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Utveckling och standardisering av metodik for analys av
klostridiesporer i trick
Anders Christiansson och Inger Andersson, Svensk Mjolk

Bakgrund

Lantbrukare som fatt anmérkning och kvalitetsavdrag for hoga sporhalter i mjolken
maste kunna atgirda problemet pa ett effektivt siatt. Om problemet inte atgirdas
innebdr det inkomstbortfall som kan vara mycket kdnnbara.

Det ar darfor av betydelse for lantbrukaren att veta hur hogt ”sportrycket” ar pa
girden. Analyser av ensilage ger en uppfattning om sporhalten i ensilaget. En
svarighet dr emellertid att ta ut ett representativt prov fran en ensilagebal eller silo,
eftersom sporerna inte dr jamnt fordelade i partiet. Om istéllet prov tas ut frén tricken
har ensilaget effektivt omblandats genom bearbetningen i kons matsmaéltningskanal
och sporerna fordelats jamnt. En tidigare svensk undersdkning har visat att analyser
av trick ger god 6verensstimmelse med sporhalt i mj6lk och avsevért hogre
korrelation 4n mellan mjolk och ensilage.

Under 2005/2006 drabbades manga lantbrukare av avdrag for hog sporhalt i mjolken.
Triackanalyser har provats som radgivningsverktyg i detta sammanhang men har inte
alltid visat sig kunna forklara forekomsten av sporer i mjolken. Olika analysforetag
erbjuder analyser av sporinnehéllet i track. En ringanalys dér Svensk Mjolk skickade
ut godselprover med kénd sporhalt till laboratorier som utfér sddana analyser visade
pa mycket stor spridning i analysresultaten for samma prov. Vi fann ocksa att
analysmetoderna skiljde sig mellan de olika laboratorierna. Det dr dirfor av yttersta
vikt att ha en vil genomarbetad metod som utfors likformigt for att analysresultaten
ska bli jamforbara.

Analys av klostridiesporer i mjolk gors vanligen med réormetoden (MPN-metoden).
Utmirkande for MPN-metoden &r att konfidensintervallen for haltuppskattningarna
ar stora. Vid trackanalys kan rérmetoden anvidndas, men eftersom halterna dr hoga
kan dven spadning och spridning pa agarplatta anvéindas. Denna metod ger teoretiskt
sett hogre precision och dr enklare att utféra. Matprincipen ér kolonirdkning och
behover inte nodvindigtvis ge samma resultat som rormetoden som baseras pa
gasutvecklingen. For att kunna beddma informationsvérdet i mikrobiologiska
analysresultat dr det nddvandigt att kdnna till och ta hdnsyn till den variation i
analyssvar som upptrader i alla metoder vid upprepade analyser av samma prov.

Ett stort antal odlingssubstrat med olika sammansittning har beskrivits i litteraturen.
Inget av dessa substrat leder till att man detekterar endast sporer av Clostridium
tyrobutyricum, den art som vanligast orsakar ostjdsning. Men trots detta kan man for
rormetoderna och mjolk pavisa CL. tyrobutyricum i 70% av roren (examensarbete hos
Steins). I denna undersokning har traditionella analysmetoder utvérderats, eftersom
de idag dr de enda som &r ekonomiskt mojliga att utfora i massanalys.
Utgangspunkten i vart substratval har darfor varit att anvinda de substrat som ar/varit
aktuella i rutinanalyserna som anvénds 1 mejeriernas kvalitetsprogram.
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Av ovan ndmnda skél har vi jamfort olika metoder for att ta fram en standardiserad
metod som forsdkrar att bista mojliga samstammighet och informationsvarde fas
mellan trick- och mj6lkanalyser. For att kunna utnyttja trdckanalyser och
mjolkanalyser i radgivningsarbetet dr det viktigt att rddgivaren har en god forstéelse
for métmetodernas begridnsningar och mdjligheter. I detta projekt har en sddan
analysmetod tagits fram som forhoppningsvis ska kunna ge lantbrukaren och
radgivaren ett effektivt verktyg for att vélja rétt dtgérder vid hoga halter
klostridiesporer i mjolken. Analysresultatet ska inte anvéindas fristdende utan
anvéndas tillsammans med rddgivarens bedomning av historiska
mjolkbedomningsdata, bedomning av kornas renhet och spenrengéringsrutinerna.

Material och metoder

Provtagning

Prover pa godsel och tankmjdlk frén gardar med olika sporhalt i mj6lken baserat pa
resultat fran ordinarie mjolkanalys insamlades inom Arlas omrade med hjilp av
radgivare fran husdjursforeningarna. Totalt samlades prover fran 43 gérdar.
Godselprovet (35-70 g) togs som ett samlingsprov frén farsk godsel taget pa 2-4
stéllen 1 ladugarden. Mjo6lkprovet togs fran mjolktanken genom manluckan med
bulkotestprovtagare eller kloraminbehandlad skopa. Tva provburkar om 50 ml
vardera togs ut. Proverna mérktes och frystes vid -20°C fore transport till
laboratoriet. Analyserna gjordes av Eurofins Steins Laboratorium, i Jonkdping.

I samband med provtagningen noterades och bedémdes girdens
spenavtorkningsrutiner. Avtorkningsmetoderna kodades enligt f6ljande:

1) ingen avtorkning; 2) torrt papper, 3) fuktig duk/papper; 4) fuktig och torr duk eller
5) annan, specificera. Noggrannheten vid anvéndning av de olika
avtorkningsmetoderna bedomdes som 1) bra; 2) acceptabla eller 3) déliga. Det fanns
ocksa en mojlighet att skriva kommentarer pa bedomningsformuléret. Radgivarna
behovde inte utdver foljesedeln gora ndgra sirskilda anteckningar for projektet, men
deras allménna intryck av gardarna redovisades muntligen i samband med
utvérdering och tolkning av analysresultaten.

Ovriga prover
En noggrann enkdtunders6kning av ensileringsforhdllandena pa gardar med och utan

sporproblem i mjolken gjordes i ett examensarbete vid SLU. Enkéten besvarades i
samband med ett ridgivningsbesok. Godselprover togs i flytgddselbrunnen pé 22
gardar med mycket hog sporhalt i mjolken och fran 19 girdar som inte haft
sporanmarkning. De sistndmnda gardarna besvarade samma enkét. Godselproverna
som analyserades med rormetoden med BBB-substrat vid Eurofins Steins
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laboratorium (enligt metodbeskriving fran oss) och ingar ocksa i
beddmningsunderlaget for denna rapport.

Analysmetoder

For detaljer 1 genomforandet av analysmetoderna se Svensk Mjolk Forskning
Rapport nr 7070-P (2007). Den detaljerade beskrivningen bor f6ljas for att kunna
producera standardiserade resultat.

Mjodlkproverna samt spadning -1 av trickprovet virmebehandlades vid 79-81°C 1 10
minuter i vattenbad (detaljerad beskrivning 1 Svensk Mjolk-rapporten). Utspadning
av trackproverna gjordes i 10-steg i peptonvatten.

Triackproven (43 st) analyserades med 4 olika metoder
* plattspridning med MRCM-substrat
* plattspridning med BBB-substrat, BBB-buljong med tillsats av 15 g agar
per liter)

Plattspridning gjordes med ytspridning med 0,1 ml per platta. Méatomréade
1 x 10% per g — 10* /g. Inkubering anaerobt i 4 dygnvid 37°C.
Ca 5 kolonier per prov konfirmerades med katalastest

*  MPN-metodik med MRCM-substrat i ror med paraffinpropp
*  MPN-metodik med BBB-substrat i rér med paraffinpropp

MPN-metoden utfordes 1 6 ror med 9 ml substrat och 1 ml prov+ 6 ror med 9,9 ml
substrat och 0,1 ml prov fran vardera av spiddningarna -3, -5, -7.
Mitomrade ca 3 x 10> per g — 10® per g

Mjolken (43 st) analyserades med tvd metoder
*  MPN-metodik med MRCM-substrat (6 x 1 ml +6 x 0,1 ml)
¢ MPN-metodik med BBB-substrat (6 x 1 ml + 6x 0,1 ml = ordinarie
rutinmetod hos Steins, men med modifierade rérkombinationer for att
erhdlla bista mdjliga analysprecision Over ett stort mitomrade).
Maitomrade 75-35000 sporer/1

MPN-analyserna gjordes 1 16,5 mm ror med tillsats av substrat, prov och
paraffinpropp. Inkubering av réren gjordes aerobt men med syreskydd av paraffin
(cirka 13 mm hdg propp), 4 dygn, 37°C. Ror rdknades som positiva om
paraffinproppen lyfts fullstandigt frén vitskeytan.

Repeterbarhet av analysresultat

For track- och mjolkprover fran 27 gardar upprepades analyserna med BBB-
rormetoden. Dessa prover hade frysforvarats fram till det andra analystillfillet.



Slutrapport till SLF projekt projekt Vo630019

Medelvirden for de tva analystillfdllena berdknades liksom

repeterbarhetsstandardavvikelsen. 95%-iga konfidensintervall for analysosikerheten
beréknades.

Statistisk analys

Analys (Wilcoxon signed rank test, Spearmans rangkorrelation) gjordes med Systat
ver. 11 (Systat Software Inc. USA).

Resultat och diskussion

Mjoélkanalys
Mjoélkproverna analyserades med MPN (r6r)-metoden och BBB-substrat eftersom

detta dr ordinarie rutinmetod i mjélkanalysverksamheten. Dessutom gjordes samma
analys med MRCM-substrat. Anledningen till detta var att MRCM tidigare anvénts
som substrat i rutinmetoden for mjolkanalysverksamheten. I Figur 1 jaimfors
resultaten. Sporhalten i mjolkproverna varierade mellan mindre &dn 100/1 till mer &n
10.000/1. Om analysmetoderna skulle ge likvérdiga resultat borde lika manga punkter
ligga pa var sida om linjen, men analysvirdena med MRCM ér 1 genomsnitt Adgre &n
for BBB (Wilcoxon signed rank test p=0,04). Det dr vdrt att notera att de forhojda
mjolkanalysvdrden som upptrddde under 2005/2006 alltsa inte berodde pa
overgdngen till ett nytt substrat i mjolkbedomningsanalyserna.

Log sporer mjdlk (VROMisubstrat)
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Log sporerl mjéik (BB sLbstrat)

Figur 1. Jimforelse mellan analysresultat for mjolk med BBB- och MRCM-substrat

Tréackanalys
I den inledande varderingen av trickanalysmetoderna utvirderades forekomst av

katalaspositiva kolonier pé plattorna samt graden av ldsbarhet. BBB-plattor var
betydligt léttare att avldsa &n MRCM-plattor p.g.a. distinktare kolonier och mindre
forekomst av utflytande kolonier (spridare). Katalaspositiva kolonier patraffades
endast for ett av 43 prover pa BBB-plattor medan for 12 av 43 prover pA MRCM-
platta fanns det katalaspositiva kolonier. I de flesta fallen understeg andelen sddana
kolonier 50% av totalantalet pd plattan. Vid jaimforelse mellan metoderna
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(korrelationsanalys och Wilcoxon signed rank test) utviarderades resultaten med och
utan korrektion for forekomst av katalaspositiva kolonier.

Tabell 1 visar samvariationen i mitresultat mellan de olika trickanalysmetoderna.
Det fanns en positiv samvariation mellan samtliga analysmetoder med véarden fran
0,54 till 0,88. Vid jamforelse mellan mikrobiologiska analysmetoder &r det normalt
att samvariationen inte ar perfekt ens vid jimforelse av samma prover analyserade
tva ganger med samma metod. Det beror pa att mikrobiologiska analysdata alltid ar
behiftade med en relativt stor analysvariation. Den bésta samstimmigheten
(korrelationskoefficient 0,88) fanns mellan analys med BBB pa platta och 1 ror
(Tabell 1). Aven rérmetoden for BBB och MRCM (0,80), samt rérmetoden med
MRCM och BBB platta (0,74) gav hog samvariation.

Tabell 1. Samvariation i analysresultat for trdck (Spearman-korrelationer)

BBB platta | MRCM platta| BBB ror MRCM roér
BBB platta 1.00
MRCM platta 0.62 1.00
BBB ror 0.88 0.55 1.00
MRCM ror 0.74 0.54 0.80 1.00

Figur 2 Jimforelse mellan analysresultat for trick med BBB-medium och -platta respektive ror
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Att samvariation finns mellan analysresultaten med olika metoder behover inte
betyda att identiska analysresultat fas med metoderna. Detta illustreras 1 Figur 2. I
genomsnitt blev analysvirdena cirka 0,5 logenheter hogre 1 ror dn pa platta med
BBB-medium. Skillnaden ér statistiskt signifikant (Wilcoxon signed rank test
p<0,001). Plattspridning av trick pA BBB och MRCM gav likvirdiga resultat
(Wilcoxon signed rank test p=0,36).

I Tabell 2 visas utvédrdering med Wilcoxon signed rank test for samtliga
kombinationer av trackanalysmetoder. Analysresultaten for BBB i ror var
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Tabell 2. Parvisa jidmforelser av skillnader i analysresultat (p-vérden) for trick med Wilcoxon signed

rank test. P-virden <0,05 anger signifikanta skillnader.

BBB platta [MRCM platta] BBB ror MRCM ror
BBB platta 1.00
MRCM platta 0.36 1.00
BBB ror <0.001< <0.001 < 1.00
MRCM ror 0.16 0.047 < 0.001 7 1.00

signifikant hogre dn for MRCM pa platta och dven jamfort med MRCM i ror (Figur
3). Pilarna i Tabell 2 anger vilket substrat som gavs hogst virde bland de skillnader
som var statistiskt signifikanta. Sammanfattningsvis kan ségas att analys med BBB i
ror gav hogre resultat dn analys pd platta med bada substraten. BBB i ror gav hogre
analys virden &n MRCM 1 ror. Den genomsnittliga skillnaden var 0,5 -1 logenheter.
Plattmetoden gav likartat resultat for bada substraten men lagre &n med BBB 1 r6r.
Valet av trickanalysmetod ar darfor av betydelse om kvantitativa jamforelser med
mjolk ska kunna goras.
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Figur 3. Jimforelse mellan analysresultat for trick med BBB och MRCM i ror

Jamforelser mellan mjdlk- och trickanalys
Samvariationen i analysresultat mellan de olika trick- och mjélkanalys-metoderna

visas i1 Tabell 3. Korrelationerna mellan mjolk- och trackresultat var generellt hogre for
mjolkanalyserna med MRCM é&n f6r mj6lkanalyser med BBB. Triackanalys med
rormetoden gav hogre korrelationer med mjolkanalysresultaten én trickanalys med
plattspridning.

Tabell 3. Samvariation mellan mj6lk och trickanalyser (Spearman-korrelationer)

BBB platta |MRCM platta BBB ror MRCM roér
BBB mjolk (ror) 0.26 0.26 0.43 0.35
MRCM mjolk (ror) 0.58 0.42 0.75 0.60

Det ar dock svart att enbart med ledning av korrelationskoefficienterna avgora vilken
kombination av analysmetoder som dr optimal. Observera att de ldgre korrelationerna
mellan mjolk och triackanalyser kan ha andra orsaker ar skillnader i analysmetod.
Mjolkvérdena paverkas ocksa av de atgirder som gors pa garden bl.a. i samband med
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mjolkning. Trackanalyserna kommer i praktisk tillampning ocksa att jamforas med
ordinarie mjolkanalyser, som gors med BBB i ror. Det ar darfor rimligt att vilja denna
metod for mjélkanalyser dven vid utredande extraanalyser trots att
korrelationskoefficienterna vid jamforelse med track ar lagre. Eftersom trackanalys 1
ror ger hogre vérden én pé platta och BBB ger hogre virden &n MRCM 1 r0r, sd ér det
logiskt att 4ven anvéinda BBB i ror for trickanalysen. P detta sitt minimeras de
skillnader 1 analysresultat som beror pd valet av analysmetod. I fortséttningen
utvdrderades darfor kombinationen trickanalys med BBB i ror och mjélkanalys med
BBB ror.

Figur 4 visar utfallet vid analys med den valda metodkombinationen.

Linjerna i figuren avskiljer gdrdar med 14g sporhalt <400/ mjolk (log 2,6) och gardar
med mer dn 1000 sporer (log 3) per liter. Trackanalysresultaten har delats upp 1
varden under log 4 (10.000/g), log 4-5 och mer dn log 5 (100.000/g).

Avtorkningsrutiner och bedomning av noggrannhet for samtliga gardar anges ocksa.
Ra6d cirkel: avtorkning med torrt papper, blé triangel: fuktig avtorkning, gron fyrkant:
fuktig avtorkning foljt av torr. Siffrorna star for bedomning noggrannheten vid
anvindning av avtorkningsrutinen 1: Délig, 2: tillfredsstidllande 3: noggrann.

Figur 4. Jamforelse mellan trdckanalys med BBB-ror och mjdlkanalys med BBB for de 43 géardarna.
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Att doma av dessa resultat klarar flertalet gdrdar med mindre dn 10.000 sporer/g
gddsel att halla en sporhalt under 400/1. Over denna griins varierade sporhalten i
mjolken. I intervallet log 4- log 5 sporer/g trick fanns det leverantdrer som anvénde
noggrann fuktig plus torr avtorkning och lyckades understiga 1000 sporer/l mjolk.
Detta &r sdkert en effekt av goda rutiner och visar att i detta intervall kan sporhalten
sdankas genom effektiv avtorkning. I samma intervall fanns dven gardar med daliga
eller sdmre avtorkningsrutiner dir mjolkens sporhalt inte understeg 1000/1.
Noggrannheten vid avtorkning 1 denna grupp var mindre tillfredstéllande och
avtorkningsmetoderna inte de bésta. I vissa fall fanns det ocksa smutsiga djur.
Enstaka gérdar med torr avtorkning fanns i alla grupperna. Vid sporhalt 6ver log 5 1
tracken tilldmpade flertalet leverantorer bra avtorkningsmetoder med tillfredstéllande
eller bra noggrannhet, men kunde 4nda inte sdnka sporhalten 1 mjdlken till under
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1000/1. Denna bild bekréftades av rddgivarnas iakttagelser att flera av dessa gardar
var vilskétta.

Ytterligare tva faktorer kan paverka analysresultatet for mjolken. Den ena ér
analysmetodernas variation. Négra leverantdrer hade mera en 1000 sporer/l mjolk
men mindre &n log 4/g trick. Detta kan bero pd analysmetodens osédkerhet. Ett
ungefarligt 95-igt konfidensintervall for medelvérdet vid en upprepad analys &r +/-
0,8 logenheter. Det betyder att det sanna virdet for dessa leverantorer skulle kunna
vara lagre. Radgivarna beskrev dock att pé dessa tre gardar fanns det manga smutsiga
kor, vilket ocksa kan forklara en forh6jd sporhalt.

Forekomst av enstaka mycket smutsiga kor eller hog forekomst av ménga mattligt
smutsade kor har ocks4 betydelse. Aven med en bra och noggrann avtorkningsrutin
avligsnas endast en viss procent av godseln. For en ko med smutsiga spenar
avldgsnas procentuellt sett lika mycket smuts som fran en ko med renare spenar vid
samma behandling men méngden kvarvarande smuts blir storre. En eller flera
extremt smutsiga kor bidrar darfor mycket mer till tankmjolkens sporhalt dn de som
ar rena. Darfor kan det finnas anledning att se dver stallrutinerna i dvrigt sé att korna
ir sé rena som mdjligt nir de kommer till mjolkning. Detta resonemang bekriftades
av radgivarnas kommentarer om gardar med hég sporhalt i mjdlken trots relativt
maéttlig sporhalt i tracken.

Resultat frin kompletterande undersékningar

Figur 5 visar sporhalter fran prov tagna i flytgédselbrunnen hos leverantorer som vid
ett flertal tillfallen haft mycket hoga sporhalter i mjolken (11000 eller 22000 sporer/1
mjolk) jAmfort med sporhalt i flytgodsel frén leverantérer som inte hade nagon
sporanmirkning under sdsongen. Resultaten kommer frin ett examensarbete vid
Lantbruksuniversitet, dir man tillimpat de analysmetoder som tagits fram i vart
trackanalysprojekt. Siffrorna bekriftar tolkningen ovan: Vid <log 4 sporer/g
forekommer i allménhet inga problem med sporanmérkning for mj6lken. Vid log 4-5
sporer/g track ar det mojligt att sénka sporhalten i mjolken med noggranna rutiner.
Vid > log 5 sporer/g ér det stor risk att avtorkning inte racker for att nd godtagbar
sporhalt 1 mj6lken.
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Figur 5
Resultat fran examensarbetet
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Sammanfattande diskussion

Det ér tydligt att analysvérden for mjolk och trick skiljer sig 4t mellan olika metoder
och substrat. Det ar darfor nodvéndigt att alla laboratorier som analyserar
clostridiesporer i mjolk och trickprover anvédnder sig av samma analysmetod.
Eftersom mjolkbonden fér signaler om hog sporhalt via mjolkkvalitetsanalyserna,
som gors med BBB-rormetoden, sé dr det nodvandigt att mjolkanalysprov som tas ut
for jamforelse med trackprov ocksa analyseras med samma metod. For basta
jamforelse med mjolk bor darfor dven trackprov analyseras med BBB-rérmetoden.
Aven om korrelationskoefficienten mellan triick och mjolk med BBB-rérmetoden
kan synas lag sa beror detta pa faktiska forhallanden, d.v.s. faktorer pa gérden
(smutsiga djur, avtorkningsmetod och noggrannhet i rutinerna). Trackanalys ska inte
ses som en precisionsanalys. Om hénsyn tas till analysvarationen kan radgivarens
egna iakttagelser och bedomningar dock anvéndas for att vigleda bonden om det ar
lampligt/majligt att forbattra stall- och mjolkningshygien eller om ett byte av foder ér
att foredra.
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