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Fo6rord

For att kunna producera en mjolk med god kvalitet &r det av stor betydelse att
mjolkanlaggningen pa garden kan hallas ren. Av miljéhansyn gar utvecklingen
pa mjolkgardarna alltmer mot anvandning av diskmedel som inte innehaller klor.
Det finns dock en osakerhet om de klorfria diskmedlens effektivitet, och nagon
etablerad metod for att utvardera och jamfora diskmedel for gardsdisk finns e;.

| detta projekt har en metod utarbetats for att kunna bedéma renheten efter disk-
ning i mjolkningsanlaggningar. | rapporten beskrivs denna metod samt resultaten
fran en serie diskningsforsok med bland annat ett antal klorfria diskmedel.

Projektet har genomforts som ett samarbete mellan JTI — Institutet for jordbruks-
och miljoteknik, Svensk Mjolk och Arla Foods. | projektgruppen medverkade
Martin Sundberg, Cecilia Lindahl och Lotten Wahlund fran JTI, Anders
Christiansson, Svensk Mjolk och Carol Birgersson, Arla Foods. En referens-
grupp bestéende av Kerstin Fredlund, Skénemejerier, och Lars-Ake Westman,
Norrmejerier, har under projektets gang bidragit med vardefulla synpunkter.

Medel for projektets genomférande har stéllts till forfogande fran Stiftelsen
Lantbruksforskning. Till alla som pé nagot satt bidragit till projektets genom-
forande framfors ett varmt tack.

Uppsala i december 2009

Lennart Nelson
VD for JTI — Institutet for jordbruks- och miljéteknik
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Sammanfattning

Av miljéhansyn gar utvecklingen pa mjolkgardarna alltmer mot anvandning av klor-
fria medel for att diska mjélkningsanlaggningarna. Det finns dock en osakerhet om
de klorfria diskmedlens effektivitet, och nagon etablerad metod for att utvardera och
jamfora diskmedel for gardsdisk finns ej.

Syftet med detta projekt var att belysa den aktuella fragestallningen om klorfria disk-
medels effektivitet. Som ett led i detta utarbetades en metodik for att kunna bedéma
diskeffekt (renhet) baserat pa sporer fran Bacillus cereus. Denna metod anvéandes
sedan for att i en serie diskforsok prova ett antal klorfria diskmedel, dar aven disk-
temperaturens inverkan pa diskresultatet undersoktes.

Diskforsoken utfordes i en testanlaggning som konstruerats for att sa langt mojligt
efterlikna praktiska forhallanden pa en gard. Pa en diskslinga finns tva provriggar
med vardera fyra demonterbara provtagningsbrickor. Brickorna &r fasta i anden av
T-ror som sticker ut 1,5 respektive 3 ganger diskledningens diameter for att ater-
spegla olika svara diskforhallanden.

I diskforsoken pafordes “smuts™ pa brickornas métyta. Genom att jamfora mangden
ursprunglig “smuts” pa brickorna med mangden efter disk erhélls ett kvantifierbart
matt pa diskeffekten. Som ”smuts” anvéindes dels sporer fran B. cereus, dels filmjolk.
I en och samma disk anvéndes den ena provriggen for sporer och den andra for fil-
mjolk.

Den storsta delen av de i projektet genomforda forsoksdiskarna gjordes inom ramen
for en Huvudstudie. Denna omfattade 10 olika disklésningar vid temperaturerna 35,
45, 55 och 65°C, vilket med tre upprepningar for varje kombination gav totalt 120
diskar. Utdver detta gjordes diskforsok av mer orienterande karaktar for att belysa
effekter av reducerad vattenmangd, 6kad lutkoncentration samt véxeldisk med
alkaliskt/surt diskmedel.

I huvudstudien ingick sex klorfria, alkaliska diskmedel; tre flytande och tre pulver-
diskmedel. Utover dessa anvéandes aven ett alkaliskt diskmedel med klor, en lut-
16sning, en lut/hypokloritlosning samt ”diskning” med enbart vatten.

Med den testanlaggning och metodik som anvandes i dessa studier &r de viktigaste
slutsatserna fran projektet féljande:

- Alkaliska diskmedel utan klor gav betydligt lagre reduktion av Bacillus cereus-
sporer an disklésningar som innehdll klor.

- Alla klorfria alkaliska diskmedel gav i princip likvardigt diskresultat, sdledes var
det heller inga skillnader mellan pulvermedel och de i flytande form.

- Samtliga diskmedel gav for 6gat rena ytor med filmjolk som ”’smuts”.

- Under diskfasen bor disklésningens temperatur vara 55°C.

- En 6kning av disklosningens temperatur fran 55°C till 65° férbattrade inte disk-
resultatet.

- Det &r viktigt att diskningen utfors med korrekt vattenmangd.

- Vaxeldisk med ett alkaliskt och ett surt diskmedel gav storre reduktion av sporer
an tva diskar med alkaliskt diskmedel.

Det ska papekas att den testmetod som anvandes, inte fullt ut aterspeglar de hygien-
problem som finns i praktiken. De resultat som framkommit i foérsoken kan darfor
inte direkt overforas till praktiska forhallanden. Den kunskap som erhallits i projektet
utgor dock en bra grund for att kunna vidareutveckla metodik och modellsystem.
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Summary

Environmental concern is driving development on dairy farms towards chlorine
free detergents for internal cleaning of the milking system. There is however
uncertainty about the effectiveness of the chlorine-free detergents, and currently
no established method is available to evaluate and compare detergents for use on
dairy farms.

The aim of this project was to establish a knowledge base on the effectiveness of
chlorine-free detergents. Initially, a methodology for evaluation of cleaning effect
based on Bacillus cereus spores was developed. This method was subsequently
used in a series of cleaning-trials where the influence of the cleaning solution’s
temperature on cleanness was also investigated.

The cleaning trials were carried out on a test installation, as far as possible
designed to correspond to on-farm conditions. On a milk line two test-rigs are
mounted, each with four dismountable sampling plates. The plates are attached
at the end of T-junctions protruding either 1.5 or 3 times the milk pipe diameter
from the main loop in order to reflect different hard-cleaning conditions.

For each cleaning trial, B. cereus spores and soured milk were applied to the four
sampling plates in each test rig respectively to simulate different kinds of “dirt”.
By comparing the original amount of “dirt” with that after cleaning, a quantifiable
measure of cleaning effectiveness was obtained.

The main study comprised 10 different cleaning solutions at temperatures 35, 45,
55 and 65°C. For each mutually exclusive combination, three replicate cleanings
were performed giving a total of 120 cleanings. In addition to this, further clean-
ing trials were carried out to illustrate the effects of reduced water volume,
increased lye concentration and alternated alkaline/acid cleaning.

Six chlorine free, alkaline detergents were included in the main study; three liquid
and three powder. In addition to these, one alkaline detergent with chlorine, one
lye-solution, one lye/hypochlorite-solution and pure water were also tested.

The most important conclusions from the project are:

- Chlorine free, alkaline detergents gave a considerably lower reduction of
Bacillus cereus spores than cleaning solutions containing chlorine.

- All chlorine free, alkaline detergents gave in general equal measured cleanness
and as such there were no measured differences between the performance of
detergents in powder form and those in liquid form.

- All detergents gave visually clean surfaces when using soured milk as “dirt”.

- During the cleaning phase, temperature of the cleaning solution should be 55°C.

- An increase in cleaning solution temperature from 55°C to 65° did not improve
cleaning effectiveness.

- Itis important that the volume of water used in cleaning is correct.

- Alternate cleaning with one alkaline and one acid detergent gave higher reduc-
tion of spores than two cleanings with alkaline detergent

It should be noted that the test method developed does not exactly reflect the
sanitary problems common in practise. Therefore, results from this these experi-
ments cannot directly be transferred to practical conditions.
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Bakgrund

Att varna om miljon ar viktigt for den svenska mjolksektorn, och det finns en Kklar
ambition att kemikaliehanteringen ska ske med stor miljohansyn. Utvecklingen pa
mjolkgardarna gar darfér mot anvandning av mer miljovanliga och klorfria disk-
medel, vilket ocksa ar bra ur arbetsmiljosynpunkt.

Vid disk och desinfektion av mjélkningsanlaggningar ar det viktigt att organisk
smuts som kan medfora tillvaxt av mikroorganismer avlagsnas. Detta &r dock inte
tillrackligt, utan ytorna maste ocksa vara mikrobiologiskt rena, d.v.s. att mikroorga-
nismer avlagsnats eller avdddats. Det finns ett flertal diskparametrar som var for sig
eller i kombination paverkar diskresultatet, tabell 1. Sporer ar i detta sammanhang
svarast att eliminera, eftersom de ar mycket mera resistenta mot varme och kemi-
kalier &n vegetativa bakterieceller (Christiansson, 2001).

Tabell 1. Faktorer som paverkar disk- och desinfektionsresultatet (efter Christiansson, 2001).

Disktemperatur Bakteriestam/sporernas egenskaper hos stam
Lutkoncentration Materialbeskaffenhet

Syrakoncentration Materialtalighet (korrosionsbenagenhet)
Flode/turbulens Tensid

Tid Komplexbildare

Vattnets hardhet pH

Nedsmutsningsgrad Typ av desinfektionsmedel

Formulerade diskmedels sammanséttning  Hygienisk design

Bakterien Bacillus cereus, bild 1, &r en av de viktigaste orsakerna till forsémrad
hallbarhet pa mjolk och mjolkprodukter (Christiansson et al., 1999). Den &r vanligt
forekommande i manga miljoer och har isolerats fran jord, vatten och vegetation.
Bacillus cereus-sporer ar motstandskraftiga mot yttre paverkan som varme, des-
infektionsmedel, uttorkning och sura miljoer (Christiansson, 2001). Sporerna over-
lever darfor manga av de varmebehandlingar som anvands i livsmedelsindustrin,
t.ex. pastorisering, och har ofta en formaga att gro till vaxande celler vid kylskaps-
temperaturer (Andersson et al., 1995).

Bild 1. Vegetativa celler av Bacillus cereus.

JTI — Institutet for jordbruks- och miljéteknik
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Sporer av Bacillus cereus har en formaga att fasta pa ytor av manga av de material
som ar vanligt férekommande i mjolkningsanléaggningar (Faille et al., 2002).

Nar sporer fast pa en yta ar de mindre kansliga mot desinfektionsmedel an sporer
som ar i en l6sning (Kreske et al., 2006; Ryu & Beuchat, 2005). Detta beror pa

att sporer och bakterier som far sitta kvar pa en yta, inom loppet av nagra dygn
bildar en sa kallad biofilm som gor cellerna mer motstandskraftiga.

Bildningen av biofilm &r en typ av 6verlevnadsmekanism som skyddar och
underlattar tillvéxten under ogynnsamma forutsattningar, som t.ex. vid turbulenta
floden eller begrinsad tillgdng pa niring (Davey & O’Toole, 2000). Ofta tillverkar
cellerna ett slemlager, som omger och skyddar kolonin (Flint et al., 2001; Parkar
et al., 2001; Marshall, 1992) och denna struktur gor att cellerna blir mer mot-
standskraftiga mot bade rengo6ring och desinfektion jamfort med celler i suspension
(Flint et al., 2001; Parkar et al., 2001; Mattila et al., 1990). Bildningen av biofilm
beror pa substratets sammansattning, tillgang pa naring samt flode, och biofilmens
uppbyggnad &r troligtvis unik for just den miljo dar biofilmen uppkommit
(Sutherland, 2001; Stoodley et al., 1997). Flint et al. (2001) har ocksa visat att
fororeningar p.g.a. brister i diskning okar forutsattningarna for bildning av biofilm.
Biofilm bestaende av termofila bakterier kan snabbt uppsta i sddan omfattning att
mjolk som sedan passerar, kontamineras genom att celler slapper fran biofilmen.

Wijman et al. (2007) upptéckte att en biofilm med B. cereus kunde, beroende

pa omstandigheterna, till 90 % besta av sporer. Detta tyder alltsa pa att biofilm
med B. cereus kan fungera som en kélla for sporbildning och kontinuerligt sldppa
sporer i t.ex. en mjolkledning. Sporbildning i biofilm skedde foretradesvis nar
biofilmen hade direkt kontakt med luftens syre i vattenméttad atmosfar (Ryu &
Beuchat, 2005; Wijman et al., 2007). Detta motsvarar mycket val situationen i

en mjolkningsanlaggning.

Eliminering av biofilm och sporer underlattas av mekanisk paverkan samt oxid-
erande amnen, som hypoklorit och véteperoxid (Kumar & Anand, 1998). Klor-
kombinerade diskmedel skulle darfor kunna underl&tta borttagandet av en biofilm.
Som tidigare namnts &r dock sadana diskmedel mindre dnskvarda av miljoskal,
och utvecklingen av diskmedel gar idag mot klorfria diskmedel. Samtidigt &r det
svart att utvardera om denna utveckling kan leda till 6kade hygienproblem.

Sveriges mejeriforeningar har ett branschgemensamt kemikalierdd som sam-
arbetar kring gemensamma kemikaliefragor. Kemikalier som anvands pa mejerier
och i lantbruket godkands vid en bedémning som gors av en oberoende konsult
(http://www.brakemrad.se). Bedomningen av kemikalierna gors ur saval miljo-
som hélsosynpunkt, och det finns ocksa krav pa funktionsdeklaration. Tillverkaren
kan sjalv lamna dokumentation eller hdnvisa till praktisk erfarenhet. Problemet
med detta ar att det ar svart att objektivt jamfora funktionen mellan olika disk-
medel. F6r mejeridisk finns en standardmetod framtagen for att utvardera och
jamfora diskeffekt for till exempel olika diskmedel (SIKs funktionstest ” Utvérde-
ring av rengoringseffekt i slutet system (CIP)”). De flesta forsok som genomforts
tidigare har fokuserat pa mejeridisk, dar man anvander betydligt hogre temperatur
och koncentrationer av aktiva dmnen an vid diskning av mjolkningsanlédggningar
pa gardar. Eftersom det dessutom foreligger en avsevard skillnad i anlaggnings-
utformning mellan mejeri- och gardsdisk, ar de erhallna resultaten inte direkt
overforbara. Det finns darfor onskemal fran Kemikalieradet om att ta fram ett
motsvarande system for gardsdisk.

JTI — Institutet for jordbruks- och miljéteknik
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I borjan av 2000-talet byggde JTI upp ett hygienlabb i form av en testanldggning
for gardsdisk. Denna anlaggning utformades for att sa langt som majligt efterlikna
de verkliga forhallandena pa en mjolkgard. Tidigare forsok pa JTI med diskning
av biofilmer med termoresistenta bakterier har visat pa svarigheterna att satta upp
ett modellsystem for att utvardera diskning med hjélp av biofilm (Benfalk et al.,
2008). Trots tydlig varmeresistens i laboratoriemiljo eliminerades biofilmen l&tt
aven vid lag temperatur i JTI:s testanlaggning och vid normal diskning i konven-
tionell mjolkningsanlaggning. Detta tyder pa att de biofilmer som bildas i en
mjolkningsanlaggning inte kunde efterliknas i forsoken.

Den bristande kunskapen om de klorfria diskmedlens effektivitet vid gardsdisk ar
inte tillfredstéllande. Det ar darfor viktigt att kunna undersoka vilka diskbetingel-
ser for klorfria diskmedel som krévs for att inte vegetativa celler och sporer finns
kvar eller 6verlever, och darmed far chans att etablera biofilm i anlaggningen.
Mot bakgrund av B. cereus-sporernas goda formaga att fasta pa ytor, skulle ett
diskbeddmningssystem baserat pa anvandning av sadana sporer i JTI:s testanlagg-
ning kunna vara en framkomlig véag.

Syfte

Syftet med detta projekt var att belysa den aktuella fragestéallningen om klorfria
diskmedels effektivitet. Som ett led i detta utarbetas en metodik for att kunna
bedoma diskeffekt (renhet) baserat pa sporer fran Bacillus cereus. Malet var att fa
en metod for att objektivt kunna jamféra diskeffekten mellan olika diskmedel for
mjolkningsanlaggningar pa gardar. Denna metod anvands sedan for att i en serie
diskforsok prova ett antal klorfria diskmedel, dar &ven disktemperaturens inverkan
pa diskresultatet undersoks.

Metodik

Den storsta delen av de i projektet genomférda forsoksdiskarna gjordes inom
ramen for en Huvudstudie. Denna omfattade 10 olika diskldsningar vid fyra
disktemperaturer, vilket med tre upprepningar for varje kombination gav totalt
120 diskar. Uttver detta gjordes diskforsok av mer orienterande karaktér for att
belysa effekter av reducerad vattenméngd, 6kad lutkoncentration samt véaxeldisk
med alkaliskt/surt diskmedel.

De statistiska analyserna av data utférdes med hjéalp av blandade linjara modeller,
“mixed models”, se till exempel Littell et al. (2006). Metoderna finns beskrivna i
Engstrand & Olsson (2003, kap. 10-12). Proceduren Mixed i SAS-paketet (SAS,
2008) anvandes for analyserna. De medelvarden som redovisas i resultatavsnittet
avser viktade medelvarden berdknade i SAS. De LSD-varden (Least Significant
Difference) som anvénds i resultatredovisningen avser den minsta skillnad mellan

tva tal som maste foreligga for att skillnaden skall vara statistiskt signifikant (p<0,05).

Diskanlaggning

En central del for projektets genomforande var JTI:s testanldggning for diskning
som finns installerad pa SLU:s forsoksgard pa Kungsangen i Uppsala. Huvud-
komponenterna i anlaggningen ar en ca 35 meter lang rostfri, isolerad mjolkslinga
med provriggar, samt en konventionell diskmaskin (DeLaval C200), bild 2.

JTI — Institutet for jordbruks- och miljéteknik



12

Provriggar

35 m diskslinga

<</—/ Slutenhet

Diskmaskin
Bild 2. Principskiss éver JTI:s testanlaggning for diskning.

Testanlaggningen har konstruerats for att sa langt mojligt efterlikna praktiska for-
hallanden pa en gard. Den invandiga rordiametern pa diskslingan ar 22 mm. Pa
slingan finns tva riggar med vardera fyra demonterbara provtagningsbrickor, som
var och en ar fastade pa ett utstickande T-ror, bild 3. Tva av T-réren har en langd
av 33 mm och de andra tva & 66 mm langa, motsvarande 1,5 respektive 3 ganger
diskledningens diameter. De tva olika langderna pa T-rér anvands for att aterspegla
olika svéra diskforhdllanden. I ror som utgdr ”doda dndar” 1 systemet och som har
en langd pa max 1,5 ganger rorets diameter blir diskresultatet i andpunkten inte
samre &n i 6vriga delar av anlaggningen (Gustafsson, pers. medd.) Avstandet
mellan T-roren pa diskriggen ar 300 mm, vilket ska sakerstalla att den stérning i
vatskefldde som uppstar vid ett ror inte paverkar flodesforhallandena vid nasta ror.

Bild 3. Provrigg med tva korta och tva langa T-ror, i vars andar de demonterbara
provtagningsbrickorna (t.h.) skruvas fast.

Provtagningsbrickorna ar tillverkade i rostfritt stal och den yta som utsatts for
disklosningen (matytan) &r ca 2,8 cm? (19 mm diameter).

I dessa diskforsok pafordes “smuts” pa brickornas mityta. Genom att jamfora
mingden ursprunglig ’smuts” pa brickorna med méngden efter disk erhalls ett
kvantifierbart matt pa diskeffekten. Som ”smuts” anvéndes i dessa forsok dels
sporer fran B. cereus, dels filmjolk. | en och samma disk anvéandes den ena prov-
riggen for sporer och den andra for filmjolk.

JTI — Institutet for jordbruks- och miljéteknik
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I huvudstudien utférdes diskningar vid temperaturerna 35, 45, 55 och 65°C. Dessa
temperaturnivaer avser de som rader dar provtagningsbrickorna ar monterade i
riggarna. Motsvarande temperaturer pa vattnet nar det Iamnade diskautomaten och
borjade pumpas runt i mjolkslingan (installd vattentemperatur pa maskinen) var
42, 54, 67 respektive 79°C. En disk innefattade en skoljning, huvuddisk med disk-
medel samt en avslutande skdljning. Vattenméngden i huvuddisken var ca 30 liter.
Tiden for huvuddisken var i férsoken 5 min.

Sporer som smuts

Metodutveckling

Enligt den ursprungliga planen var det tankt att sporsuspension skulle sprayas pa
provbrickorna i ett jamnt och tunt lager (Husmark et al., 1999). Malet var att pa
varje provbricka paféra ca en miljon sporer (kvantifierat med den nedan beskrivna
metoden for mangdbestdmning). Efter inledande férsok med denna applicerings-
metod provades emellertid en alternativ metod som bedémdes kunna ge flera for-
delar. En sporldsning med kand koncentration pipetterades da ut pa provbrickorna,
varefter den med ympnal stroks ut i ett jamnt skikt dver hela ytan. Med denna
metod kan man mer noggrant pafora det 6nskade antalet sporer pa varje enskild
bricka, samtidigt som man slipper det stora “’spill” av sporer som uppstér vid spray-
ning. Dessutom var metoden rent arbetsmassigt betydligt enklare.

Under utarbetande av metodiken provades inledningsvis att anvénda en blandning
(50/50) av mjolk och sporsuspension pa brickorna. Efter diskning i testanlagg-
ningen konstaterades dock att inga kvarvarande sporer kunde pavisas pa brickorna.
For att undersdka majligheterna att fa sporerna att fasta battre, provades darefter
att applicera en ren sporsuspension utan mjolk. Detta konstaterades fungera béttre,
satillvida att sporer fanns kvar efter diskning.

Anvand metodik

| forsoket anvandes sporer fran Bacillus cereus-stammen GR 214. Stammen, som
ar psykrotrof och representativ for de stammar som kan tillvaxa i pastoriserad mjolk
under kylforvaring, hade isolerats fran silomjolk i ett svenskt mejeri (Svensson et
al., 2004).

Innan diskforsoken paborjades forokades sporerna i sddan méangd att en och samma
staml@sning kunde anvéandas till alla diskarna i projektet. | forokningsprocessen
tillsattes sporer i en ndringsldsning (tryptone yeast extract broth) och placerades

i inkubatorskap (30°C) 6ver natten. Darefter ytspreds I6sningen med sporerna pa
agarplattor for sporulering (nutrient broth (Difco) 8 g/l; KCI 1 g/liter; 1 mM CaCl2;
10 uM MnCI2; 1 mM MgSO4; 10 uM FeSO4, Bacto-Agar (Difco) 30g/l) och
placerades i inkubatorskap (30°C) under 7 dygn. Efter kontroll av att sporulering
skett, skordades sporerna fran plattorna genom uppslamning i 0,9 % koksaltlosning.
Sporsuspensionen samlades i provror som centrifugerades i 7500 g under 10 minuter.
Sporerna tvittades sedan tre ganger genom att avlagsna vatskan, l6sa upp pelleten

i koksaltlésning, foljt av centrifugering. Pelleten lostes sedan aterigen och varmdes
till 72°C under 5 minuter for att avdoda eventuellt kvarvarande vegetativa bakterie-
celler. Slutligen iordningstalldes en stamlésning med k&nd sporkoncentration, vilken
sedan anvéndes for att bereda sporlésningar med 6nskad koncentration till forsoks-
diskarna (se nedan).
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Innan diskning rengjordes provbrickorna genom diskning i konventionell disk-
maskin, avtorkning av matytan med sprit och darefter autoklavering. Alla
I6sningar och utrustning som anvandes under forsoket var sterila.

Dagen innan diskning blandades en sporldsning med 6nskad koncentration,
bestaende av 50 ml sterilt vatten, 0,016 g Tween 80 samt stamldsning av sporer.
Tween 80 &r ett vatmedel som anvandes for att minska ytspanningen pa I6sningen.
Brickor mirktes upp och 40 ul av sporlésningen med kiand koncentration pipettera-
des ut pa varje bricka, varefter den forsiktigt stroks ut i ett jamnt skikt 6ver hela
matytan med en ympnal. Darefter placerades brickorna horisontellt i dragskap
Over natten for att torka.

Infor varje diskdag pafordes pa samma satt sporlésning pa tva stycken kontroll-
brickor som inte diskades. Mangden sporer pa dessa fick sedan utgora referens-
niva vid berakningen av sporreduktion pa alla de brickor som diskades denna dag.

Direkt efter slutford disk demonterades brickorna fran diskriggen och placerades
med matytan i buffertldsning (0,1 % natriumtiosulfat, 0,1 % Tween 80) under
30 sekunder for att neutralisera eventuella rester av diskmedel. Darefter skdljdes
brickorna av med sterilt vatten.

Haltbestamning

Efter torkning i dragskap ca 5 minuter svabbades méatytan pa varje provbricka
noggrant av med tva sterila bomullssvabbar fuktade i koksaltlésning. Svabbarna
fran varje bricka skakades sedan i ett separat provror med koksaltldsning. En
spadningsserie av varje 16sning utfordes med efterfoljande ingjutning i TGE-agar
(tryptone-glucose extrakt, SVA) i petriskalar. For varje spadning gjordes tva
ingjutningar. Odlingsplattorna inkuberades darefter i 30°C under tva dygn.

Antalet kolonibildande enheter (CFU) raknades, dar i forsta hand resultatet for de
plattor som innehdll mellan 15 och upp till 300 CFU anvéndes for att bestimma
antalet kvarvarande sporer pa varje provbricka. I de fall antalet kolonier pa bada
plattorna fran den forsta spadningen var under 15, men atminstone nagon koloni
fanns pa nagon av plattorna, anvandes vardet 10 i den fortsatta resultatbearbet-
ningen. Om inga kolonier konstaterades pa nagon av plattorna fran en provbricka
anvéndes vardet 0. Eftersom mikroorganismer ofta forekommer i riklig méangd
brukar antalet som regel anges i logaritmisk form (*°log CFU). Sambandet mellan
faktiskt antal och logaritmvarden framgar nedan.

10 100 1000 10000 100000 1mij 2KUSK!
‘ | | | ‘ ‘ antal
1 2 3 4 5 6 logaritm

All fortsatt bearbetning av mikrobiologiska data utférdes med logaritmerade
(*°log) varden for antal bakterier.

Diskeffekten &r i resultatredovisningen uttryckt som reduktionen av antalet sporer
(log-enheter) i forhallande till de odiskade kontrollbrickorna (medelvardet for tva
brickor) for respektive diskdag.
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Filmjolk som smuts
Metodutveckling

Inledande tester gjordes med mjolk som pa olika sétt pafordes brickan, varefter
mjolken fick torka in bade i rumsmiljé och i torkskap vid olika temperaturer och
tider. Oavsett behandling konstaterades emellertid att mjolkskiktet satt mycket
l6st och slappte fran brickan redan nar det utsattes for bara ett latt flode av vatska.

Darefter provades att istallet smutsa brickorna med filmj6lk, vilket konstaterades
fasta betydligt battre pa brickorna.

Anvand metodik

Innan diskning férbereddes brickorna genom diskning i konventionell diskmaskin
samt avtorkning av matytan med sprit. Dagen innan diskning pipetterades 50 pl
filmjolk (3 % fetthalt) ut pa varje bricka, och fordelades sedan ut i ett sa jamnt
lager som mojligt med utsidan av en pipettspets. Darefter placerades brickorna i
ventilerat varmeskap dar de torkades vid 80°C under 30 minuter.

Pa samma satt som for sporer iordningsstélldes till varje diskdag kontrollbrickor
som inte diskades. Detta for att fa en referensniva pa mangden palagd smuts pa
brickorna.

Kvantifiering av kvarvarande smuts

Efter diskning torkades brickorna i ventilerat varmeskap vid ca 60°C under ca
30 minuter. Nar brickorna svalnat sprayades de med Erythrosin B (Merck), vilket
ar ett rott fargamne som binder till protein. Overskottet av Erythrosin skéljdes
av med destillerat vatten, varefter brickorna aterigen torkades i varmeskap. Kvar-
varande rodfargning indikerar att smuts i form av protein finns kvar pa brickorna.

Kvantifiering av kvarvarande farg gjordes med en kolorimeter (Minolta Chroma
Meter CR310). Detta instrument mater enligt den sa kallade tristimulusmetoden,
dar tre sensorer mater sammansattningen av det reflekterade ljuset pa ett sétt som
ska motsvara receptionen av farg hos det ménskliga 6gat. De hdarigenom uppmatta
tristimulusvérdena X, Y och Z kan anvandas for att numeriskt definiera en férg.

Det finns flera olika system (fargrymder) for att beskriva farger, dar matematiska
samband kan anvandas for transformering mellan fargrymder. | denna studie rakna-
des XYZ tristimulusvardena om till fargrymden L*a*b, dar L* &r en koordinat for
ljushet (svart till vitt), a* &r koordinaten fran gront till rétt och b* koordinaten fran
blatt till gult. Eftersom fargamnet som anvéndes i denna studie var rott, anvandes
hér enbart vardet pa a* som ett matt pA mangden kvarvarande smuts pa brickorna.
Medan odiskade kontrollbrickor hade a*-varden kring 10, hade helt rena brickor
efter disk véarden nara 0. Pa grund av att strukturen pa brickornas matytor varierade
nagot sinsemellan, varierade aven a*-vardet for helt rena brickor. Utifran de visuella
bedomningar som ocksa gjordes av kvarvarande rodfargning pa brickorna, kunde
a*-varden pa upp till atminstone 0,5 férekomma utan att for 6gat synlig smuts fanns
kvar pa matytan.
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Huvudstudie

I huvudstudien ingick sex alkaliska diskmedel utan klor; tre flytande och tre
pulverdiskmedel. Diskmedlen var fran tre olika tillverkare, med ett flytande och
ett pulvermedel fran varje tillverkare. Ett krav pa de klorfria diskmedlen som
ingick i studien var att de fanns medtagna pa Svensk Mjolk Kemikalierads lista
Over godkanda diskmedel (www.brakemrad.se). Alla diskmedel doserades enligt
tillverkarnas rekommendationer, med hansyn tagen till hardheten pa det vatten
som anvandes i forsoken (15-20 °dH).

I resultatdelen anges de tre diskmedelsfabrikaten med A, B och C och om de &r
i pulverform eller flytande anges med indexen p respektive .

For att battre kunna beddma diskresultatet med de sex alkaliska diskmedlen,
inkluderades utOver dessa dven diskningar med foljande disklgsningar:

e Lut— Natriumhydroxid med en koncentration i disklosningen pa 0,1 %.
Denna koncentration valdes for att motsvara den koncentration som erhalls
vid normal dosering av alkaliska diskmedel i mj6lkningsanlaggningar.

e Utan — ’Diskning” helt utan diskmedel.

e Alk/Klor — Ett valbeprovat alkaliskt diskmedel med klor.

e Lut+hypo — Lut och natriumhypoklorit. Lut och hypoklorit tillsattes var for sig
under uppvarmningsfasen av vattnet for huvuddisken. Den natriumhypoklorit
som anvandes hade en koncentration av aktivt klor pa 7 % (+ 2 %). Mangden
tillsatt lut och klor avpassades sa att koncentrationen i disklésningen blev
0,1 % lut och 0,05 % aktivt klor. Den sistndmnda koncentrationen valdes for
att motsvara den klorkoncentration som erhalls vid normal dosering av klor-
haltiga diskmedel i mjélkningsanlaggningar.

For var och en av dessa tio disklosningar utférdes diskningar vid fyra tempera-
turer, 35, 45, 55 och 65°C, vilket med tre upprepningar for varje kombination
gav totalt 120 diskar.

Forsoksdiskarna utfordes i omgangar med som regel 6 diskar pa en dag. Varje
diskdag avslutades med att reng6ra anlaggningen genom en disk med klorbaserat
diskmedel vid 65°C, dar diskmedlet 6verdoserades med 50 procent.

Reducerad vattenmangd

Ett ”vanligt” fel i diskanldggningar pé gardar ar att diskningen sker med for

liten vattenmangd. Detta kan till exempel bero pa att vatten lacker ut under disk-
ningen eller att inte all diskl6sning slapps ut fran diskautomatens vattenbehallare
till mjolkningsanlaggningen. | bada dessa fall kommer diskningen att ske med
reducerad mangd vatten, men med rétt koncentration av diskmedel.

For att i nagon man belysa hur diskresultatet paverkas av en for lag vattenvolym
utfordes diskningar i tre upprepningar med halva mangden vatten, ca 15 liter,
jamfort med de ca 30 liter som anvéndes i huvudstudien. Diskningarna med
reducerad vattenmangd gjordes vid 55°C och med 0,1 % lut i disklésningen.
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Vaxeldisk

Vid anvandning av klorfria alkaliska diskmedel rekommenderas generellt
s.k. vaxeldisk, vilket innebar att man diskar varannan gang med alkaliskt och
varannan gang med surt diskmedel.

I en diskomgang undersoktes véxeldisk med ett alkaliskt (diskmedel Bg) och ett
surt diskmedel, bada fran samma tillverkare. Féljande forsoksled innefattades:

- 1disk med alkaliskt diskmedel

- 1 disk med surt diskmedel

- 2 diskar med alkaliskt diskmedel

- 1 disk med alkaliskt diskmedel + 1 disk med surt diskmedel

Alla ovanstaende forsoksled gjordes med tre upprepningar vid 55°C disktemp-
eratur. | forsoket med vaxeldisk innefattades inte smutsning med filmjolk utan
endast brickor belagda med sporsuspension.

Okad lutkoncentration

Vid normal dosering av alkaliska diskmedel i mjélkningsanlaggningar erhalls en
lutkoncentration i disklésningen pa i storleksordningen 0,1 %. Detta ar betydligt
lagre an vad som anvands vid mejeridisk, dar man diskar med en lutkoncentration
pa 1-1,5 %.

For att undersoka vad en 0kad koncentration av lut kan betyda for diskresultatet,
gjordes forsoksdiskar i tre upprepningar med 0,5 % lutkoncentration vid 55°C.
Hogre lutkoncentration dn detta beddmdes av projektgruppen inte som realistiskt
vid gardsdisk av mjolkningsanlaggningar.

Resultat

Metoden for att pafora sporer pa provtagningsbrickorna visade sig ge god repeter-
barhet nar det galler antal sporer. Malet var att pa varje bricka lagga pa ett antal
sporer som med den anvanda analysmetoden skulle ge ett resultat pa i storleksord-
ningen en miljon CFU (log CFU-varde = 6). Kontrollbrickornas sporantal, som
for var och en av de 21 diskdagarna anvandes som referensniva vid berakningen
av sporreduktion efter disk, var i medeltal log CFU = 6,10, med en standard-
avvikelse pa 0,16.

Korta/langa ror

Hur stor reduktion av sporer som registrerats pa brickor monterade pa de korta
respektive langa roren redovisas i tabell 2 for var och en av de fyra disktemp-
eraturerna.
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Tabell 2. Reduktion (log CFU) av Bacillus cereus-sporer for korta respektive langa ror
vid olika disktemperaturer. Medelvarden fér samtliga tio disklésningar.

Disktemperatur

35°C 45°C 55°C 65°C
Korta ror 2,5 2,7 3,2 3,3
Langa ror 2,5 2,7 3,1 3,0

LSD=0,13 vid jamforelse mellan korta och langa ror vid samma temperatur.

Resultaten indikerar att det inte var nagon skillnad i diskresultat mellan korta och
langa ror for de tre temperaturnivaerna upp till och med 55°C. Vid 65°C daremot
var skillnaden mellan rorlangderna signifikant. En djupare analys av data vid 65°C
visar dock att skillnaden mellan korta och langa ror var signifikant endast for tre
av de tio disklésningarna (Ap, B och Alk/klor).

I tabell 3 aterfinns motsvarande resultat fran diskarna dar filmjolk anvéants som
smuts. Har framgar att det inte vid nagon av disktemperaturerna forelag nagon
signifikant skillnad mellan korta och langa ror.

Tabell 3. Uppmatta varden pa a* med kolorimeter for korta respektive langa ror vid olika
disktemperaturer. Medelvarden for samtliga tio disklésningar.

Disktemperatur

35°C 45°C 55°C 65°C
Korta ror 0,52 0,42 0,36 0,34
Langa ror 0,57 0,36 0,34 0,36

LSD=0,11 vid jamférelse mellan korta och langa rér vid samma temperatur.

Som framgar var skillnaden mellan korta och langa ror pa det hela taget inte
signifikant, varken for sporer eller for filmjolk. FOr sporer vid 65°C var skillnaden
visserligen signifikant, men nedbrutet pa de enskilda disklosningarna kvarstod
denna skillnad endast for ett fatal. Mot denna bakgrund har vi darfor i den fort-
satta redovisningen valt att inte sarredovisa resultat for korta respektive langa ror.

Sporer

Hur disktemperaturen paverkat reduktionen av sporer pa provbrickorna redovisas
i tabell 4, dels for de sex klorfria diskmedlen som grupp, dels for de tva disk-
I6sningarna som innehdll klor.

Tabell 4. Reduktion (log CFU) av Bacillus cereus-sporer vid olika disktemperaturer.
Medelvarden for de alkaliska diskmedel utan klor (A-C) samt de tva klorhaltiga disk-
I6sningarna.

Disktemperatur

35°C 45°C 55°C 65°C LSD
Klorfria (A-C), 6 st. 2,25 2,35 2,81 2,76 0,25
Klorhaltiga, 2 st. 3,59 4,54 5,31 5,38 0,44
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Nar det galler medelvérdet for de bada klorhaltiga diskl6sningarna var det en
signifikant skillnad mellan temperaturnivaerna upp till 55°C. Diskresultatet
forbattrades saledes successivt upp till 55°C, medan 6kningen till 65°C inte

gav nagon ytterligare forbattring. For de sex klorfria diskmedlen var det endast
temperatursteget fran 45°C till 55°C som gav nagon signifikant forbattring av
diskresultatet.

| tabell 5 visas sporreduktionen vid olika temperatur for de enskilda disklosning-
arna. Samma resultat men i grafisk form aterfinns i bild 4. Av tabellen framgar
att ingen av de tio disklsningarna gav ett forbattrat diskresultat (storre spor-
reduktion) vid en hojning av disktemperaturen fran 55°C till 65°C.

Tabell 5. Reduktion (log CFU) av Bacillus cereus-sporer med de olika diskldsningarna.
Medelvarden for tre upprepningar med fyra provbrickor i varje upprepning.

Disktemperatur

35°C 45°C 55°C 65°C
Ap 2,0 2,1 2,7 2,2
Bp 2,7 2,4 3,1 3,0
Cp 2,1 2,5 2,9 2,8
Ar 2,0 2,3 2,9 3,0
Br 2,3 2,5 2,7 2,8
Cr 2,4 2,4 2,6 2,8
Lut, 0,1 % 2,3 2,0 2,6 2,6
Inget diskmedel 1,8 15 1,7 1,6
Alkaliskt m klor 3,3 4,2 54 5,3
Lut+hypoklorit 3,9 4.9 5,2 5,4

LSD =0,6

En statistisk jamforelse av vardena i tabellen inom en och samma temperatur

visar foljande:

- Diskning utan diskmedel gav signifikant lagre reduktion av sporer an de
klorfria diskmedlen (A-C) vid 45, 55 och 65°C. Vid 35°C var skillnaden
signifikant endast i forhallande till diskmedlen Bp och Cr.

- De klorfria diskmedlen gav oftast storre reduktion av sporer &n diskning
med 0,1 % lutlésning, men inte i nagot fall var skillnaden signifikant.

- Vid 55 och 65°C gav den 0,1-procentiga lutlésningen signifikant storre
sporreduktion &n diskning med enbart vatten. Vid 35 och 45°C var dock
skillnaden inte signifikant.

- De tva klorhaltiga disklosningarna gav signifikant storre reduktion &an alla
ovriga disklosningar vid samtliga fyra temperaturnivaer.

- Med endast ett fatal undantag fanns inga signifikanta skillnader mellan de
klorfria diskmedlen. Foljaktligen gav alltsa de klorfria medlen i pulverform
likvardigt diskresultatet som de i flytande form.
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Bild 4. Reduktion (log CFU) av Bacillus cereus-sporer med de olika disklésningarna.
Medelvarden for tre upprepningar med fyra provbrickor i varje upprepning.

Reducerad vattenmangd

Resultaten fran diskningarna med reducerad vattenméangd redovisas i tabell 6, dar
de jamfors med normal vattenmangd i huvudstudien. Bada vattenméngderna avser
diskning med 0,1 % lut vid 55°C.

Tabell 6. Reduktion (log CFU) av Bacillus cereus-sporer med normal respektive halverad
vattenmangd. Medelvarden for tre upprepningar.

30 liter 15 liter
Korta ror 2,7 1,8
Langa ror 2,5 1,6
Alla ror 2,6 1,7

LSD=0,46, utom vid jamforelse mellan 30 och 15 liter vatten for Alla rér da LSD=0,56

Aven om reduktionen av antalet sporer var nagot storre i de korta dn de langa
roren for bada vattenmangderna, var skillnaden inte i nagot fall signifikant.
Daremot konstaterades en signifikant skillnad i diskresultat mellan de bada
vattenmangderna, dar den halverade méngden gav en signifikant l&gre spor-
reduktion.

Véaxeldisk
Resultaten fran forsoken med vaxeldisk redovisas i tabell 7.

Av tabellen framgar att diskning med tva alkaliska diskar inte gav signifikant
storre reduktion av sporer jamfort med enbart en alkalisk disk. | dvrigt var alla
skillnader mellan forsoksleden signifikanta. Véxeldisk gav saledes storre reduk-
tion av B. cereus-sporer an tva alkaliska diskar, och aven jamfort med enbart en
alkalisk eller sur disk.
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Tabell 7. Reduktion (log CFU) av Bacillus cereus-sporer. Medelvarden for tre
upprepningar med vardera fyra provbrickor.

A: 1 disk med alkaliskt diskmedel.

S: 1 disk med surt diskmedel.

AA: 2 diskar med alkaliskt diskmedel.

AS: 1 disk med alkaliskt diskmedel + 1 disk med surt diskmedel.

A S AA AS

Reduktion, log-enheter 2,6 1,9 2,7 3,1

LSD=0,2

Okad lutkoncentration

Resultaten fran diskningarna med 6kad koncentration av lut redovisas i tabell 8,
dér de jamfors med den “normala” lutkoncentrationen pé 0,1 % som anvindes 1
huvudstudien. Disktemperaturen var for bada lutkoncentrationerna 55°C.

Da det inte forelag ndgon signifikant skillnad mellan korta och langa ror, avser
de redovisade vardena i tabellen medelvarden for bada rorlangderna.

Tabell 8. Reduktion (log CFU) av Bacillus cereus-sporer vid diskning med “normal”
respektive forhojd lutkoncentration i disklésningen. Medelvarden for tre upprepningar
med vardera fyra provbrickor.

0,1 % lut 0,5 % lut

Reduktion, log-enheter 2,6 2,2

LSD=0,6

Som framgar av tabellen var reduktionen av antal sporer nagot lagre med den
hogre lutkoncentrationen. Skillnaden mellan de bada koncentrationerna var dock
inte statistiskt signifikant.

Filmjolk
Hur disktemperaturen paverkat de uppmatta restméangderna av filmjolk pa prov-

brickorna redovisas i tabell 9, dels for gruppen av de sex klorfria diskmedlen, dels
for de tva disklésningarna som innehéll klor.

Tabell 9. Uppmatta varden pa a* med kolorimeter. Medelvarden for alkaliska diskmedel
utan klor (A-C) samt de tva klorhaltiga disklésningarna.

Disktemperatur

35°C 45°C 55°C 65°C LSD
Klorfria (A-C), 6 st 0,37 0,37 0,37 0,31 0,12
Klorhaltiga, 2 st 0,23 0,25 0,17 0,20 0,21

Varken for de sex diskmedlen i gruppen klorfria eller for de tva klorhaltiga disk-
l6sningarna hade temperaturen nagon signifikant inverkan pa diskresultatet med
filmjolk.
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Av tabell 10, dar resultaten redovisas separat for varje enskild disklésning, fram-
gar att med undantag for diskning med enbart vatten fanns ingen temperatureffekt
for nagon av disklosningarna. Med enbart vatten blev diskresultatet avsevart
samre vid 35 °C &n vid de tre hogre temperaturnivaerna.

Samma varden som i tabell 10 aterfinns ocksa i grafisk form i bild 5.

Tabell 10. Uppmatta varden pa a* med kolorimeter. Medelvarden for tre upprepningar
exklusive diskmedel B vid 55°C som utfordes med tva upprepningar.

Disktemperatur

35°C 45°C 55°C 65°C
Ap 0,37 0,39 0,40 0,24
Bp 0,13 0,23 0,31 0,28
Cr 0,40 0,32 0,38 0,16
Ar 0,44 0,43 0,32 0,34
Br 0,50 0,39 0,36 0,44
Cr 0,38 0,44 0,45 0,38
Lut, 0,1 % 0,52 0,44 0,29 0,36
Inget diskmedel 2,23 0,76 0,65 0,89
Alkaliskt m klor 0,23 0,31 0,18 0,20
Lut+hypoklorit 0,24 0,18 0,16 0,20

LSD=0,31, utom vid jamforelser med B vid 55°C da LSD=0,35.

I Ovrigt visade den statistiska jamforelsen av vardena i tabellen inom en och
samma temperatur foljande:

- Medelvardet for disk utan diskmedel gav signifikant hdgre vérden pa a*
an alla 6vriga disklésningar vid 35, 45 och 65°C. Vid 55°C var skillnaden
signifikant endast vid jamforelse med lutlosningen, de tva klorhaltiga disk-
I6sningarna samt diskmedlen Bp och Ag.

- Inom samma temperatur fanns med endast ett undantag (Bp;Br vid 35°C)
inga signifikanta skillnader mellan de klorfria diskmedlen A-C.

- De tva klorhaltiga disklosningarna gav ofta nagot lagre véarden pa a* an de
klorfria diskmedlen och lutlsningen, men skillnaden var inte i nagot fall
signifikant.
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Bild 5. Uppmatta varden pa a* med kolorimeter. Medelvarden for tre upprepningar
exklusive forsoksled Be vid 55°C som utférdes med tva upprepningar.

Reducerad vattenmangd

Resultaten fran diskningarna med reducerad vattenméngd redovisas i tabell 11,
dar de jamfors med normal vattenméngd i huvudstudien. Bada vattenméangderna
avser diskning med 0,1 % lut vid 55°C.

Tabell 11. Uppmatta varden pa a* med kolorimeter pa brickor diskade med normal
respektive halverad vattenmangd. Medelvéarden for tre upprepningar med vardera
fyra provbrickor.

30 liter 15 liter
Korta ror 0,40 0,25
Langa ror 0,18 0,02
Alla ror 0,29 0,13

LSD=0,25, utom vid jamforelse mellan 30 och 15 liter vatten for Alla rér d& LSD=0,23

Vid bada vattenméangderna registrerades nagot lagre varden for de langa réren
jamfort med de korta. Overlag var dock de uppmatta kolorimetervardena mycket
laga, och nagra signifikanta skillnader foreldg inte varken mellan korta och langa
rér eller mellan de bada vattenméangderna.

Okad lutkoncentration

Resultaten fran diskningarna med 6kad koncentration av lut redovisas i tabell 12,
dér de jamfors med den “normala” lutkoncentrationen péd 0,1 % som anvéndes 1
huvudstudien. Disktemperaturen var for bada lutkoncentrationerna 55°C.
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Tabell 12. Uppmaétta varden pa a* med kolorimeter pé brickor vid diskning med “normal”
respektive forhojd lutkoncentration i disklésningen. Medelvarden for tre upprepningar
med vardera fyra provbrickor.

0,1 % lut 0,5 % lut

a* 0,29 0,33

LSD=0,19

Som framgar av tabellen var de uppmaétta kolorimetervardena laga for bada lut-
koncentrationerna, och nagon signifikant skillnad mellan medelvérdena fanns inte.

Diskussion

Det ska poangteras att den testanlaggning och metodik som anvéndes i dessa forsok
enbart ska betraktas som ett modellsystem som anvants for att belysa de aktuella
fragestallningarna. Aven om vi s langt det varit mojligt forsokt efterlikna de for-
hallanden som rader i praktiken, har detta inte varit fullt ut mgjligt. Det som far
betraktas som den viktigaste avvikelsen ar att den ”smuts” (intorkad sporsuspension
och filmjélk) som anvéndes, inte aterspeglar den typ av hygienproblem som &r
vanliga i praktiken. I en mj6lkningsanlaggning pa en gard transporteras mjolk

flera ganger varje dygn i roérsystemet. Om man vid diskningen inte lyckas fullstandigt
med att avldgsna kvarvarande mjolkrester pa svaratkomliga stallen, kan bakterier
vaxa till och sa smaningom bildas, sdsom beskrivits i bakgrundsavsnittet, en sa
kallad biofilm. Vi vet att det i detta sammanhang finns vissa betydelsefulla skill-
nader mellan en sadan biofilm och den ”smuts” som anvandes i forsoket, t.ex. att
sattet att fasta pa ytor ar annorlunda. Att biofilmer ar mer kéansliga an sporer for hoga
temperaturer, diskkemikalier och desinfektionsmedel ar véalké&nt, men kunskapen &r
bristfallig om var mer exakt de kritiska granserna for biofilm gar. Generellt sett okar
toleransen i ordning fran bakterier i suspension, enskilda bakterier pa yta, bakterier

i biofilm och som sporer (Peng et al., 2002; Frank & Koffi, 1990), men biofilmer
med eller utan sporer kan ibland uppvisa avsevard resistens mot t.ex. lut och syra
(Bremer et al., 2006). Aven om bade bildningen av biofilm och bildningen av sporer
ar ett satt for bakterierna att skydda sig, &r det i det enskilda fallet oklart vilka skill-
nader i tolerans mot kemikalier som finns mellan dessa bada former. Mot denna
bakgrund kan dé&rfor inte de resultat som framkommit i forsoken direkt dverforas

till praktiska forhallanden, eftersom vi inte kan relatera den rengoringseffekt som
erhallits i forsoken till vad som skulle kravas for att pa langre sikt kunna uppratt-
hélla en acceptabel hygien i en mjélkningsanlaggning.

De resultat som framkommit ar &nda mycket intressanta, och har gett ny kunskap
och insikt i grundlaggande fragor om hur olika typer av diskmedel och kemikalier
inverkar pa diskresultatet. Den metodik som anvants i forsoken har fungerat, sa-
tillvida att skillnader i diskeffekt har kunnat pavisas vid forandringar av olika
diskparametrar. Erfarenheterna och kunskapen fran projektet utgor saledes en bra
grund for ett fortsatt arbete med att vidareutveckla metodik och modellsystem,
dar malet skulle vara att mer direkt komma at problematiken med vad som kravs
for att forhindra den langsiktiga uppbyggnaden av biofilm.
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Skillnader mellan disklésningar

Diskning med enbart vatten aterspeglar den rent mekaniska rengoringseffekten
som uppstar genom vatskeflodet i anlaggningen. Skillnaden i rengdringseffekt
mellan enbart vatten och ett diskmedel aterspeglar den kemiska effekten av de
amnen som medlet innehaller.

I tabell 13 visas hur stor mekanisk respektive kemisk effekt som erhallits i for-
soken med sporer. Den kemiska effekten redovisas hér for lutlésningen, gruppen
klorfria diskmedel samt de tva klorhaltiga disklésningarna.

Tabell 13. Mekanisk och kemisk rengoéringseffekt pa sporer av Bacillus cereus, reduktion
i log CFU-enheter.

Disktemperatur

35°C 45°C 55°C 65°C
Mekanisk effekt (vatten) 1,8 1,5 1,7 1,6
Kemisk effekt — differens mellan
vatten och:
- Lutlésning, 0,1 % 0,5 0,5 0,9 11
- Klorfria diskmedel 0,5 0,8 1,1 1,2
- Klorhaltiga disklésningar 1,8 3,0 3,6 3,8

Av tabellen framgdr att den mekaniska effekten motsvarar en sporreduktion pa
mellan 1,5 och 1,8 log-enheter beroende pa disktemperatur. Den kemiska effekten
av lut var relativt mattlig och uppgick till mellan 0,5 och ca 1 log-enhet, vilket var

i princip detsamma som den effekt som uppnaddes med de alkaliska klorfria disk-
medlen. Betydligt kraftigare kemisk effekt erhdlls med de tva klorhaltiga l16sningar-
na, dar reduktionen uppgick till i storleksordningen 2-4 log-enheter. Resultaten for
lutlésningen och de klorfria diskmedlen tyder pa att den kombinerade effekten av
temperatur och koncentration av aktiv substans inte varit tillrackligt hog for att ge
nagon direkt avdodande effekt pa sporerna. Detta till skillnad fran de bada klor-
I6sningarna, dar den kraftigare reduktionen av sporer beror pa en avdodningseffekt
(Bloomfield & Arthur, 1994; Kreske et. al., 2006). Klor har en oxidativ effekt som
paverkar de annars mycket kemikalieresistenta sporerna. Det kan har papekas att
denna oxidativa paverkan galler alla typer av organiskt material, saledes aven fil-
mjolk, vilket kan forklara den tendens till minskade restmangder filmjolk efter disk
som i forsdken noterats vid anvandning av klorhaltiga l6sningar.

Sammanfattningsvis visade resultaten med sporer, att for lut och de klorfria disk-
medlen var den mekaniska rengdringseffekten storre &n den kemiska. For de klor-
haltiga disklésningarna daremot, var den kemiska effekten uttryckt i absoluta tal
minst 100 ganger sa stor som den mekaniska. Det sistnamnda galler vid jamforel-
ser inom samma temperatur, och med undantag av 35°C dér den mekaniska och
kemiska effekten var lika stor.

Det var genomgaende en pafallande liten skillnad mellan de klorfria diskmedlen
sinsemellan, med nagra fa undantag fanns inom samma temperatur inga signifi-
kanta skillnader. Nagot éverraskande fanns heller inte nagra signifikanta skillnader
mellan den rena lutldsningen och de klorfria diskmedlen. | modellsystemet har
saledes inte nagon effekt kunnat pavisas av de additiv som finns i de kommersiella
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diskmedlen, t.ex. tensider och enzymer. Detta skall dock aterigen ses med viss
reservation for att det anvanda modellsystemet inte fullt ut aterspeglar verkliga
forhallanden. Med en termofil biofilm i ett modellsystem for mejeridisk fann
Bremer et al. (2006) att disk med 1 % NaOH vid 65°C gav ungefar samma
bakteriereduktion som flertalet lutbaserade disklosningar med tillsatser. Nagra
diskmedel med detergent och komplexbildare gav dock battre effekt &n lut-
I6sningen (Bremer et al., 2006).

Vid en eventuell vidareutveckling av metodik och modellsystem vore det 6nskvart
att fa en mer kanslig metod, sa att &ven mindre skillnader mellan olika diskmedel
gar att pavisa.

Vattentemperatur

Enligt de rekommendationer som finns bor disklésningens temperatur under
diskfasen hallas vid 60-70°C (Svensk Mjolk, 2003). | samma rekommendationer
anges att diskldsningens temperatur vid utloppet efter avslutad diskning inte bor
understiga 42°C. | den testanlaggning som anvandes var temperaturerna pa det
utgaende vattnet efter disk i stort sett desamma som de disktemperaturer som
anvéndes i dessa forsok (35, 45, 55 respektive 65°C).

Nar det galler sporer gav en 0kad disktemperatur generellt sett en storre reduktion
upp till 55°C. En ytterligare 6kning till 65°C resulterade dock inte i nagot fall i en
statistisk sékerstalld 6kad reduktion. For gruppen klorfria diskmedel samt Idsningen
med lut var diskeffekten inte signifikant béttre vid 45°C an vid 35°C. Detta kan bero
pa att klorfria alkaliska diskmedel ofta innehaller lut och andra aktiva &mnen som
kraver en viss temperatur for att man ska uppna onskad effekt. For optimal disk-
effekt bor darfor disktemperaturen under diskfasen inte understiga 55°C under fem
minuters sammanhangande tid. | forsoken kunde de olika temperaturerna hallas
mer eller mindre konstanta pa grund av att mjélkledningen var varmeisolerad. |
vanliga oisolerade mjélkningsanlaggningar ar det darfor viktigt med en tillrackligt
hog starttemperatur som leder till att temperaturkravet kan uppratthallas.

Vid diskning med enbart vatten uteblev temperatureffekten vad galler reduktion
av sporer helt och hallet. Detta beror sannolikt pa att Bacillus cereus-sporerna
faster hart pa ytor (Ronner et al., 1990) och inte paverkas av varme i detta temp-
eraturintervall (Stadhouders et al., 1980). Med filmjolk som smuts daremot, var
35°C disktemperatur med enbart vatten inte tillrackligt for att skolja bort protein
och mjolkfett fran brickorna. Vid denna temperatur befinner sig inte allt mjolk-
fettet i smalt tillstand. Disk utan diskmedel gav i allménhet signifikant hogre mét-
varden an disk med diskmedel, men skillnaderna var relativt sma utom vid 35°C.
For alla de 6vriga disklosningarna som ingick i férsoken fanns dock ingen paver-
kan av disktemperaturen pa renheten vid anvandning av filmjolk. Detta kan bero
pa att den kombinerade mekaniska och kemiska effekten var tillrackligt stor for
att ytorna skulle bli rena utan behov av 6kad temperatur (Jennings et al., 1955).

Det ar tankbart att matmetodens kanslighet varit for 1ag for att tillforlitligt kunna
mata eventuella kvarvarande sma mangder filmjolk efter disk med diskmedel.

I andra undersokningar har analys av diskade ytor efter svabbning och infargning
med en mikrometod for protein visat sig vara for okansligt (Faille et al., 2000).
Med kénsligare metoder, som t.ex. ellipsometri och andra metoder ar det mojligt
att mata sma mangder protein efter diskning (Karlsson et al., 1999; Verran et al.,
2001)
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Korta/langa ror

Varken for sporer eller filmjolk kunde nagon tydlig skillnad i renhet pavisas
mellan de bada langderna pa ror dar provbrickorna var monterade. De langre roren
som anvandes i testanldggningen var dubbelt s langa dn vad som anges som
maximal 1angd i de riktlinjer som finns for hygienisk utformning av mjélknings-
anlaggningar (Gustafsson, pers. medd.). Det var darfor forvantat att dessa ror
skulle ha storre restmangder av smuts &n de kortare réren. Det var ocksa forvantat
att det orienterande diskforsoket med halverad mangd vatten skulle fa genomslag
och ge betydligt samre resultat for de langa roren, vilket dock inte blev fallet. En
orsak till detta skulle kunna vara att den diskautomat som anvandes i testanlagg-
ningen arbetar med sa kallade proppfloden, vilket innebar att vattnet samlas upp
till proppar som trycks genom mjélkledningen med hog hastighet. Kraften som
byggs upp i dessa vattenproppar kan ge dynamiska effekter som gor att man battre
klarar att rengora svardiskade delar av systemet. Det ska hér papekas att det ar
osakert vilken diskprincip riktlinjerna for hygienisk utformning har utarbetats for.

Vattenmangd

Nar det galler sporer gav en halvering av vattenmangden fran 30 till 15 liter ett
betydligt sémre diskresultat. | dessa forsok anvandes lut, men med halva mangden
vatten begransades reduktionen av sporer till en niva motsvarade en rent mekanisk
rengoringseffekt, det vill sdga vad som uppnaddes vid diskning med enbart vatten,
se tabell 13. Man kan férmoda att man &ven med en betydligt mindre reduktion av
vattenmangd an vad som anvandes i dessa forsok, pa lite langre sikt kan riskera att
fa en pabyggnad av beldggningar i praktiska mjolkningsanlaggningar. Resultaten
indikerar saledes vikten av att sakerstalla att diskautomaten arbetar med korrekt
vattenméngd under hela diskfasen.

Vaxeldisk

Vaxeldisk &r gynnsamt ur hygiensynpunkt eftersom sura diskmedel bidrar till att
I6sa upp belaggningar av mineraler och darmed minskar forutsattningarna for att
mikroorganismer etablerar sig (Svensk Mjolk, 2003). Resultaten fran dessa forsok
visade att en vaxeldisk med ett alkaliskt och ett surt diskmedel gav storre reduk-
tion av sporer an tva konsekutiva diskar med alkaliskt diskmedel. En forklaring
till detta kan vara att syra och lut paverkar sporerna pa principiellt olika satt.
Genom att tillampa vaxeldisk med surt och alkaliskt diskmedel far man da en
additiv effekt som resulterar i en stérre reduktion av sporer &n om endast en typ
av diskmedel anvands. Liknande effekter har pavisats i andra studier, t.ex. att
effekten pa sporer av ett desinfektionsmedel 6kade kraftigt efter suboptimal disk
med lut (Langsrud et al., 2000).
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Slutsatser

Med den testanlaggning och metodik som anvandes i dessa studier ar de viktigaste
slutsatserna fran projektet foljande:

Alkaliska diskmedel utan klor gav betydligt 1agre reduktion av Bacillus cereus-
sporer an disklésningar som innehéll klor.

Alla klorfria alkaliska diskmedel gav i princip likvardigt diskresultat, saledes
var det heller inga skillnader mellan pulvermedel och de i flytande form.

Samtliga diskmedel gav for dgat rena ytor med filmjolk som smuts.
Under diskfasen bor disklésningens temperatur vara 55°C.

En 6kning av diskldsningens temperatur fran 55°C till 65° forbattrade inte
diskresultatet.

Det ar viktigt att diskningen utfors med korrekt vattenmangd.

Véxeldisk med ett alkaliskt och ett surt diskmedel gav stérre reduktion av
sporer an tva diskar med alkaliskt diskmedel.
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