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Förord
För att försäkra sig om en godtagbar hygienisk status i såväl mjölkningsanlägg-
ningen som i systemen för kylning och lagring är säkerhetsmarginalerna stora
vid dagens diskningsteknik. Detta innebär en förhållandevis hög konsumtion av
insatsmedel (vatten, kemikalier och energi). I framtiden kommer krav att ställas
på bättre kontroll och optimering av systemen för att minska dessa insatsmedel
och därmed bl.a. uppnå en minskad miljöbelastning. Diskningsresultatet kan i
dagsläget inte kontrolleras av systemet, utan måste på annat sätt övervakas av
mjölkproducenten eller av en utomstående expert. ATP-mätning ger ett snabbt
svar på den hygieniska statusen i mjölkningsanläggningen och kan vid problem
vara en intressant metod när det gäller att kontrollera diskningsresultat. Projektet
har finansierats av Stiftelsen Lantbruksforskning.

Ultuna, Uppsala i september 2001

Lennart Nelson
Chef för JTI – Institutet för jordbruks- och miljöteknik
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Sammanfattning
Övervakningen av diskresultatet kan i dagsläget inte automatiskt kontrolleras av
disksystemet utan måste på annat sätt övervakas av mjölkproducenten. Om hygienen
försämras måste metodik finnas för att spåra  källan till problemet. En snabb metod
som då kan vara intressant för kontroll av diskningsresultatet är mätning av ATP-
bioluminiscens (adenosin-5–trifosfat). Den vanligaste metoden är att genom svabb-
ning med en fuktad bomullssvabb (s.k. svabbpinne) ta prov från ett flertal noga
utvalda kritiska punkter i anläggningen. Provytan rekommenderas vara 10 x 10 cm.

Syftet med projektet var att studera och eventuellt utveckla provtagningen vid
mätning av ATP-bioluminiscens för kontroll av diskresultatet i mjölkningsanlägg-
ningar. I projektet ingick en laborativ studie där man med hjälp av standardiserat
vattentryck, temperatur och torktid efter att plattor av olika material doppats i
mjölk, skulle åstadkomma en metod där resultatet föll inom någon av tillverkarens
föreslagna renhetsklasser. Plattorna, som var väl rengjorda innan studien började,
doppades i opastöriserad komjölk. Resultaten från laboratoriestudien visade stora
variationer för samma provyta och försök gjordes med både olika material, tork-
tider och vattentemperaturer. Om samma yta svabbades flera gånger i direkt följd
visade det sig att den nyligen svabbade ytan inte var ren från mjölk och bakterier.
Även en gårdsstudie genomfördes. Först valdes lämpliga kontrollpunkter (12 st.)
i en mjölkningsanläggning för båsladugårdar ut. Tio gårdar med uppbundna kor
ingick, där hälften av gårdarna hade mindre bra hygienisk kvalitet på mjölken.
Studien genomfördes under två dagar med en upprepning på varje gård, och svabb-
prover togs på de utvalda punkterna morgon och kväll efter diskning.

Det fanns inga tydliga skillnader i resultat mellan bra och mindre bra gårdar vad
gäller resultatet från ATP-mätningarna. Det som dock är intressant är att klass 1
(Ren) var procentuellt störst, både för bra och mindre bra gårdar, följt av klass 3
(Smutsig). Detta kan tolkas som att antingen är anläggningen ren eller så betydligt
smutsig. Statistiskt sett gick det inte heller att säga att en punkt är bättre att kontrol-
lera än en annan. Ska ATP-metoden användas bör ett fåtal kritiska kontrollpunkter
noga väljas ut. Det får inte vara ställen i anläggningen som oftast väldigt enkelt blir
rena och inte heller ställen där det lätt blir smutsigt. Om mjölkrester kan konstateras
visuellt finns det ingen anledning att använda ATP-metoden. I studien gick det inte
att med statistisk säkerhet säga att en punkt är bättre att kontrollera än en annan.
Dock tyder resultaten på att vissa av de utvalda punkterna kan fungera bättre som
bedömningspunkter, t.ex. slutenhetens bottenplatta, silfilterhållare och spengummi.

Det är viktigt att bestämma sig för vilket mål man har med ATP-mätningen och
vilka krav man har. Det finns många tillverkare, och jämförande studier av olika
fabrikat har visat på skillnader i känslighet och repeterbarhet även inom single-
shot-systemen. Om kravet är stor analysnoggrannhet kan multi-shot-systemet vara
aktuellt, vilket är mer anpassat för laboratorium än det enkla single-shot-systemet.
Single-shot ger snabbt en grov uppskattning av den hygieniska statusen på bekost-
nad av tillförlitligheten, men kan vara ett bra komplement till annan analysmetod,
exempelvis odling.
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Summary
Today, it is not possible to have a cleaning system that automatically controls the
cleaning result. That must be done manually by the farmer. If milk hygiene de-
creases a quick and easy technique to trace the problem is desirable. A method that
can be of interest is ATP-bioluminescence. The most common method is to swab a
surface (10 x 10 cm) with a moistened cotton swab at several critical control points
in the milking plant.

The aim was to study and develop a sampling routine for ATP-bioluminescence
measurement to control the cleaning result in a milking plant. The first part was
a laboratory study where the aim was to develop sampling procedures in order
to obtain a result within the manufactures proposed classes (Class 1 = < 150 RLU,
Class 2 = 150-500 RLU, Class 3 = >500 RLU). The well-cleaned plates were
dipped in raw milk and rinsed with water before measuring ATP. Factors used
to accomplish the classes were water pressure, water temperature and drying time
both after dipping the plate in raw milk and after rinsing with water. Glass, rubber
and plastic plates were tested. The result showed large variations also for plates
with the same kind of material. If the same plate was swabbed several times the
result showed that the recently swabbed plate still contained ATP residues.

The last part was a farm study, here 12 control points in a milking plant were
selected. Ten farms with both high and low hygienic milk qualities were included
in the study. The control points were tested during four days, both morning and
afternoon after the milking plant was cleaned. The ATP-result showed no signifi-
cant difference between farms with high or low hygienic milk quality. However,
class 1 (clean) had the highest percentage of the total samples for both farms with
high or low hygienic milk quality followed by class 3 (very dirty). A conclusion
that can be drawn is that either is the milking plant clean or very dirty. Using the
ATP-method, there should be a few well-selected control points. The control
points should not be at places that is easily cleaned or vice versa. If milk residues
can be noticed visually there is no point in measuring the ATP. Even if the data
could not be statistically analysed there seem to be some of the selected control
points that are better than others, for example the bottom of the releaser, filter
line, liner.

It is important to decide what the goals and the demands are for the user of the
ATP-bioluminescence method. Several ATP instruments are commercially avail-
able and comparative studies show that different manufactures have different
sensitivity and reproducibility on their ATP instruments even if you select the
single shot system. If the demand is high analyse precision the multi shot system
is the best alternative and it is also more suitable for a laboratory than the more
easily used single shot system. The single shot system gives you a rough esti-
mation of the hygienic status but can be a useful complement to other analyse
methods, e.g. plate count.

Inledning
Dagens diskningsteknik används på sådant sätt att man med stora säkerhets-
marginaler söker försäkra sig om godtagbar hygienisk status i såväl mjölknings-
anläggningen som systemen för kylning och lagring. Detta innebär naturligtvis
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att användningen av insatsmedel (vatten, kemikalier och energi) blir förhållande-
vis stor. I framtiden kommer krav att ställas på bättre ekonomi för flera olika pro-
cesser inom mjölkproduktionen. Dessa krav kommer dels från lantbrukaren, som
ska ha sin inkomst från mjölkproduktionen, dels från samhället som vill minimera
belastningen på den yttre miljön. Framöver kommer vi därför att ha tillgång till
bättre optimerade diskningssystem avseende den använda mängden insatsmedel.
Med dessa nya system kommer de nuvarande förhållandevis stora säkerhets-
marginalerna att krympa något. Därmed kommer det att vara nödvändigt att skaffa
sig en bättre kontroll över diskningsprocessen för att säkra mjölkråvarans kvalitet.
Övervakningen av diskningsresultatet kan i dagsläget inte kontrolleras av systemet
utan måste på annat sätt övervakas av mjölkproducenten eller av en utomstående
expert. En snabb metod som då kan vara intressant för kontroll av diskningsresul-
tatet när problem uppstår är mätning av ATP-bioluminiscens (adenosin-5–trifosfat).

Litteratur inom området
I livsmedelsindustrin används ofta s.k. HAACP- program (Hazard Analysis Critcal
Control Points) för kontinuerlig kontroll av den hygieniska standarden. En viktig
del i programmet är provtagning från ytor som kommer i kontakt med livsmedel
för att bedöma renhetsgraden på ytan. Fördelen med traditionell odling av proverna
är att mängd och typ av mikroorganismer från den kontrollerade ytan kan fast-
ställas. Odling är emellertid ett indirekt sätt att fastställa renheten och den ger
endast den mikrobiella aspekten på rengöringsresultatet. Dessutom tar det 1-3 dygn
innan analysresultatet erhålls. I livsmedelsproduktion kan mycket hinna hända
under tiden, och det finns ett behov av att snabbare kunna fastställa om hygienen
är tillfredsställande. Utifrån denna synvinkel kan mätning av ATP-bioluminiscens
vara en vida överlägsen metod för övervakning av rengöringsresultat. Griffiths
(1996) sammanfattar resultaten från studier där man jämfört ATP-metoden med
odling på agarplattor. Vanligtvis är överensstämmelsen mellan ATP-metoden och
traditionell odling cirka 70 %. De flesta prover, där metoderna inte ger samma
resultat, visar på en smutsig yta med ATP-metoden medan de visar på ett lågt antal
bakterier med plattmetoden. Detta beror på att ATP-metoden mäter även livs-
medelsrester. I omkring 5 % av fallen har plattodlingen visat på kontaminering av
mikroorganismer medan ATP-mätning har visat låga värden. Denna skillnad beror
främst på närvaro av sporer, vilka inte innehåller ATP, eller på kontaminering med
halvdöda och skadade organismer med förbrukat intracellulärt ATP-förråd.

ATP-bioluminescensmätning
ATP omvandlas till ljus

ATP (adenosin-5-trifosfat) bildas i levande celler och är en viktig energibärare
och energikälla för enzymer i den intermediära metabolismen. ATP finns således
både i mikroorganismer, s.k. mikrobiellt ATP, och i alla födoämnen av vegeta-
biliskt eller animaliskt ursprung, s.k. somatiskt ATP (Kyriakides, 1992).

ATP-mätning bygger på att omvandla ATP, befintlig energi, till ljus med hjälp
av ett komplex av eldflugeenzym (luciferin/luciferas). Enzymsystemet är mycket
känsligt för extremt små mängder ATP (Kimmich et al., 1975). Ljuset detekteras
och kvantifieras med en luminometer, varvid ljusmängden är proportionell till
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mängden ATP i provet. (Griffiths, 1993). Resultatet, som erhålls inom några
minuter från provtagningen, redovisas som relativa ljusenheter (RLU).

Möjligheten att använda eldflugans enzym luciferas för att mäta mängden ATP
har undersökts sedan 1950-talet (McElroy & DeLuca, 1985). Enzymet reagerar
med luciferin och ATP och ger en oxiderad form av luciferin samt AMP (adenosin
monofosfat) och ljus (fotoner). Luciferin aktiveras till en högre energinivå varvid
fotoner frigörs (Ehrenfeld et al., 1996) (Fig.1).

luciferin + ATP + Mg2+                  oxyluciferin + AMP + CO2 + ljus
luciferas

Figur 1. Schematiskt förlopp över eldflugans luciferasreaktion.

Inverkan på den enzymatiska aktiviteten vid ATP-mätning

Resultatet vid ATP-mätning påverkas bl.a. av ljusavgivningens stabilitet. För
att få en jämn ljusavgivning måste eldflugans katalytiska cykel regleras med
inhibitorer och stabilisatorer (Lundin,1982). Dessutom får endast en negligerbar
mängd av ATP konsumeras av luciferasaktiviteten under mättiden. Luciferaset
måste vara av hög kvalitet och får inte innehålla ämnen som bryter ner ATP.
Luciferin får inte heller vara kontaminerat med luciferasinhibitorer (Lundin,
1997). Eftersom ATP-mätning involverar en enzymaktivitet kan resultatet
påverkas av pH och temperatur. I marknadens utrustningar löses detta genom
buffring av reaktionslösningen och temperaturkompensation i luminometern
(Griffiths, 1996).

Den enzymatiska reaktionen kan också påverkas av kommersiella diskmedel
(Green et al., 1998) och av rengörings- och desinfektionsmedel genom att dessa
minskar enzymets aktivitet och därigenom ljusavgivningen. Den kemiska
sammansättningen på rengöringsmedlet är ofta mycket lik den sammansättning
som används för att extrahera ATP, vilket kan leda till att ATP frigörs från mikro-
organismerna på ytan (Green et al., 1998). För att undvika felaktiga resultat vid
mätning med ATP bör en kontroll användas och rengörings- och desinfektions-
medlens effekt elimineras (Griffiths, 1996; Velazquez & Feirtag, 1997; Green
et al. 1998; Lappalainen et al., 1999; Lappalainen et al., 2000).

Provtagning

Den vanligaste metoden är att genom svabbning med en fuktad bomullssvabb (s.k.
svabbpinne) ta prov från ett flertal noga utvalda kritiska punkter i anläggningen.
Provytan rekommenderas vara 10 x 10 cm. Ur det uppsamlade provet extraheras
ATP och blandas sedan med en reagensblandning av luciferin och luciferas. Efter
provtagningen stoppas svabbpinnen ner i enzymet, varefter man mäter med en
luminometer. (Lundin, 1999).

Tillförlitligheten vid användning av ATP-metoden är på samma sätt som för mikro-
biologiska mätningar endast så god som säkerheten vid provtagningen. Studier har
visat att vid provtagning från ytor med svabb fångar svabben endast upp en liten
och varierande del av det ATP som finns där (Nieuwenhof, 1996, Lundin, A. 1999).
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Nieuwenhof (1996) testade resultatet av olika ATP-svabbningstekniker och fann
då att endast 0-20 % av totalt ATP svabbades upp på en yta av rostfritt stål. En
upprepad mätning på en och samma svabb gav liten variation. Vid jämförelse
av resultatet från två olika svabbar, som svabbades på samma yta, blev däremot
variationen mycket högre. En trolig förklaring kan vara att den stora avvikelsen
beror på att ytan är ojämnt smutsad. Resultat från en studie av Holah et al. (1988)
visade att de vanliga svabbningsrutinerna endast fångade upp 1-10 % av för-
oreningarna från den undersökta ytan och att reproducerbarheten och repeterbar-
heten var dålig. Dessutom håller svabben kvar ungefär hälften av den ATP som
tagits upp och dagens svabbar är inte helt ATP fria, vilket försvårar mätning av
ytor med låga ATP-nivåer (Holah et al., 1988; Lundin, 1999).

Griffith (1996), antar att nästa framsteg inom hygienmätning kan röra metodiken
för provtagning. En ny instrumenttyp har utvecklats av Hughes-Whitlock Ltd.
kallad BioProbe. Instrumentet består av en luminometer kopplad till en sugkopp.
Koppen placeras över en yta som behandlats med reagens och en direkt renhets-
mätning utförs.

Mätsystem

Det finns två typer av ATP-mätningssystem – multi-shot och single-shot. Använd-
ning av multi-shot-system innebär ett förberedande moment där reagens blandas.
För att tillmötesgå kravet på användarvänlighet har single-shot-system utvecklats
där svabben levereras tillsammans med buffert och reagens för ett prov i engångs-
förpackning, vilket har medfört att man inte längre behöver förbereda reagens före
provtagning. Dessutom är luminometern bärbar vilket gör att den är enkel att ta
med sig ut i praktiska driftsenheter. Enligt Griffiths (1996), medför single-shot-
svabbar också miljöfördelar då man kan ta ett fåtal prov utan att behöva slänga
överbliven reagens. Single-shot-svabbar har gjort ATP-mätning lättare att använda
praktiskt, men möjligheten att anpassa och kontrollera reagensen har minskat
liksom säkerheten i jämförelsen mellan prov.

Jämförelse av olika instrument för ATP-bioluminescensmätning

Det finns idag ATP-instrument tillgängliga från flera olika tillverkare. De flesta
bioluminescens-testerna på marknaden har en känslighet på ≤ 100 picogram (pg)
ATP (Griffith et. al., 1994). Några studier har gjorts i syfte att jämföra lumino-
metrar från olika tillverkare. Griffith et al. (1994) jämförde sex kommersiellt
tillgängliga luminometrar (tabell 1). Instrumenten jämfördes med avseende på
känslighet och reproducerbarhet, egenskaper som ansågs viktiga av användarna
inom livsmedelsindustrin. Testytorna ympades med standardlösningar som inne-
höll ATP respektive Escherichia coli i olika utspädning. Den största utspädning
som var signifikant skild från icke-ympade kontrollytor bestämdes och avsågs
beskriva känsligheten. Resultaten visade att Optocomp var känsligast för ATP-
lösningen, men instrumentet blev ej testat på E. coli ympning. Alla instrumenten
utom Optocomp var bärbara och alla utom Unilite kunde användas för analys av
sköljvatten. Endast Lumac kunde skilja på mikrobiellt och icke-mikrobiellt ATP.
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Tabell 1. Jämförelse mellan sex olika luminometrar.

Känslighet Reproducerbarhet
ATP-lösning
(pg)

E.coli-lösning
(spädning)

(CV, stand. avvik)

Optocomp 1 pg ** Ej testad 40, 15
Bio-Orbit 10 pg ** 10-3 ** 23, 11
Lumac 10 pg * 10-2 ** 27, 10
Unilite 10 pg * 10-2 * 42, 19
Hylite 100 pg ** 10-2 * 43, 12
Multilite 100 pg * 10-1 ** 39, 20

** 1 % sign
* 5 % sign

Vid Silliker Laboratories (1996) testades fem olika luminometrar på uppdrag
av Celsis Lumac. Jämförelsen omfattade fyra single-shot-system; Biotrace Xcel,
Idexx Lightning, Charm Luminator och Merck Hylite och ett multi-shot-system;
Celsis Lumac systemSURE. Resultaten visade att vid utspädd mjölk uppfattade
alla systemen en koncentration på 50 fmol/10 cm2, medan Lumac även klarade en
så låg nivå som 5 fmol/10 cm2. När ren ATP användes klarade Charm och Merck
under 40 fmol ATP/ analys, medan frågetecken sattes för Biotrace och Idexx.
Lumac däremot detekterade under 1 fmol ATP/analys. För att studera repeterbar-
heten vid samma mängd ATP hos systemen fick fem olika personer göra samma
antal mätningar. Dessa resulterade i en procentuell variation kring medeltalet på
mellan 9 och 123 %. Biotrace Xcel låg sämst till med den högsta variationen för
fyra av de fem operatörerna. Celsis Lumac systemSURE  hade den lägsta varia-
tionen. Tabell 2 visar reproducerbarheten uttryckt som genomsnittet för alla fem
operatörerna.

Tabell 2. Reproducerbarheten och rekommenderad maximal tid mellan svabbning och
analys hos 5 olika luminometrar.

Luminometer System Variation, % Rekommenderad maximal tid
svabbning – analys

Biotrace Xcel Single-shot 68 3 timmar
Idexx Lightning Single-shot 25 5 minuter
Charm Luminator Single-shot 28 6 timmar
Merck Hylite Single-shot 19 48 timmar
Celsis Lumac systemSURE Multi-shot 10 2 timmar

Colquhoun et al. (1998), genomförde en studie som finansierades av Biotrace
och Ideex. Avsikten var att utvärdera en metod för att bestämma känslighet och
reproducerbarhet av resultat från hygienkontroll via ATP-mätning. I studien in-
gick tre luminometrar som alla var single-shot-system; Idexx Lightning, Biotrace
Unilite Xcel och Charm Luminometer K, PocketSwab (tabell 3). Resultatet visade
att Idexx Lightning hade bäst känslighet och reproducerbarhet följt av Biotrace
Unilite Xcel och Charm Luminometer K, PocketSwab.
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Tabell 3. Känslighet och reproducerbarheten hos tre olika luminometrar.

Luminometer Känslighet, CV, Reproducer- Obehandlad mjölk, CV,%
nmol ATP % barhet (CV, %) Spädning (nmol/10µl)

1:100 1:1000
Idexx Lightning 0,04 – 0,4 9-10 4 6 9
Biotrace Unilite Xcel 0,04 – 0,4 17-21 24 28 16
Charm Luminometer
K, PocketSwab

0,4 – 4,0 9 35 38 74

Tillämpningsområden
Livsmedelsindustri
ATP finns på de flesta ytor och mängden beror på ytans renhetsgrad. Även på ytor
som rengjorts från synligt smuts finns ATP i varierande mängd. Dessa osynliga
smutsfläckar gör det möjligt för mikroorganismer att föröka sig och ge hygien-
problem. I miljöer där livsmedel förädlas kommer merparten av ATP från livs-
medelsrester. Mängden ljusenheter (RLU) är då en indikation på mängden rest-
substanser från livsmedel på en given yta (Ehrenfeld et al., 1996).

Om man med hjälp av ATP-mätning kan avgöra ytans renhet ökar chanserna att
förebygga oönskad bakterietillväxt. En snabb signal om rengöringsresultatet för-
väntas också öka motivationen hos personal som arbetar med hygien inom livs-
medelsindustrin till att arbeta för en hög hygienisk status (Seeger & Griffiths,
1994). ATP-mätning kan också användas till att fastställa effektiviteten i olika
rengöringsmetoder och eftersom analysen är snabb kan en ofullständig rengöring
åtgärdas (Orth & Steigert, 1996; Seeger & Griffiths, 1994).

Hygienkontroll med hjälp av ATP-bioluminescensmätning tillämpas inom varier-
ande områden, t.ex. inom mjölkproduktion (Bautista et al.,1992; Griffiths, 1993;
Kyriakides, 1992), vid kontroll av mjölktransporter (Bell et al.,1994), bryggerier
(Simpson et al.,1989) och fruktjuiceprocesser (Bautista et al, 1992). I en studie
provades ATP-mätning vid hygienkontroll av köksutrustning i sjukvårdsinrätt-
ningar (Seeger & Griffiths, 1994).

Det finns områden där ATP-mätning inte lämpar sig för hygienkontroll. Dessa är
vid torrengöring som exempelvis vid torrmjölkstillverkning och malning av mjöl.
Eftersom det trots en fullt tillfredsställande torrengöring kan finnas rester av livs-
medel kvar på ytorna, kan ATP-värden registreras som inte har någon betydelse
för produkthygienen (Coleman, 1992). Vid sockerframställning är metoden inte
användbar eftersom socker innehåller lite eller inget ATP.

Fisk och fiskprodukter kan å andra sidan vara kontaminerade med proteiner och
bakterier som är naturligt luminiscerande (Rigarlsford, 1992), vilket kan ge för-
höjda värden och därmed en signal om att ytorna skulle vara smutsigare än de
faktiskt är. Motsatsen gäller för exempelvis UHT-mjölk, som är ett hårt processat
livsmedel och som därför har ett betydligt lägre ATP-innehåll än obehandlad mjölk.
Sort och processningsgrad påverkar alltså innehållet av ATP i livsmedlet. Rena
ytor bör alltid hålla mycket låga ATP-nivåer, medan ATP-nivån för smutsade ytor
kan variera beroende på typ av livsmedel.
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I en studie där syntetiskt ATP, apelsinjuice, oprocessad mjölk och köttfärs ingick
visade resultaten att efter rengöring med vanligt diskmedel sjönk nivån av ATP.
Dock sjönk nivån inte till den gräns där ytan definierats som ren. Först efter ren-
göring med ett industriellt jodbaserat rengöringsmedel minskade ATP nivån i
samtliga fall mer än 100 gånger och alla ytor hamnade inom den rena klassen
(Ehrenfeld et al., 1996).

Mejeriindustri
I vanliga fall mäts totala mängden ATP och då erhålls ett mätvärde på ATP både
från mikroorganismer och livsmedel. Ibland är det dock värdefullt med en upp-
delning i dels ATP från livsmedel, dels ATP från mikroorganismer. Bakteriernas
ATP-innehåll är tämligen konstant under stabila förhållanden och idag kan ATP-
mätning användas för kontroll av bakterietillväxt. Inom mejeriindustrin har ATP-
metoden också använts för att spåra antimikrobiella substanser och för att mäta
cellhalt i mjölk.

Bell et al. (1994) undersökte tillförlitlighet och användbarhet av ATP-biolumini-
scensmätning för att övervaka hygienen i mjölktankbilar. I studien jämfördes två
kommersiella multi-shot-system; Biotrace Ltd och Sonco Ltd. Prover togs dels
genom svabbning av ytor, dels på sköljvattnet. Överenstämmelsen mellan resultaten
var 88-91 % för invändiga ytor och 78-84 % för utvändiga ytor. Om resultatet
visade att de utvändiga ytorna var rena så var hygienen överlag god och rengöringen
tillfredsställande i hela systemet. Jämfördes däremot teknikerna på prover tagna i
sköljvattnet var det lägre överensstämmelse (66 %). Mellan 0 och 14 % av ytorna
var visuellt rena men blev klassade som smutsiga vid ATP-mätning och mellan 0
och 12 % av ytorna var visuellt smutsiga men klassades som rena vid ATP-mätning.

Murphy et al. (1998) fann att ATP-bioluminescensmätning gav ett snabbt svar på
riskområden för kontamination på mejerier. I studien jämfördes mikrobiell odling
med ATP-metoden (tabell 4).

Tabell 4. Jämförelse mellan ATP-metoden och bakteriell odling. De svabbade ytornas
procentuella fördelning inom respektive ATP-klass.

<100 RLU 100-150 RLU >150 RLU

< 1 CFU 65 9 22

1 – 50 CFU 22 36 18

>50 CFU 13 55 60

Bakteriellt ATP
På senare år har noggrannheten vid mätning av bakteriellt ATP i mjölk förbättrats
väsentligt. Detta beror på en mer effektiv separation av bakteriellt ATP från icke-
bakteriellt med hjälp av membranfiltrering (Van Crombrugge et al., 1989; Eriksen
& Olsen, 1989) eller centrifugering (Pahuski et al. 1991). I studier har ATP-metoden
använts för att mäta mängden bakteriellt ATP i mjölk  (Reybroek & Schram, 1995;
Bell et al, 1996). Genom vacuumfiltration koncentrerades bakterierna från mjölken
och därefter extraherades mikrobiellt ATP. Ljusintensiteten mättes efter tillsats av
luciferin och luciferas. Metoden kunde mäta ner till 10 000 bakterier/ml och repeter-
barheten var bättre än för traditionell odling på agarplattor (Reybroek & Schram,
1995).
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Även Kyriakides (1992) fann att ATP-metoden kan användas för att mäta mäng-
den bakterier i mjölkråvara med en noggrannhet på 10 000 bakterier/ml. Däremot
är den inte tillräckligt känslig för att fastställa kvaliteten på pastöriserade mjölk-
produkter, men den kan användas för att förutsäga hållbarheten på pastöriserad
grädde och mjölk (Griffiths, 1989; Griffiths et al., 1984). Forskare har jämfört
plattodling alternativt DEFT (direkt epiflourescent teknik)  med ATP-metoden,
som hjälpmedel för att förutsäga hållbarheten på pastöriserade mjölkprodukter.
De bästa korrelationerna uppnåddes när mjölk inkuberades i 25 timmar vid 15°C
eller vid 21°C, följt av en bestämning av mängden bakteriellt ATP. Vid inkuba-
tionen tillsattes ett inhibitorsystem för att förhindra tillväxt av grampositiva bak-
terier (Bautista et al., 1992; Griffiths, 1989; Griffiths et al., 1984).

Antimikrobiella substanser
ATP-metoden har också använts för att spåra antimikrobiella substanser som
antibiotikarester eller bakteriofager i mjölk. ATP-innehållet i bakterier mättes för
att bestämma bakteriens metaboliska aktivitet. Nedgång i bakteriell aktivitet kan
bero på närvaro av bakteriofager eller antibiotikarester under en viss tidsperiod.
Tiden som det tar att fastställa eventuell inhibering av aktivitet är betydligt kortare
än tiden som det tar att analysera traditionellt. Enligt opublicerade data kan ATP-
metoden spåra antibiotika inom 1,5 timmar (Kyriakides, 1992). Liknande resultat
redovisades av International Dairy Federation (1987) som anger att  motsvarande
analyser går att genomföra på 1 timme. Detta stöds även av Williams (1984) som
visade att efter 1,5-2 timmar efter tillsats av Streptococcus thermophilus och med
0,015 IU penicillin per ml mjölk erhölls en dramatisk sänkning av RLU-nivån
som korrelerade väl med indikatorbakteriernas ATP-innehåll.

När Hawronskyj et al.(1993) gjorde en liknande studie gav även den lägsta penicillin-
koncentrationen tydligt utslag. Resultatet visade att ATP-bioluminescens kan ge
snabbare och känsligare spårning av antibiotikarester i mjölk än metoder baserade
på syraproduktion. Penicillinrester på 0,0048 IU per ml gav en tydlig skillnad i ATP-
nivå efter 1-1,5 timmar. Kostnaden för ATP-mätning var högre än syrametoden,
men  kostnaden kan sänkas om instrumentet kan användas till flera ändamål, t.ex.
för hygienkontroll.

Proteaser
Kyllagring av mjölkråvara möjliggör tillväxt av psykrotrofa bakterier. Dessa kan
framkalla värmeresistenta extracellulära proteaser som kan klara pastörisering.
Proteaserna har en ekonomisk betydelse i vidareförädlingen eftersom de har visat
sig påverka exempelvis ostutbytet (Hicks et al., 1986). Rowe et al. (1991) har ut-
vecklat en metod med bioluminescens för att spåra proteas från psykotrofa bakterier
i mjölk och mjölkprodukter. Eftersom det inte finns någon korrelation mellan an-
talet bakterier och mängden enzym som bildas behövs en snabb metod som direkt
mäter enzymökningen (Rowe & Gilmour, 1985). Metoden har kommersialiserats
av Biotrace Ltd. Proteas bryter ner luciferas, vilket medför lägre ljusintensitet vid
mätningen. Med hjälp av en standardkurva kan proteaskoncentrationen därefter
bestämmas.

Cellhalt
ATP-metoden har också använts för att mäta cellhalten i mjölk. Studier har genom-
förts där resultatet visat att det finns ett klart samband mellan cellhalt och koncen-



JTI – Institutet för jordbruks- och miljöteknik

16

tration av ATP (Bossuyt, 1978; Olsson, et al.1980; Emanuelsson et al., 1988) utom
under de 10 första dagarna efter kalvning. ATP-nivån var då högre än för cellhalt,
vilket kan beror på att mjölken fortfarande innehöll rester av råmjölk som påverkade
mängden ATP (Emanuelsson et al., 1988).

Lantbruk
Hygienkontroll i mjölkningsanläggningar
Erfarenheterna från användning av ATP-mättekniken i mjölkningsanläggningar är
ännu begränsade. Den mest omfattande  studien har genomförts  i Nederländerna
(Wiegersma et al., 1996). I studien togs prover på tio mjölkningsanläggningar. Ren-
heten i mjölkningsanläggningen kontrollerades med hjälp av ATP-bioluminescens-
mätning med svabbning eller vattenprov. Proverna togs efter morgon- eller kvälls-
disken eller före mjölkning. Tidpunkten för provtagning påverkade inte resultaten
vid en temperatur på cirka 15°C. Svabbningsproverna hade ett stort restfel, framför
allt beroende på själva svabbningen. Storleken på den yta som svabbades hade stor
betydelse för den uppmätta mängden ATP, men detta har inte vägts in i resultaten.

ATP-värdena från två mätpunkter i mjölkledningen skilde sig inte från varandra
(270 RLU) (Wiegersma et al., 1996). I filterröret blev medelvärdet 320 RLU,
vilket var signifikant högre än värdet (80 RLU) för ledningen före filterröret. I
slutenheten blev det signifikanta skillnader mellan ATP-värdena (70 RLU) från
elektroderna och cylindern runt dessa jämfört med värdena (190 RLU) från insidan
på behållarens väggar. Mjölkningsorganet delades in i tre delar med signifikant
skilda värden. Den lägsta delen av spenkoppscentralen låg på 760 RLU medan den
övre delen av spenkoppscentralen inklusive mynningen till spengummit och korta
mjölkslangen låg på 310 RLU. Spengummit och långa mjölkledningen låg på
100 RLU. De signifikanta skillnaderna mellan olika ytor berodde till stor del på
skillnader i den svabbade ytans storlek. Resultatet visade på betydligt högre ned-
smutsningsgrad i mjölkningsanläggningarna i jämförelse med nivåerna i mejeri-
industrin. Enligt Wiegersma et al. (1996) är metoden snabb och objektiv, men
den behöver utvecklas så att den passar för användning i mjölkningsanläggningar.

Det fanns signifikanta skillnader mellan gårdar för slutenheten och mjölknings-
organet. För det mesta var en eller flera delar av mjölkningsanläggningen otillräck-
ligt diskade på gårdar som betecknats som mindre rena eller med höga bakterietal
på tankmjölken. Å andra sidan fanns det gårdar som klassats som rena och/eller
med låga bakterietal som också hade otillräckligt diskade punkter i anläggningen.
Det gick inte att påvisa något tydligt samband mellan bakterietalen i tankmjölk
och totala mängden ATP i svabb- och vattenprover. Tendensen var att vid högre
bakterietal i tankmjölken så ökade också ATP-innehållet i svabbarna, däremot
fanns ingen sådan tendens för vattenproverna.

Brentrup et al. (1997)  mätte renheten i mjölkningsanläggningen på tolv gårdar
varav elva fått nedklassning till klass 2 på grund av höga bakterietal. Följande
fyra mätpunkter användes; mjölkslussen i slutenheten, i mätbehållaren, inuti
spengummi och spenkoppscentral. Efter första mätningen utfördes en speciell
rengöring och desinfektion av hela anläggningen med intensivare mekanisk ren-
göring på punkterna med höga värden. Därefter gjordes en andra mätning. Medel-
värdet från första mätningen var 37 823 RLU och från andra mätningen 239 RLU.
Fortfarande tre månader efter studien var hygienen så god att elva av de tolv
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gårdarna låg i klass 1. En slutsats var att värden över 500-600 RLU visade på
bristande hygien på den testade ytan.

Syfte
Syftet med projektet var att studera och eventuellt utveckla provtagningen vid
mätning av ATP-bioluminiscens för kontroll av diskningsresultatet i mjölknings-
anläggningar.

Material och metoder
Den luminometer som användes var Biotrace Unilite som är av typen single-shot.
Detta innebär att svabben, extraktet och reagenset kommer i en engångssvabb där
allt är klart för användning. Tillverkarna rekommenderar att svabbningen ska
göras på en yta som är 10 x 10 cm.

Tillverkaren av ATP-instrumentet rekommenderade följande tolkning av resultaten,
vilket är samma gränsvärden som används inom livsmedelsindustrin:
Ej godkänd = >500 RLU (Smutsig; Klass 3)
Mindre godkänd = 150-500 RLU (Halvsmutsig; Klass 2)
Godkänd = <150 RLU (Ren; Klass 1)

Studie i laboratorium
En studie genomfördes, där avsikten var att åstadkomma en metod att nå repeter-
bara resultat som föll inom någon av ovanstående ATP klasser. Plattor  som
doppats i mjölk utsattes för en standardiserad behandling med hjälp av vattentryck,
temperatur och torktid.

I den inledande laboratoriestudien införskaffades material som finns i en mjölk-
ningsanläggning, nämligen glas, gummi och plast. Även försök att hitta rätt typ
av plana stålplattor gjordes, men då det visade sig vara svårt startades studien utan
dessa. Alla plattorna hade en yta på 10 x 10 cm. En försöksutrustning byggdes
upp (se bild 1) där alla plattor avsköljdes med samma avstånd från munstycket
till plattan, samma vattentemperatur och tryck samt att tiden för avsköljning av
plattorna var samma. Avsikten var att så många faktorer som möjligt skulle standar-
diseras och endast en faktor i taget varieras. Faktorer som varierades var vatten-
tryck, temperatur och torktid efter att plattan doppats i mjölk. Eftersom provtag-
ningsmetodiken är helt avgörande för resultatet utförde samma person all provtag-
ning genom hela projektet. Personen tilläts först träna upp tekniken för svabbning,
dvs. hur svabbningen skulle gå till, innan studierna började samt att svabbningen
tog lika lång tid. Plattorna var väl rengjorda innan studien började och  doppades i
opastöriserad komjölk.

Glasplattor provades först, vilka doppades i opastöriserad och rumstempererad
mjölk. Målet var att hitta en ”behandling” som uppfyllde de olika renhetsklasserna
varför olika tidsperioder provades då mjölken tilläts torka in på plattan, t.ex. 7
minuter. Ytan sköljdes sedan av under 5 sek med 0,2 bars spoltryck från samma
avstånd mellan platta och munstycke. Vattentemperaturen höll 10oC. Plattan tilläts
torka i 1 minut. Därefter svabbades ytan. För varje standardiserat test upprepades
behandlingen 10 gånger.
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Bild 1. Bild av försöksutrustningen.

Gårdsstudie
På Kungsängens forskningscentrum studerades lämpliga kontrollpunkter i mjölk-
ningsanläggning för båsladugårdar innan gårdsstudien startade. Tolv kontroll-
punkter valdes ut, vilka var följande:

•  Spengummi två provpunkter – under kragen och en bit längre ned
•  Spenkoppscentral
•  Flödesindikator
•  Anslutningsrör in till "mjölkledning”
•  I mjölkslang under ovanstående anslutning
•  Slutenhetens bottenplatta, innervägg och på gummimanschett runt inloppsröret

från mjölkledningen
•  Silkassett
•  Silfilterhållare
•  Dykrör till mjölktank
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Med hjälp av Arla Foods valdes tio gårdar ut som hade uppbundna system. Fem
gårdar med bra hygienisk kvalitet på mjölken och fem gårdar med mindre bra
mjölkkvalitet. Studien genomfördes under två dagar med en upprepning på varje
gård och svabbprover togs på de utvalda punkterna morgon och kväll efter disk-
ning. Mjölkprov togs i tanken för analys av bakterietal efter att skopan bränts av
med gasolbrännare. Proven analyserades för totala antalet bakterier (Bactoscan)
på MSAB i Bollnäs.

Resultat
Studie i laboratorium
Resultaten från laboratoriestudien visade stora variationer inom provpunkt och
försök gjordes med både olika material, torktider och vattentemperaturer. Repeter-
barheten var mycket dålig oavsett vilken behandling som tillämpades. För att få
någon korrelation mellan mängd mjölk på ytan och resultatet provades även att
väga plattan före och efter den doppats i mjölk och torkats. Resultatet visade fort-
farande stora variationer.

Svabbades samma yta flera gånger i direkt följd visade det sig att den nyligen
svabbade ytan inte var ren från mjölk och bakterier. Dessutom om samma svabb
mättes upprepade gånger i direkt följd visade det sig att antalet RLU (ATP-nivån)
ökade initialt under de första 1-2 minuterna, för att därefter stabiliserade sig och
sedan avta (bild 2). Tillverkarna rekommenderade dock att mätningen ska göras
direkt efter svabbningen.

Bild 2. Upprepade mätningar i direkt följd på en och samma svabb.
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Gårdsstudie
Proverna från studien visade att tankmjölkens bakterietal på de mindre bra gårdarna
var i medeltal 39 000 bakterier per ml medan de bra gårdarnas levererade mjölk
höll 16 000 bakterier per ml. Generellt sett är det endast enstaka prover som fått
förhöjda bakterievärden och som orsakar skillnaderna i medeltal. Mjölkproven
analyserade med instrumentet Bactoscan vilket inte ger samma analysnoggranhet
som odling, speciellt inte på låga bakterienivåer.

En sammanställning av svabbprovernas resultat redovisas i tabell 5. Resultatet
bearbetades statistiskt, men variationen inom klass var lika stor som mellan klass
och därför kunde inga statistiska skillnader konstateras.

Tabell 5. Antal gånger som varje svabbning klassades 1, 2 respektive 3 samt andelen
svabbningar inom klass 3 av totala antalet svabbningar för respektive mätpunkt för bra
respektive mindre bra gårdar med avseende på hygienisk mjölkkvalitet.

Bra gårdar Mindre bra gårdar
Mätpunkt Klass 1

< 150
Klass 2
150-300

Klass 3
> 300

% Klass 1
< 150

Klass 2
150-300

Klass 3
> 300

%

1 39 0 0 0 36 1 3 7,5
2 10 9 20 51,3 13 5 22 55,0
3 35 2 2 5,1 31 3 6 15,0
4 31 3 5 12,8 19 1 4 16,7
5 31 4 4 10,3 29 5 6 15,0
6 21 8 10 25,6 22 3 15 37,5
7 18 4 17 43,6 21 1 18 45,0
8 37 2 0 0 29 5 6 15,0
9 27 4 8 20,5 24 2 14 35,0
10 26 3 10 25,6 27 2 11 27,5
11 21 8 10 25,6 22 2 16 40,0
12 27 6 6 15,4 26 5 9 22,5

Andel inom
grupp, %

69 11 20 64 8 28

Diskussion
I laboratoriestudien var avsikten att standardisera så många faktorer som möjligt
och att endast variera en faktor i taget. Orsakerna till resultaten är sannolikt många
och troligen multifakoriella. Det finns ett flertal fabrikat av single-shot-svabbarna
och i just detta fall kan en möjlig orsak till resultatet vara att allt enzym inte kom-
mer i kontakt med svabbprovet. Svabben trycks igenom tunna skikt där enzymet
lagras innan användning och på så sätt följer den med ned i buffertlösningen med
svabben. Det är därför inte omöjligt att små mängder stannar kvar i övre delen av
röret. Dessutom verkar det som om ATP inte utsöndrades direkt ur svabben, vilket
studien också visade, eftersom antal RLU steg under de första minuterna. En annan
förklaring kan vara att svabben inte tar upp alla mjölkrester och bakterier på den
svabbade ytan. Det visade också resultaten från studien då samma yta svabbades
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upprepade gånger, och detta är i enlighet med andra studier (Holah et al., 1988).
Svabben tar endast med sig en mindre del (ca 20 %) av smutsen på ytan
(Nieuwenhof, 1996; Lundin A., 1999). Mängden smuts som svabbas upp varierar
och helt sannolikt beroende på materialtyp och struktur som svabbas, och därför
varierar också den uppmätta ATP-nivån. Därutöver kan mätningen av ATP störas
i hög grad om det i provet även kommer med rester av rengöringsmedel. Flera
av dessa medel sänker ATP- värdet och kan bidra till felaktiga mätvärden (Green
et al., 1998). En yta som är smutsig kan felaktigt klassas som ren därför att det
funnits rester av rengöringsmedel i provet. Vid användning av ATP-metoden
för bestämning av mängd bakterier eller somatiska celler i vätska tycks det vara
lättare att få ett representativt prov eftersom provet tas i exempelvis mjölk.

Endast en person genomförde alla svabbningar. Metoden är i och för sig enkel att
genomföra men det är mycket lätt hänt att ytan eller svabben kontamineras genom
felaktig provtagningsmetodik. Studier har gjorts där ett flertal personer fått genom-
föra provtagningar enligt samma metodik och man har funnit stora variationer i
mätresultatet (Silliker Laboratories, 1996). Griffiths (1996) konstaterade att ATP-
metoden är endast så bra som metoden för provtagning, vilket gäller för alla mät-
metoder. Det finns dock en standard som har anpassats till ATP-svabbning (British
Standard 4285 4:1991).

Inom livsmedelsindustrin används metoden genom att svabbprover tas på utvalda
punkter i anläggningen kontinuerligt, t.ex. dagligen, för att se hur resultatet varierar
från dag till dag. Uppkommer stora avvikelser diskas anläggningen om. Vid dessa
provtagningar används den enkla och snabba single-shot-metoden på grund av dess
användarvänlighet, men det är på bekostnad av tillförlitligheten. I projektet har
vi valt att studera tekniken på likartat sätt som när den används inom livsmedels-
industrin.

Resultaten från den bakteriella provtagningen visar att de bra gårdarnas mjölk hade
nästan hälften så högt bakterietal som de mindre bra gårdarnas. Förutom mätinstru-
mentets (Bactoscan) analysnoggrannhet har, som nämnts tidigare, enstaka värden
fått genomslag på medelvärdena. Detta kan bero på att det faktiskt varit en höjning
av bakterietalet vid det enstaka tillfället, men också att proven har transporteras till
laboratoriet under inte kontrollerade temperaturförhållanden samt att restiden till
laboratoriet också har haft betydelse.

Det finns inga tydliga skillnader mellan bra och mindre bra gårdar vad gäller
ATP-mätningarna. Det fanns stora variationer såväl mellan gårdar som inom gård,
vilket också andra studier visat (Slaghuis et al., 1996). Det som dock är intressant
är att klass 1 (Ren) var procentuellt störst både för bra och mindre bra gårdar följt
av klass 3 (Smutsig). Detta kan tolkas som att antingen är anläggningen ren eller
så betydligt smutsig. Statistiskt sett gick det inte heller att säga att en punkt är
bättre att kontrollera än en annan. Dock tyder resultaten på att vissa av de utvalda
punkterna kan  vara bättre som bedömningspunkter, exempelvis slutenhetens
bottenplatta, silfilterhållare och spengummi. Några av gårdarna hade nästan vid
alla provtillfällen låga värden för dessa provpunkter. Generellt kan sägas att dessa
punkter hade i de allra flesta fall förhöjda värden om smuts fanns kvar i andra
delar i anläggningen.

Det är bättre att bestämma ett fåtal kritiska kontrollpunkter än att mäta på många
ställen. Punkterna måste väljas noga. Det får inte vara punkter i anläggningen som
oftast är enkla att få rena och inte heller ställen där det lätt blir synlig smuts. Om
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mjölkrester kan konstateras visuellt finns det ingen anledning att använda ATP-
metoden. Tillämpas många kontrollpunkter måste beslut tas hur många punkter som
får ha förhöjda värden innan anläggningen måste diskas om. Det är också viktigt
att bestämma sig för vilket mål och krav man har med ATP-mätningen. Det finns
många tillverkare och studier har visat att olika fabrikat ger olika känslighet och
repeterbarhet även inom single-shot-systemen. Om kravet är stor analysnoggrann-
het kan ett multi-shot-system vara aktuellt som är mer anpassat för laboratorium
än det enkla single-shot-systemet. Single-shot ger snabbt en grov uppskattning av
den hygieniska statusen på bekostnad av tillförlitligheten men den kan vara ett bra
komplement till annan analysmetodik, exempelvis odling.

Referenser
Bautista, D.A.; McIntyre, L.; Laleye, L & Griffiths, M. W. 1992. The application

of ATP Bioluminescence for the assessment of milk quality and factory
hygiene. Journal of rapid methods and automation in microbiology 1: 179-
193.

Bell, C.; Stallard, P.A.; Brown, S.E. & Standley, J.T.E. 1994. ATP-bioluminescence
techniques for assessing the hygiene condition of milk transport tankers. Int.
Dairy Journal. 4:629-640.

Bell, C,; Bowles, C. D.; Toszeghy, M. J. K. & Neaves, P. 1996. Development of
a hygiene standard for raw milk based on the lumac ATP- Bioluminescence
method. Int. Dairy Journal 6: 709-713.

Bossuyt, R. 1978. Usefulness of an ATP assay technique in evaluating the somatic
cell count of milk. Milchwissenschaft. 33:11-13.

Brentrup,H, Lüttel, Albers E. 1997. Das ATP-Meßgerät Biotrace Uni-Lite
Erfahrungen aus der Milcherzeugerberatung. Milchpraxis, 35. Jg (4)

Coleman, E. 1992. Selection of appropriate ATP systems for the food and beverage
industries. J. Biolumin. Chemilumin. 7:256.

Colquhoun, K.O., Timms, S. & Fricker, C. 1998. A simple method for the
comparison of commercially available ATP Hygiene-monitoring systems.
Journal of Food Protection. 61:499-501.

Ehrenfeld, E.E.; Miller S.A.; Scheld, J. & Carpenter,C. 1996. A new rapid and
portable ATP-bioluminescence cleaning validation system. Activities Report
– research and development associates incorporated. 48:1:192-197.

Emanuelson, U.; Olsson, T.;Mattila, T.; Åström, G. & Holmberg, O. 1988. Effects
of parity and stage of lactation on adenosin triphosphate, somatic cell count
and antitrypsin content in cows´milk. Journal of Dairy Research. 55: 49-55.

Eriksen, B & Olsen, O. 1989. Rapid assessment of the microbial status of bulk
milk and raw meat with the new instrument: Bactofoss. In: ATP Luminescence.
Technical series - Society for applied bacteriology. 26: 175-181.

Green, T.A.; Russell, S.M. & Fletcher, D.L. 1998. Effect of chemical sanitizing
agents on ATP bioluminescence measurements. Journal of Food Protection.
61: 1013-1017.

Griffiths, M.W.; Phillips, J.D. & Muir, D.D. 1984. Methods for rapid detection of
post-pasteurization contamination in cream. Journal of the society of dairy
technology. 37:22-26.

Griffiths, M.W. 1989. ATP to detect bacteria in dairy products. Journal of the
society of dairy technology.42:61-62.



JTI – Institutet för jordbruks- och miljöteknik

23

Griffiths, M.W. 1993. Applications of bioluminescence in the dairy industry.
Journal of Dairy Science. 76:3118-3125.

Griffiths, C.; Blucher, A. Fleri, J. & Fielding, L. 1994. An evaluation of lumino-
metry as a technique in food microbiology and a comparision of 6
commercially available luminometers. Food Science and Technology Today.
8:209-216.

Griffiths, M.W. 1996. The role of ATP Bioluminescence in the food industry:
New light on old problems. Food Technology. 62-72.

Hawronskyj, J-M; Adams, M.R. & Kyriakides, A.L. 1993. Rapid detection of
antibiotics in raw milk by ATP bioluminescence. Journal of the society of
dairy technology. 46:31-33.

Hicks, C.L.; Onuorah, C.; O´Leary, J. & Langois, B.E. 1986. Effect of milk
quality and low temperature storage on cheese yield – a summation. Journal
of dairy Science. 69:649-657.

Holah, J.T.; Betts, R.P. & Thorpe, R.H. 1988. The use of direct epiflourescent
microscopy (DEM) and the direct epiflourescent filter technique (DEFT) to
assess micribial populations on food contact surfaces. J. Applied Bacteriol.
65:215-221.

IDF. 1987. Inhibitor test with Streptococcus thermophilus. Bioluminiscence
(ATP) method. Bulletin of the International Dairy Federation No 220/1987:
27-32

Kimmich, G.A.; Randles, J. & Brand, J.S. 1975. Assay of picomoles of ATP,
ADP and AMP using the luciferase enzyme system. Analytical biochemistry.
69:187-206.

Kyriakides, A. 1992. ATP bioluminescence applications for microbiological
quality control in the dairy industry. Journal of the Society of Dairy
Technology. 45:4:91-93.

Lappalainen, J.; Loikkanen, S.; Havana, M.; Karp, M.; Sjöberg, A-M. &
Wirtanen, G. 1999. Rapid detection of detergent and disinfectants in food
factories. In: 30th Nordic contamination control symposium. Eds. Wirtanen,
G.; Salo, S.; Mikkola, A. & Saari, J.  VVT Symposium. Espoo 1999.

Lappalainen, J.; Loikkanen, S.; Havana, M.; Karp, M.; Sjöberg, A-M. &
Wirtanen, G. 2000. Microbial testing methods for detection of residual
cleaning agents and disinfectants – Prevention of ATP bioluminescence
measurement errors in the food industry. J. Food Prot. 63:210-215.

Lundin, A. 1982. Applications of firefly luciferase. In: Luminescent Assays:
Perspectives in Endocrinology and Clinical Chemistry. Eds: Serio, M. &
Pazzagli, M.) pp: 29-45, Raven Press, New York.

Lundin, A. 1997. Firefly luciferase in assays of enzymes and metabolites, reporter
gene technology and single celldetection. Paper presented at the Annual
Meeting on Bioluminescence and Chemiluminescence, Tokyo May 27 1997.

Lundin, A. 1999. ATP detection of biological contamination. In: 30th Nordic
contamination control symposium. Eds. Wirtanen, G.; Salo, S.; Mikkola, A.
& Saari, J.  VVT Symposium. Espoo 1999.

McElroy, W.D. & De Luca, M. 1985. Firefly Luminescence. In: Chemi- and
bioluminescence. Ed: Burr, J.G., N.Y.M. Dekker Cop 1985. New York.

Murphy, S.C.; Kozlowski, S.M.; Bandler, D.K. & Boor, K.J. 1998. Evaluation
of adenosin triphosphate-bioluminescence hygiene monitoring for troble-
shooting fluid milk shelf-life problems. Journal of Dairy Science. 81:817-820.



JTI – Institutet för jordbruks- och miljöteknik

24

Nieuwenhof, F. 1996. Raw milk, hygiene management and ATP-bioluminescence.
International Dairy Federation Symposium on Bacteriological quality of
raw milk. The federation 1996 International Dairy Federation Special Issue
1:113-118.

Olsson, T.; Sandstedt, K.; Holmberg, O. & Thore, A. 1980. Luminescens-
bestämning av cellulärt ATP i komjölk för screening av juverinflammation
(mastit). FOA rapport C40115-B3.

Orth, R. & Steigert, M. 1996. Hygiene monitoring: practical experience in the
ATP-bioluminescence measuring method to control hygiene after cleaning
of a meat processing plant. Fleischwirtschaft 76: 1143-1144.

Pahuski, E; Martin, L, Stebnitz, L; Priest, J & Dimond, R. 1991. Rapid concen-
tration procedure for microorganisms in raw milk. (Abstract) J. Food Prot. 54,
10, 813.

Reybroeck, W. & Schram, E. 1995. Improved filtration method to assess
bacteriological quality of raw milk based on bioluminescence of adenosine
triphosphate. Netherlands Milk & Dairy Journal. 49: 1-14.

Rigarlsford, J. 1992. The pros and cons of using ATP to monitor hygiene. J.
Biolumin. Chemilumin. 7: 258:259.

Rowe, M.T.; Pearce, J.; Crone, L.; Sully, M. & Johnson, I. 1991. Bioluminescence
assay for psychrotroph proteases. In: Int. Symposium on bioluminescence and
chemiluminescence 6. 515-518. Ed: Stanley, P.E. & Kricka, L.J. Cambridge
1990.

Rowe, M.T. & Gilmour, A. 1985. The present and future importance of psychro-
trophic bacteria. Dairy Ind. International. 50:14-15,17,19.

Seeger, K. & Griffiths, M.W. 1994. Adenosine triphosphate bioluminescence for
hygiene monitoring in health care institutions. Journal of food protection,
57:6:509-512.

Silliker Laboratories. 1996. The role of sensitivity and reliability in selecting an
ATP bioluminescence plant hygiene monitoring system. Uppdragsrapport.

Simpson, W.J.; Hammond, J.R.M.; Thurston, P.A. & Kyriakides, A.L. 1989. EBC
Congress, 663-674.

Slaghuis, B; Wiegersma, W. 1996. Use of ATP-technique for the control of the
cleaning of milking equipment. International Dairy Federation. Symposium
on Bacteriological Quality of Raw Milk. Wolfpassing, Austria. 13-15 March
1996.

Van Crombrugge, J.; Wars, G. & Reybroek, W. 1989. The ATP-F test for
estimation of bacteriological quality of raw milk. Netherlands Milk & Dairy
Journal. 43: 347-354.

Velazquez, M & Feirtag, J.M. 1997. Quenching and enhancement effects of ATP
extractants, cleansers, and sanitizers on the detection of the ATP bioluminescence
signal. Journal of food protection. 60:799-803.

Wiegersma, W.; Slaghuis, B.; Nieuwenhof, F. & Engelbertink A., 1996. Snelle
controle reiniging melkwinningsapparatuur met behulp van ATP-meting.
Intern rapport nr 302. Praktijkonderzoek Rundvee, Schapen en Paarden (PR).

Williams, G.R. 1984. Use of bioluminescence in the determination of the antibiotic
content of milk. Journal of the society of dairy technology. 37:40-41.


