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Forord

For att forsakra sig om en godtagbar hygienisk statusi sava mjolkningsanl agg-
ningen som i systemen for kylning och lagring & sdkerhetsmarginalerna stora
vid dagens diskningsteknik. Dettainnebar en forhallandevis htg konsumtion av
insatsmedel (vatten, kemikalier och energi). | framtiden kommer krav att stéllas
pa béttre kontroll och optimering av systemen for att minska dessa insatsmedel
och darmed bl.a. uppna en minskad miljobelastning. Diskningsresultatet kan i
dagsl&get inte kontrolleras av systemet, utan maste pa annat sétt Gvervakas av
mj6lkproducenten eller av en utomstaende expert. ATP-métning ger ett snabbt
svar paden hygieniska statusen i mjélkningsanl aggningen och kan vid problem
vara en intressant metod nér det géller att kontrollera diskningsresultat. Projektet
har finansierats av Stiftelsen Lantbruksforskning.

Ultuna, Uppsalai september 2001

Lennart Nelson
Chef for JT1 — Institutet for jordbruks- och miljéteknik
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Sammanfattning

Overvakningen av diskresultatet kan i dagsl&get inte automatiskt kontrolleras av
disksystemet utan maste pa annat sétt 6vervakas av mjolkproducenten. Om hygienen
forsamras maste metodik finnas for att spara kallan till problemet. En snabb metod
som dé kan varaintressant for kontroll av diskningsresultatet & métning av ATP-
bioluminiscens (adenosin-5-trifosfat). Den vanligaste metoden &r att genom svabb-
ning med en fuktad bomullssvabb (s.k. svabbpinne) ta prov fran ett flertal noga
utvalda kritiska punkter i anléggningen. Provytan rekommenderas vara 10 x 10 cm.

Syftet med projektet var att studera och eventuellt utveckla provtagningen vid
maétning av ATP-bioluminiscens for kontroll av diskresultatet i mjolkningsanlagg-
ningar. | projektet ingick en laborativ studie dar man med hjélp av standardiserat
vattentryck, temperatur och torktid efter att plattor av olika material doppatsi
mjolk, skulle astadkomma en metod dér resultatet f6ll inom nagon av tillverkarens
foreslagna renhetsklasser. Plattorna, som var va rengjorda innan studien boérjade,
doppades i opastoriserad komjdlk. Resultaten fran laboratoriestudien visade stora
variationer for samma provyta och forsok gjordes med bade olika material, tork-
tider och vattentemperaturer. Om samma yta svabbades flera ganger i direkt foljd
visade det sig att den nyligen svabbade ytan inte var ren fran mjolk och bakterier.
Aven en gérdsstudie genomfordes. Forst valdes |ampliga kontrollpunkter (12 st.)

i en mjolkningsanlaggning for basladugardar ut. Tio gardar med uppbundna kor
ingick, dér halften av gardarna hade mindre bra hygienisk kvalitet pa mjolken.
Studien genomfordes under tva dagar med en upprepning pa varje gard, och svabb-
prover togs pa de utval da punkterna morgon och kvall efter diskning.

Det fanns inga tydliga skillnader i resultat mellan bra och mindre bra gardar vad
gdller resultatet fran ATP-métningarna. Det som dock &r intressant &r att klass 1
(Ren) var procentuel It storst, bade for bra och mindre bra gardar, foljt av klass 3
(Smutsig). Detta kan tolkas som att antingen ar anlaggningen ren eller sa betydligt
smutsig. Statistiskt sett gick det inte heller att sdga att en punkt &r béttre att kontrol-
lera an en annan. Ska ATP-metoden anvandas bor ett fatal kritiska kontrollpunkter
nogavdljas ut. Det far inte varastéllen i anlaggningen som oftast valdigt enkelt blir
renaoch inte heller stéllen dar det 1&tt blir smutsigt. Om mjdlkrester kan konstateras
visuellt finns det ingen anledning att anvanda ATP-metoden. | studien gick det inte
att med statistisk sékerhet sdga att en punkt &r béttre att kontrollera & en annan.
Dock tyder resultaten pa att vissa av de utvalda punkterna kan fungera béttre som
bedomningspunkter, t.ex. slutenhetens bottenplatta, silfilterhadlare och spengummi.

Det ar viktigt att bestammasig for vilket ma man har med ATP-métningen och
vilkakrav man har. Det finns mangatillverkare, och jamforande studier av olika
fabrikat har visat pa skillnader i kanslighet och repeterbarhet dven inom single-
shot-systemen. Om kravet &r stor analysnoggrannhet kan multi-shot-systemet vara
aktuellt, vilket & mer anpassat for |aboratorium an det enkla single-shot-systemet.
Single-shot ger snabbt en grov uppskattning av den hygieniska statusen pa bekost-
nad av tillforlitligheten, men kan vara ett bra komplement till annan anal ysmetod,
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 isto swab a
surface (10 x 10 cm) with a moistened cotton swab at severa 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 amilking plant. The first part was
alaboratory study where the aim was to devel op sampling procedures in order

to obtain aresult 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 severa times the
result showed that the recently swabbed plate still contained ATP residues.

The last part was afarm study, here 12 control pointsin amilking 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 isthe 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 isimportant 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
isthe best alternative and it is also more suitable for alaboratory than the more
easily used single shot system. The single shot system gives you arough esti-
mation of the hygienic status but can be a useful complement to other analyse
methods, e.g. plate count.

Inledning

Dagens diskningsteknik anvands pa sadant sétt att man med stora sékerhets-
marginaler soker forsakra sig om godtagbar hygienisk statusi saval mjolknings-
anl&ggningen som systemen for kylning och lagring. Dettainnebar naturligtvis
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att anvandningen av insatsmede! (vatten, kemikalier och energi) blir forhallande-
vis stor. | framtiden kommer krav att stéllas pa béttre ekonomi for flera olika pro-
cesser inom mjolkproduktionen. Dessa krav kommer dels fran lantbrukaren, som
ska ha sin inkomst fran mj6lkproduktionen, dels fran samhallet som vill minimera
bel astningen pa den yttre miljon. Framover kommer vi darfor att hatillgang till
béttre optimerade diskningssystem avseende den anvanda mangden insatsmedel.
Med dessa nya system kommer de nuvarande forhdllandevis stora sakerhets-
marginalerna att krympa nagot. Darmed kommer det att vara nodvandigt att skaffa
sig en béttre kontroll Gver diskningsprocessen for att sakra mjolkravarans kvalitet.
Overvakningen av diskningsresultatet kan i dagsl&get inte kontrolleras av systemet
utan maste pa annat sétt Gvervakas av mjolkproducenten eller av en utomstaende
expert. En snabb metod som da kan varaintressant for kontroll av diskningsresul-
tatet nar problem uppstar & métning av AT P-bioluminiscens (adenosin-5-trifosfat).

Litteratur inom omradet

I livsmedel sindustrin anvands ofta s.k. HAACP- program (Hazard Analysis Critcal
Control Points) for kontinuerlig kontroll av den hygieniska standarden. En viktig
del i programmet &r provtagning fran ytor som kommer i kontakt med livsmedel
for att bedéma renhetsgraden pa ytan. Fordelen med traditionell odling av proverna
&r att méangd och typ av mikroorganismer fran den kontrollerade ytan kan fast-
stdlas. Odling & emellertid ett indirekt sétt att faststalla renheten och den ger
endast den mikrobiella aspekten pa rengoringsresultatet. Dessutom tar det 1-3 dygn
innan analysresultatet erhdlls. | livsmedel sproduktion kan mycket hinna handa
under tiden, och det finns ett behov av att snabbare kunnafaststélla om hygienen
ar tillfredsstallande. Utifran denna synvinkel kan métning av ATP-bioluminiscens
vara en vida 6verlagsen metod for Gvervakning av rengoringsresultat. Griffiths
(1996) sammanfattar resultaten fran studier dar man jamfort ATP-metoden med
odling pa agarplattor. Vanligtvis & dverensstammelsen mellan ATP-metoden och
traditionell odling cirka 70 %. De flesta prover, dér metodernainte ger samma
resultat, visar paen smutsig yta med ATP-metoden medan de visar pa ett |agt antal
bakterier med plattmetoden. Detta beror pa att ATP-metoden méter &ven livs-
medelsrester. | omkring 5 % av fallen har plattodlingen visat pa kontaminering av
mikroorganismer medan ATP-méatning har visat |aga varden. Denna skillnad beror
framst pa nérvaro av sporer, vilkainteinnehdller ATP, eller pa kontaminering med
halvdéda och skadade organismer med forbrukat intracellulart ATP-forrad.

ATP-bioluminescensmatning
ATP omvandlas till ljus

ATP (adenosin-5-trifosfat) bildas i levande celler och &r en viktig energibarare
och energikalafor enzymer i den intermedidra metabolismen. ATP finns sdledes
bade i mikroorganismer, s.k. mikrobiellt ATP, ochi alafodoamnen av vegeta-
biliskt eller animaliskt ursprung, s.k. somatiskt ATP (Kyriakides, 1992).

ATP-métning bygger pa att omvandla ATP, befintlig energi, till ljus med hjép
av ett komplex av eldflugeenzym (luciferin/luciferas). Enzymsystemet & mycket
kandligt for extremt sma mangder ATP (Kimmich et al., 1975). Ljuset detekteras
och kvantifieras med en luminometer, varvid ljusméngden & proportionell till
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mangden ATP i provet. (Griffiths, 1993). Resultatet, som erhalls inom nagra
minuter fran provtagningen, redovisas som relativa ljusenheter (RLU).

M ¢jligheten att anvanda eldflugans enzym luciferas for att méta méngden ATP
har undersokts sedan 1950-talet (McElroy & Del uca, 1985). Enzymet reagerar
med luciferin och ATP och ger en oxiderad form av luciferin sasmt AMP (adenosin
monofosfat) och ljus (fotoner). Luciferin aktiverastill en hogre energinivavarvid
fotoner frigors (Ehrenfeld et al., 1996) (Fig.1).

luciferin + ATP + Mg®® — oxyluciferin + AMP + CO, + ljus
luciferas

Figur 1. Schematiskt férlopp over eldflugans luciferasreaktion.

Inverkan pa den enzymatiska aktiviteten vid ATP-matning

Resultatet vid ATP-métning paverkas bl.a. av ljusavgivningens stabilitet. For
att faen jamn ljusavgivning maste el dflugans kataytiska cykel regleras med
inhibitorer och stabilisatorer (Lundin,1982). Dessutom far endast en negligerbar
mangd av ATP konsumeras av luciferasaktiviteten under méttiden. Luciferaset
maste vara av hog kvalitet och far inte innehalla amnen som bryter ner ATP.
Luciferin far inte heller vara kontaminerat med luciferasinhibitorer (Lundin,
1997). Eftersom ATP-métning involverar en enzymaktivitet kan resultatet
paverkas av pH och temperatur. | marknadens utrustningar |6ses detta genom
buffring av reaktionsl 6sningen och temperaturkompensation i luminometern
(Griffiths, 1996).

Den enzymatiska reaktionen kan ocksa paverkas av kommersiella diskmedel
(Green et al., 1998) och av rengdrings- och desinfektionsmedel genom att dessa
minskar enzymets aktivitet och darigenom ljusavgivningen. Den kemiska
sammansattningen pa rengoringsmedlet & ofta mycket lik den sammanséttning
som anvands for att extrahera ATP, vilket kan ledatill att ATP frigors fran mikro-
organismerna pa ytan (Green et al., 1998). For att undvika felaktigaresultat vid
maétning med ATP boér en kontroll anvéndas och rengdrings- och desinfektions-
medlens effekt elimineras (Griffiths, 1996; Velazquez & Feirtag, 1997; Green

et al. 1998; Lappalainen et a., 1999; Lappaainen et a., 2000).

Provtagning

Den vanligaste metoden &r att genom svabbning med en fuktad bomullssvabb (s.k.
svabbpinne) ta prov fran ett flertal noga utvalda kritiska punkter i anlaggningen.
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 méter med en
luminometer. (Lundin, 1999).

Tillforlitligheten vid anvandning av ATP-metoden &r pa samma sétt som for mikro-
biol ogiska matningar endast s god som sakerheten vid provtagningen. Studier har
visat att vid provtagning fran ytor med svabb fangar svabben endast upp en liten
och varierande del av det ATP som finns déar (Nieuwenhof, 1996, Lundin, A. 1999).
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Nieuwenhof (1996) testade resultatet av olika ATP-svabbningstekniker och fann
da att endast 0-20 % av totalt ATP svabbades upp paen yta av rostfritt stal. En
upprepad métning pa en och samma svabb gav liten variation. Vid jamforelse
av resultatet fran tva olika svabbar, som svabbades pa samma yta, blev daremot
variationen mycket hégre. En trolig forklaring kan vara att den stora avvikel sen
beror pa att ytan & ojamnt smutsad. Resultat fran en studie av Holah et a. (1988)
visade att de vanliga svabbningsrutinerna endast fangade upp 1-10 % av for-
oreningarna fran den undersokta ytan och att reproducerbarheten och repeterbar-
heten var dalig. Dessutom haller svabben kvar ungefar halften av den ATP som
tagits upp och dagens svabbar &r inte helt ATP fria, vilket forsvarar métning av
ytor med laga ATP-nivaer (Holah et al., 1988; Lundin, 1999).

Griffith (1996), antar att nasta framsteg inom hygienmétning kan réra metodiken
for provtagning. En ny instrumenttyp har utvecklats av Hughes-Whitlock Ltd.
kallad BioProbe. Instrumentet bestér av en luminometer kopplad till en sugkopp.
Koppen placeras Over en yta som behandlats med reagens och en direkt renhets-
maétning utfors.

Matsystem

Det finns tva typer av ATP-métningssystem — multi-shot och single-shot. Anvand-
ning av multi-shot-system innebér ett forberedande moment dér reagens blandas.
For att tillmétesga kravet pa anvandarvanlighet har single-shot-system utvecklats
dér svabben levereras tillsammans med buffert och reagens for ett prov i engangs-
forpackning, vilket har medfort att man inte langre behdver forbereda reagens fore
provtagning. Dessutom &r luminometern bérbar vilket gor att den ar enkel att ta
med sig ut i praktiska driftsenheter. Enligt Griffiths (1996), medfor single-shot-
svabbar ocksa miljofordelar da man kan ta ett fétal prov utan att behéva slanga
Overbliven reagens. Single-shot-svabbar har gjort ATP-métning | &ttare att anvanda
praktiskt, men mojligheten att anpassa och kontrollera reagensen har minskat
liksom sdkerheten i jamforelsen mellan prov.

Jamforelse av olika instrument for ATP-bioluminescensmatning

Det finnsidag ATP-instrument tillgangliga fran fleraolikatillverkare. De flesta
bi oluminescens-testerna pa marknaden har en kanslighet pa < 100 picogram (pg)
ATP (Griffith et. al., 1994). Nagra studier har gjortsi syfte att jamfora lumino-
metrar frén olikatillverkare. Griffith et al. (1994) jamforde sex kommersiellt
tillgangligaluminometrar (tabell 1). Instrumenten jamfordes med avseende pa
kanslighet och reproducerbarhet, egenskaper som ansags viktiga av anvandarna
inom livsmedel sindustrin. Testytorna ympades med standardl Gsningar som inne-
holl ATP respektive Escherichia coli i olika utspadning. Den storsta utspadning
som var signifikant skild fran icke-ympade kontrollytor bestamdes och avsags
beskriva kangligheten. Resultaten visade att Optocomp var kansligast fér ATP-
|6sningen, men instrumentet blev g testat pa E. coli ympning. Allainstrumenten
utom Optocomp var barbara och alla utom Unilite kunde anvandas for analys av
skoljvatten. Endast Lumac kunde skilja pa mikrobiellt och icke-mikrobiellt ATP.
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Tabell 1. Jamforelse mellan sex olika luminometrar.

Kéanslighet Reproducerbarhet
ATP-l6sning  E.coli-ldsning (CV, stand. awvik)
(P9) (spadning)

Optocomp 1 pg** Ej testad 40, 15

Bio-Orbit 10 pg ** 1078 %+ 23,11

Lumac 10 pg * 1072 %* 27,10

Unilite 10 pg * 107+ 42,19

Hylite 100 pg ** 107+ 43,12

Multilite 100 pg * 107 * 39, 20

** 1 9% sign

* 5 0% sign

Vid Silliker Laboratories (1996) testades fem olika luminometrar pa uppdrag

av Celsis Lumac. Jamférelsen 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 utspadd mjolk uppfattade
alla systemen en koncentration pa 50 fmol/10 cm?, medan Lumac &ven klarade en
sa18g niva som 5 fmol/10 cm?. Nar ren ATP anvéndes klarade Charm och Merck
under 40 fmol ATP/ analys, medan fragetecken sattes for Biotrace och Idexx.
Lumac déremot detekterade under 1 fmol ATP/analys. For att studera repeterbar-
heten vid samma méangd ATP hos systemen fick fem olika personer géra samma
antal métningar. Dessa resulterade i en procentuell variation kring medeltalet pa
mellan 9 och 123 %. Biotrace X cel 1&g samst till med den hégsta variationen for
fyraav de fem operatdrerna. Celsis Lumac systemSURE hade den |agsta varia-
tionen. Tabell 2 visar reproducerbarheten uttryckt som genomsnittet for allafem
operatorerna.

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 a. (1998), genomfdrde en studie som finansierades av Biotrace

och ldeex. Avsikten var att utvardera en metod for att bestémma kénslighet och
reproducerbarhet av resultat fran hygienkontroll via ATP-métning. | studien in-
gick tre luminometrar som alla var single-shot-system; ldexx Lightning, Biotrace
Unilite Xcel och Charm Luminometer K, PocketSwab (tabell 3). Resultatet visade
att Idexx Lightning hade béast kanslighet och reproducerbarhet f6ljt av Biotrace
Unilite Xcel och Charm Luminometer K, PocketSwab.
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Tabell 3. Kénslighet och reproducerbarheten hos tre olika luminometrar.

Luminometer Kanslighet, CV, Reproducer- Obehandlad mjélk, CV,%
nmol ATP % barhet (CV, %) Spadning (nmol/10ul)
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 0,4-4,0 9 35 38 74

K, PocketSwab

Tillampningsomraden
Livsmedelsindustri

ATP finns pa de flesta ytor och mangden beror pa ytans renhetsgrad. Aven pa ytor
som rengjorts fran synligt smuts finns ATP i varierande mangd. Dessa osynliga
smutsfléckar gor det mojligt for mikroorganismer att foroka sig och ge hygien-
problem. | miljéer dar livsmedel foradlas kommer merparten av ATP fran livs-
medelsrester. Mangden ljusenheter (RLU) & da en indikation pa méangden rest-
substanser frén livsmedel paen given yta (Ehrenfeld et al., 1996).

Om man med hjédp av ATP-métning kan avgora ytans renhet 6kar chanserna att
forebygga oonskad bakterietillvaxt. En snabb signal om rengdringsresultatet for-
vantas ocksa 6ka motivationen hos personal som arbetar med hygien inom livs-
medelsindustrin till att arbeta for en hdg hygienisk status (Seeger & Griffiths,
1994). ATP-métning kan ocksa anvandas till att faststalla effektiviteten i olika
rengOringsmetoder och eftersom analysen &r snabb kan en ofullstandig rengéring
atgardas (Orth & Steigert, 1996; Seeger & Griffiths, 1994).

Hygienkontroll med hjalp av ATP-bioluminescensmétning tillampas inom varier-
ande omréden, t.ex. inom mjolkproduktion (Bautista et al.,1992; Griffiths, 1993;
Kyriakides, 1992), vid kontroll av mjolktransporter (Bell et al.,1994), bryggerier
(Simpson et al.,1989) och fruktjuiceprocesser (Bautista et a, 1992). | en studie
provades ATP-matning vid hygienkontroll av koksutrustning i sjukvardsinratt-
ningar (Seeger & Griffiths, 1994).

Det finns omraden dar ATP-métning inte |lampar sig for hygienkontroll. Dessa ar
vid torreng6ring som exempelvis vid torrmj6lkstillverkning och malning av mjal.
Eftersom det trots en fullt tillfredsstéllande torrengéring kan finnas rester av livs-
medel kvar paytorna, kan ATP-véarden registreras som inte har nagon betydelse
for produkthygienen (Coleman, 1992). Vid sockerframstélining & metoden inte
anvandbar eftersom socker innehdller lite eller inget ATP.

Fisk och fiskprodukter kan & andra sidan vara kontaminerade med proteiner och
bakterier som ar naturligt luminiscerande (Rigarlsford, 1992), vilket kan ge for-

hojda varden och déarmed en signal om att ytorna skulle vara smutsigare an de
faktiskt ar. Motsatsen géller for exempelvis UHT-mj6lk, som &r ett hart processat
livemedel och som déarfor har ett betydligt [agre ATP-innehall an obehandlad mjolk.
Sort och processningsgrad paverkar alltsdinnehdllet av ATPi livsmedlet. Rena
ytor bor alltid hdllamycket 1aga ATP-nivaer, medan ATP-nivan for smutsade ytor
kan variera beroende patyp av livsmedel.
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| en studie dar syntetiskt ATP, apelsinjuice, oprocessad mjolk och kéttfars ingick
visade resultaten att efter rengéring med vanligt diskmedel sjonk nivan av ATP.
Dock sjonk nivan intetill den gréns dér ytan definierats som ren. Forst efter ren-
goring med ett industriellt jodbaserat rengoringsmedel minskade ATP nivan i
samtligafall mer an 100 ganger och alla ytor hamnade inom den rena klassen
(Ehrenfeld et al., 1996).

Mejeriindustri

| vanliga fall méts totala méngden ATP och da erhdlls ett matvarde pa ATP bade
fran mikroorganismer och livsmedel. Ibland & det dock vardefullt med en upp-
delning i dels ATP fran livsmedel, dels ATP fran mikroorganismer. Bakteriernas
ATP-innehdll & tamligen konstant under stabila forhallanden och idag kan ATP-
maétning anvandas for kontroll av bakterietillvaxt. Inom mejeriindustrin har ATP-
metoden ocksa anvants for att spara antimikrobiella substanser och for att méta
cellhalt i mj6lk.

Bell et a. (1994) undersokte tillforlitlighet och anvandbarhet av ATP-biolumini-
scensmétning for att Gvervaka hygienen i mjolktankbilar. | studien jamfordes tva
kommersiella multi-shot-system; Biotrace Ltd och Sonco Ltd. Prover togs dels
genom svabbning av ytor, dels pa skoljvattnet. Overenstammelsen mellan resultaten
var 88-91 % for invandiga ytor och 78-84 % for utvandiga ytor. Om resultatet
visade att de utvandiga ytorna var rena sa var hygienen éverlag god och rengoringen
tillfredsstallande i hela systemet. Jamfordes daremot teknikerna pa prover tagnai
skdljvattnet var det |agre dverensstammelse (66 %). Mellan 0 och 14 % av ytorna
var visuellt rena men blev klassade som smutsiga vid ATP-métning och mellan 0
och 12 % av ytornavar visuellt smutsiga men klassades som renavid ATP-métning.

Murphy et al. (1998) fann att ATP-bioluminescensmétning gav ett snabbt svar pa
riskomraden for kontamination pA mejerier. | studien jamfordes mikrobiell odling
med ATP-metoden (tabell 4).

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

<100 RLU 100-150 RLU >150 RLU

<1CFU 65 9 22
1-50CFU 22 36 18
>50 CFU 13 55 60
Bakteriellt ATP

Pa senare & har noggrannheten vid métning av bakteriellt ATPi mjdlk forbattrats
vasentligt. Detta beror pa en mer effektiv separation av bakteriellt ATP fran icke-
bakteriellt med hjdp av membranfiltrering (Van Crombrugge et al., 1989; Eriksen

& Olsen, 1989) eler centrifugering (Pahuski et al. 1991). | studier har ATP-metoden
anvants for att méta mangden bakteriellt ATP i mjélk (Reybroek & Schram, 1995;
Bell et al, 1996). Genom vacuumfiltration koncentrerades bakterierna fran mjolken
och dérefter extraherades mikrobiellt ATP. Ljusintensiteten méttes efter tillsats av
luciferin och luciferas. Metoden kunde méta ner till 10 000 bakterier/ml och repeter-
barheten var béttre an for traditionell odling pa agarplattor (Reybroek & Schram,
1995).
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Aven Kyriakides (1992) fann att ATP-metoden kan anvandas for att méta mang-
den bakterier i mjolkréavara med en noggrannhet pa 10 000 bakterier/ml. Daremot
& denintetillrackligt kanslig for att faststélla kvaliteten pa pastoriserade mjolk-
produkter, men den kan anvandas for att forutsaga hallbarheten pa pastoriserad
gréadde och mjolk (Griffiths, 1989; Griffiths et al., 1984). Forskare har jamfort
plattodling aternativt DEFT (direkt epiflourescent teknik) med ATP-metoden,
som hjalpmedel for att forutsaga hallbarheten pa pastoriserade mjolkprodukter.
De bésta korrelationerna uppnaddes nar mjolk inkuberadesi 25 timmar vid 15°C
eller vid 21°C, foljt av en bestdmning av mangden bakteriellt ATP. Vid inkuba-
tionen tillsattes ett inhibitorsystem for att férhindratillvaxt av grampositiva bak-
terier (Bautistaet al., 1992; Griffiths, 1989; Griffiths et al., 1984).

Antimikrobidla substanser

ATP-metoden har ocksa anvants for att spara antimikrobiella substanser som
antibiotikarester eller bakteriofager i mjolk. ATP-innehallet i bakterier mattes for
att bestamma bakteriens metaboliska aktivitet. Nedgang i bakteriell aktivitet kan
bero pa narvaro av bakteriofager eller antibiotikarester under en viss tidsperiod.
Tiden som det tar att faststélla eventuell inhibering av aktivitet & betydligt kortare
an tiden som det tar att analyseratraditionellt. Enligt opublicerade data kan ATP-
metoden spara antibiotikainom 1,5 timmar (Kyriakides, 1992). Liknande resultat
redovisades av International Dairy Federation (1987) som anger att motsvarande
analyser gar att genomfora pa 1 timme. Detta stods &ven av Williams (1984) som
visade att efter 1,5-2 timmar efter tillsats av Streptococcus thermophilus och med
0,015 1U penicillin per ml mjolk erholls en dramatisk sénkning av RLU-nivan
som korrelerade val med indikatorbakteriernas ATP-innehdll.

Né&r Hawronskyj et al.(1993) gjorde en liknande studie gav aven den lagsta penicillin-
koncentrationen tydligt utslag. Resultatet visade att ATP-bioluminescens kan ge
snabbare och kandligare sparning av antibiotikarester i mjolk dn metoder baserade

pa syraproduktion. Penicillinrester pa 0,0048 IU per ml gav en tydlig skillnad i ATP-
niva efter 1-1,5 timmar. Kostnaden for ATP-métning var hogre an syrametoden,

men kostnaden kan sénkas om instrumentet kan anvandas till flera éndamdl, t.ex.

for hygienkontroll.

Pr oteaser

Kyllagring av mjolkravara mojliggor tillvaxt av psykrotrofa bakterier. Dessakan
framkalla varmeresi stenta extracel lul&ra proteaser som kan klara pastorisering.
Proteaserna har en ekonomisk betydelsei vidareforédlingen eftersom de har visat
sig paverka exempelvis ostutbytet (Hicks et al., 1986). Rowe et al. (1991) har ut-
vecklat en metod med bioluminescens for att spara proteas fran psykotrofa bakterier
i mjolk och mjolkprodukter. Eftersom det inte finns ndgon korrelation mellan an-
talet bakterier och mangden enzym som bildas behdvs en snabb metod som direkt
maéter enzymokningen (Rowe & Gilmour, 1985). Metoden har kommersialiserats
av Biotrace Ltd. Proteas bryter ner luciferas, vilket medfér 1agre ljusintensitet vid
maétningen. Med hjélp av en standardkurva kan proteaskoncentrationen darefter
bestdmmas.

Cedlhalt

ATP-metoden har ocksa anvants for att méata cellhalten i mjolk. Studier har genom-
forts dar resultatet visat att det finns ett klart samband mellan cellhalt och koncen-
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tration av ATP (Bossuyt, 1978; Olsson, et al.1980; Emanuelsson et al., 1988) utom
under de 10 forsta dagarna efter kalvning. ATP-nivan var da hogre an for cellhalt,
vilket kan beror pa att mjolken fortfarande innehdll rester av ramjolk som paverkade
méangden ATP (Emanuelsson et al., 1988).

Lantbruk

Hygienkontroll i mjdlkningsanlaggningar

Erfarenheterna fran anvandning av ATP-méttekniken i mjolkningsanlaggningar &r
annu begransade. Den mest omfattande studien har genomfoérts i Nederlanderna
(Wiegersmaet al., 1996). | studien togs prover patio mjolkningsanlaggningar. Ren-
heten i mj6lkningsanldggningen kontrollerades med hjép av ATP-bioluminescens-
maétning med svabbning eller vattenprov. Provernatogs efter morgon- eller kvélls-
disken eller fore mjolkning. Tidpunkten for provtagning paverkade inte resultaten
vid en temperatur pa cirka 15°C. Svabbningsproverna hade ett stort restfel, framfor
allt beroende pa sjdva svabbningen. Storleken pa den yta som svabbades hade stor
betydelse for den uppmétta méngden ATP, men detta har inte vagtsin i resultaten.

ATP-véardena fran tva matpunkter i mjolkledningen skilde sig inte fran varandra
(270 RLU) (Wiegersmaet a., 1996). | filterroret blev medelvardet 320 RLU,
vilket var signifikant hogre &n vérdet (80 RLU) for ledningen fore filterroret. |
slutenheten blev det signifikanta skillnader mellan ATP-véardena (70 RLU) fran
elektroderna och cylindern runt dessa jamfort med vardena (190 RLU) fran insidan
pa behdllarens vaggar. Mjolkningsorganet deladesin i tre delar med signifikant
skilda véarden. Den lagsta delen av spenkoppscentralen |ag pa 760 RLU medan den
ovre delen av spenkoppscentralen inklusive mynningen till spengummit och korta
mjolkslangen |&g pa 310 RLU. Spengummit och langa mjolkledningen |ag pa

100 RLU. De signifikanta skillnaderna mellan olika ytor berodde till stor del pa
skillnader i den svabbade ytans storlek. Resultatet visade pa betydligt hogre ned-
smutsningsgrad i mjolkningsanl&ggningarnai jamforelse med nivaernai mejeri-
industrin. Enligt Wiegersma et al. (1996) & metoden snabb och objektiv, men

den behdver utvecklas sa att den passar for anvandning i mjolkningsanldggningar.

Det fanns signifikanta skillnader mellan gardar for slutenheten och mjolknings-
organet. FOr det mestavar en eller fleradelar av mj6lkningsanl éggningen otillrack-
ligt diskade pa gardar som betecknats som mindre rena eller med hoga bakterietal
patankmjolken. A andra sidan fanns det gérdar som klassats som rena och/eller
med |8ga bakterietal som ocksa hade otillrackligt diskade punkter i anlaggningen.
Det gick inte att pavisa nagot tydligt samband mellan bakterietalen i tankmjolk
och totala mangden ATP i svabb- och vattenprover. Tendensen var att vid hogre
bakterietal i tankmj6lken sa 6kade ocksa ATP-innehdlet i svabbarna, daremot
fanns ingen sadan tendens for vattenproverna.

Brentrup et al. (1997) maétte renheten i mjolkningsanl &ggningen patolv gardar
varav elvafatt nedklassning till klass 2 pa grund av hoga bakterietal. Foljande
fyramétpunkter anvandes; mjdlkslussen i slutenheten, i métbehallaren, inuti
spengummi och spenkoppscentral. Efter forsta métningen utférdes en speciell
rengoring och desinfektion av hela anldggningen med intensivare mekanisk ren-
goring pa punkterna med hoga varden. Dérefter gjordes en andra matning. Medel-
vardet fran forsta métningen var 37 823 RLU och fran andra métningen 239 RLU.
Fortfarande tre manader efter studien var hygienen sa god att elva av de tolv
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gardarnaldgi klass 1. En slutsats var att varden 6ver 500-600 RLU visade pa
bristande hygien pa den testade ytan.

Syfte

Syftet med projektet var att studera och eventuellt utveckla provtagningen vid
maétning av ATP-bioluminiscens for kontroll av diskningsresultatet i mjolknings-
anl&ggningar.

Material och metoder

Den luminometer som anvandes var Biotrace Unilite som &r av typen single-shot.
Dettainnebar att svabben, extraktet och reagenset kommer i en engangssvabb dér
alt & klart for anvandning. Tillverkarna rekommenderar att svabbningen ska
goras paen ytasom & 10 x 10 cm.

Tillverkaren av ATP-instrumentet rekommenderade f6ljande tolkning av resultaten,
vilket & samma grénsvarden som anvands inom livsmedel sindustrin:

Ej godkénd = >500 RLU (Smutsig; Klass 3)
Mindre godkénd = 150-500 RLU (Halvsmutsig; Klass 2)
Godkand = <150 RLU (Ren; Klass 1)

Studie i laboratorium

En studie genomfordes, dar avsikten var att astadkomma en metod att na repeter-
bara resultat som f6ll inom nagon av ovanstaende ATP klasser. Plattor som
doppatsi mjdlk utsattes for en standardiserad behandling med hjép av vattentryck,
temperatur och torktid.

| den inledande laboratoriestudien inforskaffades material som finnsi en mjolk-
ningsanl aggning, namligen glas, gummi och plast. Aven forsok att hitta ratt typ

av plana stalplattor gjordes, men da det visade sig vara svart startades studien utan
dessa. Allaplattorna hade en ytapa 10 x 10 cm. En forsoksutrustning byggdes
upp (se bild 1) dar alla plattor avskoljdes med samma avstand fran munstycket

till plattan, samma vattentemperatur och tryck samt att tiden for avskéljning av
plattorna var samma. Avsikten var att sd manga faktorer som majligt skulle standar-
diseras och endast en faktor i taget varieras. Faktorer som varierades var vatten-
tryck, temperatur och torktid efter att plattan doppats i mjolk. Eftersom provtag-
ningsmetodiken &r helt avgorande for resultatet utforde sasmma person all provtag-
ning genom hela projektet. Personen tillats forst tréna upp tekniken fér svabbning,
dvs. hur svabbningen skulle gatill, innan studierna borjade samt att svabbningen
tog likalang tid. Plattorna var val rengjordainnan studien borjade och doppadesi
opastoriserad komjolk.

Glasplattor provades forst, vilka doppadesi opastoriserad och rumstempererad
mjolk. Malet var att hitta en ”behandling” som uppfyllde de olika renhetsklasserna
varfor olika tidsperioder provades da mjélken tilléts torkain pa plattan, t.ex. 7
minuter. Ytan skoljdes sedan av under 5 sek med 0,2 bars spoltryck fran samma
avstand mellan platta och munstycke. Vattentemperaturen holl 10°C. Plattan till&ts
torkai 1 minut. Dérefter svabbades ytan. For varje standardiserat test upprepades
behandlingen 10 ganger.
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Bild 1. Bild av forsdksutrustningen.

Gardsstudie

Pa K ungsangens forskningscentrum studerades |ampliga kontrollpunkter i mjélk-
ningsanl aggning for basladugardar innan gardsstudien startade. Tolv kontroll-
punkter valdes ut, vilka var foljande:

Spengummi tva provpunkter — under kragen och en bit langre ned
Spenkoppscentral

Fl6desindikator

Andutningsror in till "mjélkledning”

| mjoélkslang under ovanstaende anslutning

Slutenhetens bottenplatta, innervagg och pa gummimanschett runt inloppsroret
fran mjolkledningen

Silkassett

Silfilterhdllare

Dykror till mjolktank
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Med hjalp av Arla Foods valdes tio gardar ut som hade uppbundna system. Fem
gardar med bra hygienisk kvalitet pa mjolken och fem gardar med mindre bra
mjolkkvalitet. Studien genomfordes under tva dagar med en upprepning pavarje
gard och svabbprover togs pa de utvalda punkterna morgon och kvall efter disk-
ning. Mjolkprov togsi tanken for analys av bakterietal efter att skopan brénts av
med gasolbrénnare. Proven anal yserades for totala antal et bakterier (Bactoscan)
pAMSAB i Bollnés.

Resultat

Studie i laboratorium

Resultaten fran laboratoriestudien visade stora variationer inom provpunkt och
forsok gjordes med bade olika material, torktider och vattentemperaturer. Repeter-
barheten var mycket dalig oavsett vilken behandling som tillampades. For att fa
nagon korrelation mellan mangd mjolk pa ytan och resultatet provades aven att
vaga plattan fore och efter den doppats i mjolk och torkats. Resultatet visade fort-
farande stora variationer.

Svabbades samma yta flera ganger i direkt foljd visade det sig att den nyligen
svabbade ytan inte var ren fran mjolk och bakterier. Dessutom om samma svabb
méttes upprepade ganger i direkt foljd visade det sig att antalet RLU (ATP-nivan)
Okade initialt under de forsta 1-2 minuterna, for att darefter stabiliserade sig och
sedan avta (bild 2). Tillverkarna rekommenderade dock att métningen ska goras
direkt efter svabbningen.

400
350

/

N
NS

\Q

0 T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Tid (min)

Bild 2. Upprepade matningar i direkt foljd pa en och samma svabb.
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Gardsstudie

Proverna fran studien visade att tankmjolkens bakterietal pa de mindre bra gardarna
var i medeltal 39 000 bakterier per ml medan de bra gardarnas levererade mjolk

holl 16 000 bakterier per ml. Generellt sett & det endast enstaka prover som fétt
forhojda bakterievéarden och som orsakar skillnadernai medeltal. Mjolkproven

anal yserade med instrumentet Bactoscan vilket inte ger samma analysnoggranhet
som odling, specidllt inte palaga bakterienivaer.

En sammanstalining av svabbprovernas resultat redovisasi tabell 5. Resultatet
bearbetades statistiskt, men variationen inom klass var lika stor som mellan klass
och darfor kunde inga statistiska skillnader konstateras.

Tabell 5. Antal gadnger som varje svabbning klassades 1, 2 respektive 3 samt andelen
svabbningar inom klass 3 av totala antalet svabbningar for respektive matpunkt for bra
respektive mindre bra gardar med avseende pa hygienisk mjolkkvalitet.

Bra gardar Mindre bra gardar

Matpunkt Klass 1 Klass2 Klass 3 % Klass1 Klass2 Klass3 %

<150 150-300 > 300 <150 150-300 > 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 51 31 3 6 15,0
4 31 3 12,8 19 1 4 16,7
5 31 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 29 5 6 15,0
9 27 4 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 69 11 20 64 8 28
grupp, %
Diskussion

| laboratoriestudien var avsikten att standardisera sa manga faktorer som majligt
och att endast variera en faktor i taget. Orsakernatill resultaten & sannolikt manga
och troligen multifakoriella. Det finns ett flertal fabrikat av single-shot-svabbarna
ochi just dettafall kan en mojlig orsak till resultatet vara att allt enzym inte kom-
mer i kontakt med svabbprovet. Svabben trycks igenom tunna skikt dér enzymet
lagras innan anvandning och pa sa sétt foljer den med ned i buffertl Gsningen med
svabben. Det &r darfor inte omgjligt att sma méangder stannar kvar i Gvre delen av
roret. Dessutom verkar det som om ATP inte utsdndrades direkt ur svabben, vilket
studien ocksa visade, eftersom antal RLU steg under de forsta minuterna. En annan
forklaring kan vara att svabben inte tar upp alla mj6lkrester och bakterier pa den
svabbade ytan. Det visade ocksa resultaten fran studien da samma yta svabbades
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upprepade ganger, och detta &r i enlighet med andra studier (Holah et al., 1988).
Svabben tar endast med sig en mindre del (ca 20 %) av smutsen pa ytan
(Nieuwenhof, 1996; Lundin A., 1999). Mangden smuts som svabbas upp varierar
och helt sannolikt beroende pa materialtyp och struktur som svabbas, och darfor
varierar ocksa den uppmétta ATP-nivan. Darutéver kan métningen av ATP storas
I hdg grad om det i provet &ven kommer med rester av rengoringsmedel. Flera
av dessa medel sanker ATP- vérdet och kan bidratill felaktiga métvérden (Green
et a., 1998). En yta som & smutsig kan felaktigt klassas som ren darfor att det
funnits rester av rengdringsmedel i provet. Vid anvéndning av ATP-metoden

for bestamning av mangd bakterier eller somatiska celler i vétskatycks det vara
|&ttare att fa ett representativt prov eftersom provet tasi exempelvis mjolk.

Endast en person genomforde alla svabbningar. Metoden &r i och for sig enkel att
genomfdra men det & mycket |&tt hant att ytan eller svabben kontamineras genom
felaktig provtagningsmetodik. Studier har gjorts dar ett flertal personer fétt genom-
fora provtagningar enligt samma metodik och man har funnit stora variationer i
maétresultatet (Silliker Laboratories, 1996). Griffiths (1996) konstaterade att ATP-
metoden & endast s bra som metoden for provtagning, vilket géller for alla méat-
metoder. Det finns dock en standard som har anpassats till ATP-svabbning (British
Standard 4285 4:1991).

Inom livsmedelsindustrin anvands metoden genom att svabbprover tas pa utvalda
punkter i anlaggningen kontinuerligt, t.ex. dagligen, for att se hur resultatet varierar
fran dag till dag. Uppkommer stora avvikelser diskas anlaggningen om. Vid dessa
provtagningar anvands den enkla och snabba single-shot-metoden pa grund av dess
anvandarvanlighet, men det & pa bekostnad av tillforlitligheten. | projektet har

vi valt att studera tekniken pa likartat sitt som nar den anvands inom livsmedels-
industrin.

Resultaten fran den bakteriella provtagningen visar att de bra gardarnas mj6lk hade
nastan halften s hogt bakterietal som de mindre bra gardarnas. Forutom métinstru-
mentets (Bactoscan) analysnoggrannhet har, som ndmntstidigare, enstaka véarden
fétt genomslag pa medelvérdena. Detta kan bero pa att det faktiskt varit en hojning
av bakterietaet vid det enstaka tillfalet, men ocksa att proven har transporteras till
laboratoriet under inte kontrollerade temperaturforhallanden samt att restiden till
laboratoriet ocksa har haft betydel se.

Det finns inga tydliga skillnader mellan bra och mindre bra gardar vad géller
ATP-métningarna. Det fanns stora variationer sdval mellan gardar som inom gard,
vilket ocksa andra studier visat (Slaghuis et al., 1996). Det som dock &r intressant
&r att klass 1 (Ren) var procentuel It storst bade for bra och mindre bra gardar foljt
av klass 3 (Smutsig). Detta kan tolkas som att antingen & anlaggningen ren eller
sa betydligt smutsig. Statistiskt sett gick det inte heller att sdga att en punkt &r
béttre att kontrollera an en annan. Dock tyder resultaten pa att vissa av de utvalda
punkterna kan vara béttre som beddmningspunkter, exempelvis slutenhetens
bottenplatta, silfilterhallare och spengummi. Nagra av gérdarna hade nastan vid
alaprovtillfallen |aga varden for dessa provpunkter. Generellt kan ségas att dessa
punkter hade i de allraflestafall forhdjda varden om smuts fanns kvar i andra
delar i anlaggningen.

Det & béttre att bestamma ett fatal kritiska kontrollpunkter &n att mata pa manga
stéllen. Punkterna maste véljas noga. Det fér inte vara punkter i anlaggningen som
oftast & enkla att farenaoch inte heller stéllen dar det 1&tt blir synlig smuts. Om
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mjolkrester kan konstateras visuellt finns det ingen anledning att anvanda ATP-
metoden. Tillampas manga kontrollpunkter maste beslut tas hur manga punkter som
far ha forhojda varden innan anl dggningen maste diskas om. Det &r ocksa viktigt

att bestdamma sig for vilket mal och krav man har med ATP-métningen. Det finns
manga tillverkare och studier har visat att olikafabrikat ger olika kanslighet och
repeterbarhet &ven inom single-shot-systemen. Om kravet &r stor analysnoggrann-
het kan ett multi-shot-system vara aktuellt som & mer anpassat for laboratorium

an det enkla single-shot-systemet. Single-shot ger snabbt en grov uppskattning av
den hygieniska statusen pa bekostnad av tillforlitligheten men den kan vara ett bra
komplement till annan analysmetodik, exempelvis odling.
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