjeertall kan gke med gkt utviklingstrinn
(Muller 2009) og hgstetidspunktet innen de to slattekategoriene varierte veldig kan det
tenkes at flere av prgvene i fgrsteslatten var hgstet pa et senere utviklingstrinn enn prgvene
i andreslatten, og at dette muligens har hatt en innvirkning pa gjeertallene. Slattedatoene
som ble oppgitt i sp@rreskjemaet var imidlertid sa usikre og varierende at de ikke lot seg

kategoriseres.

Tidligere er det funnet at lagring i 1-2 lag gir mindre overflatemugg enn lagring i 3 eller flere
hgyder (O'Brien et al. 2008), men heller ikke dette kunne bekreftes i denne studien. Det kan
tenkes at nar ballene far press fra flere sider, som de vil fa nar det legges flere lag over
hverandre, vil dette bidra til a gi svakheter i klebeevnen til plasten pa flere steder og at det
derfor kan vaere lurt 3 ikke lagre ballene i ungdvendig mange lag. Pa den annen side vil man,
ved a lagre i hgyden, minske faren for jordrotteangrep i bunnen pa flere av ballene. Det er
sannsynlig at TS-nivaet pa ballene er av stor betydning for om de tar skade av a stables i
hgyden. Er ballene tgrre og kompakte vil de ikke pavirkes av tung vekt oppa, mens fuktige
eller svakt pressa baller kan gdelegges fullstendig i formen ved stabling i hgyden. Denne
undersgkelsen omfattet tgrre baller, mens studien til O'Brien (2008) omfattet rundballer

med gjennomsnittlig terrstoffinnhold pa 321 g/kg, og dette kan saledes ha gitt stgrre utslag.
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Besvarelsene koblet sammen med de mikrobiologiske analysene, viste at 50 % av prgvene
fra garder som hadde brukt lite plast (6-10 lag) hadde mugg i foret, mot 27 % av prgvene fra
gardene som hadde brukt mye plast (12-16 lag). Selv om dette datamaterialet var for lite til a
pavise signifikante forskjeller, gir det indikasjoner pa at det er st@rre sannsynlighet for a fa
muggvekst ved bruk av lite plast. Dette understgttes ogsa av litteraturen (Borreani &

Tabacco 2008; Keller et al. 1998).

I motsetning til O Brien et al. (2008) sin studie fra Irland, kunne det i denne studien ikke
pavises effekt av lengden pa fortgrkingstida og forekomst av mugg. Dette kan skyldes at
intervjuobjektene i denne studien ikke har gitt ngyaktige nok svar (de ble spurt nesten ett ar
etter at foret var produsert), og at effekten av mugg ved gkt lengde pa fortgrkingen avtar
nar fortgrkingen er lengre enn 1 dggn. Skaar (1996) viste imidlertid at en fortgrking over 48
timer ga lavere muggtall, men hun poengterer at det var et lite antall prgver i studien. Den
samme forklaringen kan ogsa gjelde gjeersopp, der det heller ikke kunne pavises en
sammenheng med lengden pa tiden gresset 13 til fortgrking. Jonsson (1989) og McEniry et al.
(2007) har tidligere pavist en slik ssmmenheng. @kt lengde pa fortgrkingen kan vaere en
sammenblanding av to effekter: (1) At det gir gkt tgrrstoffinnhold (som kan pavirke
muggmengden) og (2) at det kan vaere en effekt av darlig vaer under fortgrkingen slik at man
ma t@rke foret lengre. En bgr derfor ha mer opplysninger, og splitte opp materialet, for a

finne ut av dette, men mitt materiale var for lite til 8 undersgke dette nsermere.

Resultatene peker videre i retning av at risikoen for a fa fremvekst av mugg i foret er stgrre
nar det benyttes breispredning enn tradisjonell strenglegging ved slatt. Det er ikke registrert
tilsvarende funn i litteraturen. | utgangspunktet er minst mulig kjgring oppi foret a anbefale
for dermed & minske jordinnblanding og slik unnga forurensing av plantematerialet. En
annen mulig forklaring pa effekten av breispredning, kan ogsa veere at foret fra gardene som
benyttet breispredning hadde hgyere tgrrstoffinnhold enn féret som var strenglagt, og at
det dermed slik pavirket muggforekomsten. For med hgyere tgrrstoffinnhold kan gi hgyere
muggforekomst (O'Brien et al. 2008; Seguin et al. 2010). Gjennomsnittlig t@rrstoffinnhold i
prevene fra garder som hadde benyttet strenglegging og breispredning var henholdsvis 638
g/kg ts (variasjon 460 — 759 g/kg ts) og 705 g/kg ts (variasjon 582 — 833) (resultater ikke vist),
men disse ble ikke testet om var signifikant forskjellig pa grunn av tidsmangel, og det var

derfor ikke mulig a gjgre sikre antagelser her.
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Det kunne forventes a finne en hgyere forekomst av mugg i fér som var produsert ved bruk
av fastkammer ettersom disse ikke regnes for a pakke foret like jevnt og tett som
variabelkammerpresser (Mo 2005). Det vil vaere mer luft tilgjengelig i ballene og dermed ta
lengre tid for lufta blir brukt opp (den aerobe fasen). Muggsopp kan dermed utvikles. Selv
om resultatene pekte i den retningen var datamaterialet ogsa her for lite til 3 trekke noen

konklusjoner.

Gjennomsnittlig tetthet i ballenes plastemballasje ved bruk av ulike mengder plast er vist i
Tabell 13. Det var en tendens til at ballene med 12-18 lag plast hadde en hgyere tetthet enn
ballene med 6-10 lag plast, henholdsvis 193,4 mot 80,5 sekunder (p = 0,067). En tetthet pa
80,5 sekunder samsvarer med verdier for emballasjetetthet for 10 lag plast funnet av andre
(Mdller 2002). Det var generelt store variasjoner i tetthetsmalingene, og dette kan forklares
med at det var noen vanskeligheter med utstyret under selve malearbeidet. Det ble funnet
mugg i 56 % av prgvene der emballasjetettheten var under 100 sekunder, mens det ble
funnet mugg i 18 % av prgvene der emballasjetettheten var malt til over 100 sekunder
(Tabell 11). Resultatene kan tyde pa at det blir hyppigere muggvekst i baller med lav
emballasjetetthet, og det er et sannsynlig og forventa resultat, selv om forskjellen ikke var

signifikant.

Det norske datamaterialet vil bli slatt sammen med det svenske (som er betydelig st@rre).
Det vil (forhapentligvis) gi flere sikre svar nar det gjelder a pavise sammenhenger mellom

produksjonsforhold og forekomst av sopp.
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6.0 Konklusjon

e Arthrinium spp., Penicillium roqueforti og Mucor circinelloides var de hyppigst
forekommende soppene i de analyserte prgvene av norsk hgyensilasje.

e Det ble funnet Ascosphaera og Ulocladium, to slekter som ikke tidligere er kjent
pavist i hgyensilasje

e Toksinproduserende sopper var hyppig forekommende, og Penicillium roqueforti var
den mest frekvente av disse

e Fuktig og mildt kystklima kan synes a gke risikoen for framvekst av sopp,
sammenligna med tgrrere og kjgligere (vinter)klima i innlandet, og det ble funnet
mer gjeersopp i for fra fgrsteslatt enn i for fra andreslatt

e Det kunne ikke pavises at andre produksjonsfaktorer hadde innvirkning pa den
hygieniske kvaliteten med utgangspunkt i dette materialet.

e Muggtallene var generelt lave og innenfor det som ansees som akseptert hygienisk
kvalitet pa norsk hgyensilage

e Undersgkelsen er basert pa et sveert begrenset utvalg med prgver. Det kan ikke
trekkes endelige konklusjoner fgr materialet blir holdt sammen med tilsvarende, og

mer omfattende undersgkelser i Sverige.

Det er imidlertid ikke alltid like vanlig eller lett i praksis @ dokumentere mengder av sopp og
hvilke arter som finnes i foret. En bedgmming av den hygieniske kvaliteten vil ofte i praksis
til slutt bero pa ens egen subjektive vurdering og generelt bgr man kassere alt for med

muggvekst.
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Vedlegg 1: Skjema for overflateinspeksjon (eksemplar for
firkantballer)

- Mogelfsrekomst i hosilage C. Miiller

Gardens namn: Datum:
Téthet:

Plastbredd:

éverlappning:

Markera plastskador med kryss.
Markera synlig svamptillvixt s likt som méjligt, ange nummer (samma som pé foto och
provror).

Botten: Gavelsida:

Baksida:
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Vedlegg 2: Protokoll for dpning og prgvetaking av baller

Protokoll for baloppning och provtagning av balar pa gardar

1. Vilj ut en bal fran det parti som haller pa att utfodras, vélj en som ser hel ut och inte har
mycket avvikande balform eller synliga skador.

2. Mt titheten pa balen med ventil, pump och manometer. Anteckna tiden det tar fran -20 till
-15 mm vp.

3. Mt bredden pé nagra plastlager pa balen, och dra forsiktigt isdr ndgra lager s att du ser
overlappningen. Mt Sverlappningen. Anteckna virdena i protokoll.

4. Skir ut en ruta ur plasten (medan den fortfarande &r runt balen) pa ca 10x10 cm fran balens
mantelyta, ej frn gaveln. Léagg plastprovet i en mérkt pase och knyt till. Detta anvénds sedan
for att rikna antalet plastlager.

5. Oppna balen och ta bort plasten helt. Inspektera plasten noga och leta efter skador, stickhal
mm p4 insida och utsida. Markera i protokollet var ev. skador funnits.

6. Inspektera balen noga och markera i protokollet var ev. synlig svamptillvéxt finns och hur
stor yta. Numrera synlig svamptillvéxt, och fotografera. Ror inte vid balen eller kolonierna
annu.

7. Ta prov frén synlig svamptillvixt med steril bomullspinne som ldggs i mérkt provror. Ta
prov pa alla synliga kolonier som ser olika ut. Mérk alla provrér med samma nummer som
kolonin mérkts med vid fotograferingen.

8. Ta prov pa balen och frén tva balar till av samma parti med hjélp av ensilageborr
(flamberad och avkyld). Borra frén 8 olika stillen pa balens mantelyta, jamnt fordelade runt
balen och i hojdled sa att provet blir representativt for balen - det skall vara ett prov per gard
mérkt med gardens namn.

Prov: 8 borrkérnor per bal fran 3 balar (totalt 24 borrkérnor) blir formodligen 6ver 1.5 kg.
Behall ca 700 g i samma pase (resterande del tas och kasseras med steril ting som &r
flamberad och avkyld) skriv KEM pa pasen. Fran denna pase ta ut minst 150 g (upp till 200 g)
till MIKRO med steril ting och ligg i liten pase med ziplas (detta material anvénds till
mikrobiologisk analys (50 g), molekylér analys - 454 sekvensering (50 g) och
mykotoxinanalys (50 g?).

KEM

24 borrkédrnor MIKRO
frén 3 balar 150 g (upp
ca 500 g till 200 g)
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Mogelforekomst i hosilage C. Miiller

9. Intervjua gardens/balarnas dgare och fyll i frigeformuliret.
10. Alla prov forvaras i kylviska tills de skickas till Kungsingen. Forpacka
Paket Kem: Foderprov (6ver 500 g) i vadderat kuvert.

Paket Mikro: Lagg forst i aluminiumfolie och dérefter 3 kylklampar (alternativt 2 ifall det &r
tréngt). Foderprov (150 g), synliga koloniprov och ifyllt frageformulir frin samma gard i en
storre pase och mark den mikro.

Skicka paketet innan klockan 18.00 till: Cecilia Miiller/Laboratoriet, Kungsingens
forskningscentrum, 75323 Uppsala. Paketet skall vara framme senast 09.00 dagen efter. Om
det &r plusgrader ute laggs dven négra kylklampar i paketet.

Om problem uppstar: i)
Cecilia 0706-609194 (018-672993)

Rolf 070-5672189 (018-671992)

Jessica 070-7755457

Téathetsmétning - ventiler, manometer, pump
Tumstock/mattband

Kniv, sax

Plastpasar, mindre och storre

Rutnit for uppskattning av ytmogel i % av balytan
Maérkpennor

Kamera plus laddare

”Skyltar” for numrering av synlig svamptillvéxt
Baldppningsprotokoll, frageformulér

Sterila bomullspinnar i provror
(Stomacherpésar)

Buntband

DeWalt borrmaskin, batterier, batteriladdare
Borr, stot, still for stot

Etanol, tindare

Kylklampar

Kylviaskor

Brev att skicka proverna i (porto forbetalt)

Vag

Baltejp

Rutnit — A4 papper = 1%
Sarstedtrér 50 ml — sterile

Handskar
Kundnummer hos posten: Nytt kundnummer: 20099422 Paket och Brev. (750 506 520 6)
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Vedlegg 3: Spgrreskjema til produsenter av innplasta grovfor til hest

1. Kontaktinformasjon

Kontaktperson:

Adresse:

Telefon:

E-post:

Er foret produsert pa garden? | Jal Nei

Om nei, kor/av kven er féret produsert?

Namn:

Adress:
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Telefon:

Er det andre dyreslag enn hest
som blir fora med det aktuelle

foret?

Type ballar: Rundballar, sma®@ Rundballar, store
Firkantballar, sma @ Firkantballar, mellomstore
Firkantsballar, store Anna form[@
Firkantball, dobbelball

Slattenummer 1:e slatt 2:e slatt 3:e slatt Anna

Slattedato?

Korleis var veeret under
slatten?
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Engalder?

ar

Er enga gjgdsla?

Ja Nei

Om ja, med kva og nar?

Er det brukt noen form for
ugras/skadedyrbekjemping i
enga?

(Ikkje sa vanleg, men kan forekome)

Botanisk sammansetning i
enga?

Forekomst av ugras (vurdering
av omfang og arter)

(T.d. ulike grasarter, belgvekstinnslag etc)

Anna informasjon om enga sin
tilstand:

Synlige spor/merker etter vand? Ja

Ujamn mark, ikkje utjamna sluttfarer? Ja

Gamalt, daudt gras Ja

Nei

Nei

Nei
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Opne omrade utan gras i enga? Ja Nei

Anna informasjon:

Korleis blei enga behandla pa
hausten aret fgr slatten av det
aktuelle partiet med for?
(beite, slatt, nysadd etc)?

Kva type (skiveslamaskin med el uten crimper, slamaskin med valsar,
hausteutstyr/slamaskin blei slamaskin som legg ihop fleire strenger, etc)

brukt?

Blir graset breispreidd eller Breispreidning Streng

lagt i tradisjonell, smal streng?

Stubbehggda?

Stubbehggde ca cm

Kor lenge blei foret fortgrka
(tid fra slatt til pressing)?
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Vart graset behandla medan
det lag pa bakken ?

(mekanisk behandling)

Ja Nei

Om ja, kor, nar og med kva slags utstyr/maskiner?

Kva type utstyr blei brukt for
pressing og innplasting?

(fast- eller variabelkammer? kombinert presse og pakker, etc)

Kor lang tid gikk det mellon
pressing og innplastning?

Blei det brukt
ensileringsmiddel ?

Ja Nei

Om ja; kva middel vart brukt?

Dosering?

Kor mange lag plast vart det
brukt?
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Blei tal lag plast og strekkinga
av plasten kontrollert?

Ja Nei

Viss ja, blei det gjort justeringar (kva for justeringar?) og ny

kontroll?

Kva farge har plasten?

Kva for plastbreidde vart

nytta?

Er foret analysert ? Nzeringsinnhold: Ja Nei
Hygienisk kvalitet: Ja Nei

Om ja, be om a fa kopi av analysrapportene.

Om ja, korleis og nar blei dei analyserte prgvene tatt ut?
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Er det registert hygieniske
problem i partiet ?

Ja Nei

Om ja, kva har vore problemet/-a, og kor stort omfang har

problemet?
Korleis blir ballane lagra (yta, | Eittlag To lag Tre lag
himmelretning, mot vagg,
hardgjord yta, grusbadd,
stallplan, pa gris/marken Fire lag

etc)?

Pa gras? Grus? Asfalt? I1é /mot vegg, langs vei?

Mot s@r/aust/vest/nord?

Blir ballane beskytta med nett
e.l.?

Ja Nei

Anna:
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Er ballane flytta etter
innplasting?

Ja Nei

Om ja; kor mange gonger?

Kor lenge lag ballane evt pa jordet fgr dei blei flytta til lagerplass?

Andre kommentarar:
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Vedlegg 4: Arbeidsbeskrivelse kvantitativ og kvalitativ bestemmelse
av mugg
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Arbetsrutin for mikrobiologisk analys av vallfoder i mogelprojekt

Mogel i hosilage- analys av mdgel kvantitativt och kvalitativt, med tva, olika substrat och i
tvé olika temperaturer.

Foljande medier tillreds enligt anvisning pa burken:

e Maltextraktagar MEA (utan tillsats av mjolksyra) anvinds for bestimning av
totalantal  jéstsvampar och  mogelsvampar.  Tillsdtt tvd  antibiotika
(chlorotetracycline, 50 pg/ml och chloramphenicol, 100 pg/ml). Endast
chloramphenicol klarar av autoklavering utan att forlora aktivitet (Samson et al.,
2010). Chloramphenicol kan tillsittas fére autoklavering.

° DG-18 agar med tillsats av 220 g glycerol per liter vatten (medium) anvéands for
bestdmning av ffa mogelsvampar. Tillsdtt ett antibiotika (chlorotetracycline, 50
pg/ml) efter autoklavering. Innehéller redan chloramphenicol.

Spddningsserie

Fran varje gard kommer ett hosilageprov i separat pase. Fran varje pase tas 50 g prov ut
och blandas med 450 ml Ringerlosning med Tween 80 tillsatt (0,5 ml Tween 80 per liter
Ringerlosning) tillsatt, far sta i 30 min och kors sedan i stomacher 2x60 s. Lsningen hélls
dédrefter 6ver i ett provrér och en spadningsserie gors (4 provror, sé att det blir 10101
* och 10 pa plattan, se Tabell 1). Fran varje spidning sitts en platta per substrat och
temperatur (en platta for 25°C och en for 37°C for varje substrat).

Direktutligg

Dessutom skall direktutligg fran varje prov goras pa en platta per substrat och temperatur.
Négra stran fran det ordrda provet ldggs direkt pa en platta per substrat och temperatur.
Anvind t.ex. steril tang.

Synligt mogel

Bomullspinnar med prov fran synliga kolonier kan ocksé finnas med i provet fran garden.
Pinnarna trycks ldtt mot 3 olika stillen pa samma platta. Bada substraten och bada
temperaturerna skall anvindas (som for direktutlagg).

Mirk alla plattor noga med vad det &r for ansittningsdatum, temperatur, gdrdsnamn och
provanummer. Plattor med spddningsserien vdnds upp och ner efter rackling och sitts in i
rdtt temperatur i en plastpdse som &r Sppen (far ej tillslutas!). Mérk plastpasen med vilken
analys det dr (kvantitativ), ansittningsdatum, temperatur och vilka prov (gérdar och

HVC ¥ Kungséngens forskningscentrum Funbo-Lovsta forskningscentrum
P.O. Box 7024, Ultuna Kungséngen Research Centre Funbo-Lévsta Research Centre
S-750 07 UPPSALA, SWEDEN S-753 23 UPPSALA, SWEDEN S-755 97 UPPSALA, SWEDEN
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provnr) det &r i pasen. Direktutldggen far ej vdndas upp och ned men skall vara i plastpase.
Plattor med avtryck fran bomullspinnar kan véndas upp och ner och skall vara i plastpése.

Avlisning av plattor gors pa de spidningar som ger 20-200 kolonier (ger sékrast resultat).
Avlisning av jist efter 2 dagar och av mogel efter 5 dagar och 10 dagar. Var noga med att
inte kontaminera plattorna vid avldsning. Locken ska hela tiden vara pa! Efter avldsning
sétts plattorna i kylskap dér de kan forvaras i upp till en vecka innan omympning av mogel
till nya plattor.

Tabell 1: Plattspridning p& MEA och DG-18:

Provror Utspéddning Spédning i roret miéngd pé plattan  spadning pa
plattan
ror 1 10 ml fran Stomacherpasen 107 0.1 ml 107
ror 2 9 ml steril Ringerldsning +1 107 0.1 ml 107
ml fran ror 1
ror 3 9 ml steril Ringerldsning +1 107 0.1 ml 10"
ml frén rér 2
ror 4 9 ml steril Ringerlosning +1 10 0.1 ml 10°
ml fran ror 3
Arbetsging

1. Gjutning av MEA- och RCM-plattor

Medium
Rikna ut hur mycket medium som behovs. Rikna med 14 ml medium per platta for
MEA och DG18. Avrunda uppét s blir det medium &ver till blankar ocksa

o MEA: 36 agar till 750 ml medium. Tillsitt tva antibiotika
(chlorotetracycline, 50 pg/ml och chloramphenicol, 100 pg/ml). Endast
chloramphenicol klarar av autoklavering utan att forlora aktivitet.
Chloramphenicol kan dérfor tillséttas fore autoklavering. Chlorotetracycline
tillsdtts efter autoklavering.

Exempel: Blanda 36 g MEA till 690 ml avjoniserat vatten. Total méngd =
750 efter tillsats av utspidd antibiotika (chlorotetracycline = 10 ml,
chloramphenicol = 50 ml i 690+10+50 = 750).

o DG-18 agar med tillsats av 220 g glycerol per liter vatten (medium). Tillsatt
ett antibiotika (chlorotetracycline, 50 pg/ml) efter autoklavering. DG-18
agar innehéller redan chloramphenicol (0.1g/1).

Exempel: 165 g glycerol, 23,7 g agar och 740 ml avjoniserat vatten
(vtterligare 10 ml avjoniserat vatten vid tillsatts av utspitt
chlorotetracycline).

Antibiotika
o Chloramphenicol (100 pg/ml): Blanda ut énskad méngd antibiotika med en
liten mingd 96 % etanol i ett eppendorfror (1.5 ml) eller annan typ av
bégare. Hll 16sningen i agarn fére autoklavering.
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Exempel: 0.075 g chloramphenicol till ett litet ror (1.5 ml) 16s upp med
etanol och tillsétt detta till 750 ml medium.

Det gar dven att 16sa upp chloramphenicol i destillerat vatten och lagra i
4°C upp till en manad.

Exempel: Los upp 0.75 g chloramphenicol i 500 ml destillerat vatten. Dela
upp 1 10 Falconrror (50 ml i varje ror). Ett ror pa 50 ml récker till 750 ml
medium (total méngd).

Utrdkning:100 pg/ml till 750 ml -> 100x750=75000 ng=0.075g antibiotika
till 750 ml medium.

Tillsatt chloramphenicol fore autoklavering av agarn.

o Chlorotetracycline: Finns i -20 frysen pa mikrolab. Forbered en 16sning av
chlorotetracyline med destillerat vatten. Anvind magnetomrorare for att
16sa upp chlorotetracycline. Sterilisera chlorotetracycline med hjélp av en
spruta till ett sterilt ror (gor detta helst i en LAF=laminar air flow cabinet,
finns ej sddan pa Kungséngen — endast pa mykopat institutionenn). Anvéand
smé filter som finns till sprutor (10-20 ml). Efter autoklavering kyl ned
agarn till 50-60°C (vattenbad) och tillsitt det 16sta chlorotetracycline. Gar
att férbereda stora méngder och forvara i 4°C upp till en méanad.

Exempel: L6s up 0.375 g chlorotetracyline i 100 ml destillerat vatten. Dela
upp i ror (10 ml i varje ror). Ett ror pa 10 ml réacker till 750 ml medium
(total méngd).

Utrékning: 50 pg/ml till 750 ml -> 50x750=37500 ng=0.0375g antibiotika
till 750 m]l medium.

Borja med att ta fram E-kolvar och ldgg i omrérarmagneter. Mérk vilken kolv som skall ha
vilket medium. Vag sedan upp mediet pa plasttrdg och hill mediet i E-kolven. Tillsatt ratt
mingd avjoniserat vatten och rér om pa magnetomrérare (ingen virme). Sitt pa
aluminiumfolielock och autoklaveringstejp pa E-kolvarna, var noga med att det sluter tétt
runt kanten. Ta gérna dubbla aluminiumlock.

* Ringerlosning
- Rékna ut hur mycket Ringerlosning det gar at. For varje prov behovs 450 ml

Ringerlosning med Tween 80 tillsatt (0,5 ml Tween 80 per liter
Ringerlosning) f6r Stomacher-behandling. Till varje provrér behovs
dessutom 9 ml. Ungefir 500 ml Ringer behovs da for fullsténdig
mikrobiologisk analys av ett prov. Avrunda méngden upp till halvlitrar
eftersom det gar at en tablett per halvliter vatten.

- Rikna med ndgra extra rér om nagot blir fel samt 2-3 blankar.

- Stoppa tabletterna i stora glasflaskor med blé skruvkork (2 litersflaskor ryms
precis i autoklaven). Skruva &t locket lite lagom. Stdll flaskorna med lite
mellanrum sa att virmen kan rora sig fritt i autoklaven. Stoppa autoklavens
termometer i en av flaskorna med Ringerlosning.

e Autoklavera
Stdll in E-kolvarna med medium och Ringerlosning i autoklaven, anvénd
aluminiumform i botten om nagot skulle ldcka. Sting luckan enligt anvisning.
Kontrollera vattennivan i autoklaven och fyll p4 med avjoniserat vatten om det
behovs. Vilj ritt program, se anvisningar i autoklavens manual (ligger pa bordet
vid sidan om autoklaven).
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e Plattgjutning
Gjut plattorna, héll i agarlosning sa att det tdcker ndstan hela plattans botten men

blir kvar en liten tom flack, ror sedan ltt pa plattorna sé att hela ytan tdcks med
agar. L4t plattorna stelna innan de mérks med spddning och nummer. Stéll plattorna
pé bénken tills kondensen forsvunnit. Forvara dérefter upp och ned i plastpasar i
kylskap tills de skall anvidndas. Max 1-2 veckor kan de forvaras, sedan torkar de ut.

Ansiittning av prover

* Autoklavering av instrument/material (vilj rétt program enligt anvisning — inga
vatskor!)

- Ett r6r per prov (MEA och DG18) och spadning. Lagg till blankar och négra
extra ror for sidkerhets skull. GIom inte korkar pa alla ror (finns i lador i
arbetsbénk vid autoklaven).

- Pipettspetsar. Tejpa ihop locket med autoklaveringstejp.

- Petriskal med lock i glas (for sprit).

- Racklor (minst 2 st) inlindade i aluminiumfolie och tejp.

- 2 E-kolvar (200 ml) for Ringerlésning som skall 6verforas till provréren. Sétt
pa lock av aluminiumfolie och tejp.

provroren. Linda in i aluminiumfolie och tejp.
- Mitkolv som gér att autoklavera. Finns i sterilskapet och skall aterforas dit
efter anvédndning. Lock av aluminiumfolie och autoklaveringstejp.

* Spédningsserie

Nér autoklaven gétt fardigt, 6ppna luckan och stéll in sakerna i sterilskapet, lat méatkolven
och provréren svalna lite (mérk provroren). Tillsatt 450 ml Ringerldsning till 50 g prov i
Stomacherpase. Kor 2 x 60 s i Stomachern pa ”Normal Speed”. Hill sedan upp vétska fran
pasen i provréor 1, 1amna lite skvalputrymme i réret. Spara pésen tills anséttningen é&r klar.

Se till att provroren dr mérkta med provnummer och att de star i ordning for att gora en
spddningsserie. Anvind Acuboy-pipetten och autoklaverad glaspipett (tryck i pipetten
langt upp i féstet) for att fora 6ver 9 ml Ringerlosning till alla tomma provror. Acuboy har
tvé knappar, en for att fylla i och en for att tomma. Tryck inte in fyll-knappen for langt for
da kommer vétskan upp i filtret inne i pipetten. Acuboy kan ej stillas in pé att stoppa vid
en viss volym.

Gor sedan spddningsserien. Anvind pipett pd 1 ml (blaa spetsar) och ta en lml frén
omskakat r6r 1, f6r dver till ror 2, bréann av ror 1:s mynning och sétt tillbaka det. Skaka ror
2, ta en ny pipettspets och for 6ver 1 ml fran ror 2 till r6r 3, brdnn av mynningen pé ror 2
och sitt tillbaka, skaka ror 3 osv.....Kom ihag att byta pipett for varje steg och att branna av
mynningen nér ett ror dr klart. Nar overforing fran ror till platta sker kan samma
pipettspets anvidndas inom samma prov om man borjar med den hogsta spidningen. Giller
dven rackla vid spridning.

e Ansittning pé plattor och inkubation

MEA och DGI18 —jdst och mogel
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Anvind Tipmasterpipett 0.1 ml (blaa spetsar), ta upp vétska i spetsen och tryck ut den
forsta delen 1 vask/papperskorg, det dr inte sdkert att den &r 0.1 ml. Tryck sedan ut 0.1
ml pa varje platta, ta tre plattor i taget och rackla ut. Far plattorna st for ldnge med
vitskan utan att racklas avdunstar véitskan och det gar dé inte att rackla. Inkubera 1 25-
30°C upp och ned i plastpase (men ténk pa att det skall vara aerob milj5).

e Avlisning och férvaring

Las av jast efter 2-3 dygn, mogel efter 5 och 10 dygn. Jésten kan ha olika farger (vit,
gul, orange, rosa) men &r ej filamentsa.

Forvara plattorna uppréttvianda i kylskap (4°C) med parafilm runt for att forhindra
kontaminering. Inom en vecka i kylskdp ska mogel ympas 6ver pd nya MEA plattor
(med antibiotika) och renodlas for att studera de morfologiska karaktérerna.

Identifiering kan ske med hjidlp av stereolupp och mikroskop samt boken “An
introduction to Food and Air-borne fungi” av Samson ef al. (finns hos C. Miiller eller pa
mikrobiologilab). Bomullsblatt kan tillséttas for att léttare se strukturerna i mikroskop.
Bomullsblétt och paraffinolja finns pa hyllan ovanf6ér mikroskopet.

Avlidsning av plattor gors pa de spiddningar som ger 20-200 kolonier (ger sikrast
resultat). Riikring enligt Pahlow eller Niemeli

Tabell 2. Lo|lunn MEA, DG-18,
: Plattspridning
Provror Utspadning Spddning méngd pd spéddning
iroret plattan pé plattan
ror 1 10 ml fran 10" 0iml  10°
Stomacherpasen
ror 2 9 ml steril 107 0.1 ml 0

Ringerlésning +
1 ml fran ror 1

ror 3 9 ml steril 107 0.1 ml 10

Ringerldsning +
1 ml frén ror 2

ror 4 9 ml steril 10" 0.1 ml 10°

Ringerlosning +
1 ml frén ror 3

Dessa anvinds rutinméssigt
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