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Inledning

Cirka 25% av kostnaderna vid en akut klinisk mastit bestdr i mjolk som ej kan
levereras till mejeriet (Torkel Ekman, muntligt meddelande). Om denna m;jolk i
stillet kan anvédndas till kalvarna, kan en del av dessa pengar sparas in. Detta
forutsétter dock att kalvarna inte blir sjuka eller far samre tillvixt av att dricka
denna mj6lk. En annan aspekt &r att nér kon har blivit behandlad med antibiotika,
finns en risk for utveckling av resistens i kalvarnas tarmflora.

Flera studier har gjorts pa kalvar som har fatt mastitmjolk respektive mjolk fran
friska kor. F& forsok har visat ndgon skillnad i tillvixt mellan dessa grupper,
oberoende av huruvida mjolken har varit fermenterad (Keys et al., 1980, Kesler,
1981) eller farsk (Chardavoyne och Kesler, 1977, Chardavoyne et al., 1979, Chik
et al., 1975, Kesler, 1981). Wray et al. (1990) sig dock i ett av sina tvd forsok att
kalvarna som hade fatt antibiotikahaltig mastitmjolk vixte sdmre &n
kontrollgruppen som fick mjo6lkersdttning. I hans forsok var det ocksé svart att fa
kalvarna att dricka den antibiotikahaltiga mjolken, speciellt den som var
fermenterad (pH 4,61 jamfort med ofermenterad pH 5,1). Det har ocksé visat sig
svért att fa kalvar att dricka mastitmjolk med olika tillsatser; i ett forsok dir kalvar
fick mastitmjélk med formalin, drack kalvarna sdmre, och fick mer frekvent diarré
an kalvar som fick fermenterad ramjolk (Chardavoyne et al., 1979). Dessa kalvar
at ocksa samre, och fick en signifikant sdmre tillvixt &n kontrollgruppen. I ett
annat forsok ville inte kalvarna dricka rdmjolk med propionsyra (pH 3,9) lika
girna som ramjolk med pH 4,6 (Otterby et al., 1980), men i detta forsok sags
ingen skillnad 1 tillvéxten mellan grupperna. I ett informationsblad fran DeLaval
(Syrning av mjolk till kalvar), uppges att en ldngvarig utfodring med mjolk med
pH under 4,2 kan skada kalvarnas slemhinna och ddrmed stora funktioner i mag-
tarmkanalen, och att pH-vdrden under 4,0 kan leda till dodsfall. 1 detta
informationsblad rekommenderas pH 5 vid syrning av sétmjolk och pH 4,5 vid
syrning av pulvermjolk.

En 6kad sjukdomsfrekvens (ffa diarré) har i vissa forsok observerats hos kalvar
som fatt mastitmjolk jamfort med kalvar som fatt mjolk fran friska kor (Chik et al.,
1975), 1 andra forsok har inga skillnader setts (Chardavoyne et al., 1979, Keys et
al., 1980, Otterby et al., 1980, Kesler, 1981, Barto et al., 1982). Om spadkalvar
ddaremot fatt ramjolk fran infekterade juver, har hoga sjukdomsfrekvenser (50-
71%) rapporterats (Volovenko, 1972, refereras i Kesler, 1981, Chardavoyne et al.,
1979 och Keys et al., 1976 ). Selim och Cullor (1997) undersokte 189 mjolkgivor
till kalvar, och hittade i genomsnitt tre olika bakteriearter per giva. Forfattarna
hivdar att si hoga bakterieantal som de observerade (genomsnitt 10° per ml),
sannolikt dkar risken for infektioner hos kalvarna, och att speciellt mjolk med hoga
halter av specifika patogener &r ett potentiellt hot mot kalvhilsan. Denna
konklusion stirks, menar de, av Chardavoynes et al. studie (1979) dar
pasteurisering av mjolken minskade antalet kliniska sjukdomsfall och o6kade
tillvaxten hos kalvarna.



Studier for att ta reda pd om intag av mastitmjolk som kalv leder till 6kad risk

for mastit som inkalvande kviga, har gjorts. Ingen 6kad risk har kunnat pavisas
(Kesler, 1981, Keys et al., 1980, Barto et al., 1982). I Keys’ studie hade 9 av 10
inkalvande kvigor i kontrollgruppen, dvs de som hade druckit frisk mjolk som
kalvar, mastit i forsta laktationen, vilket gor det svart att dra slutsatser om
frekvensen ar storre eller inte hos inkalvande kvigor som fatt mastitmjolk under
diperioden.
Enligt Roberson (1994:b), ar kvigor som koloniseras av Staphylococcus aureus (S.
aureus) pa kroppsytor en reservoar for S. aureus, och kan vara den viktigaste
predisponerande faktorn for S. aureus-mastit hos kviga. Vidare finner man i
samma studie att kvigor med S. aureus-mastit vid kalvningen kan vara den
viktigaste reservoaren for oinfekterade kor i en beséttning med 1&g férekomst av S.
aureus, och att den infekterade juverdelen pa en lakterande ko ar den mest troliga
reservoaren for S. aureus. Roberson hdvdar (1999) att ge kalvar mjolk
innehéllande S. aureus innebdr en vig att fora dver organismen till kvigkalvar.
Alltsé blir kvigkalvar koloniserade pa kroppsytor fran infekterade kors mjolk, den
koloniserade kroppsytan predisponerar for infektion hos inkalvande kvigor, som
sprider smittan vidare till lakterande kor, och vi far en ond cirkel av smittspridning
pa garden. Roberson visar ocksd att ingen av kvigkalvarna i studien som fore
avvinjning koloniserades av S. aureus pé kroppsytor var persistent koloniserade
fran fodelse till kalvning (Roberson et al., 1998), sa det dr kanske inte just den
kalven som druckit mastitmjolken som sedan infekteras, utan smittan kan ocksé
spridas mellan kalvar/ungdjur som har nérkontakt med varandra.

Penicillin i mjélken som ges till kalvar har ocksa varit &mne for diskussion. I
motsittning till nyfodda djur av andra arter, har kalvar vl utvecklad sekretorisk
elimineringsfunktion i njuren, och en betydande forméga att eliminera penicillin G
redan vid 2 dagars alder. Denna formaga utvecklas kontinuerligt fram till 5
veckors dlder (Musser och Anderson, 2001). Penicillin G hydrolyseras ocksa till
viss grad i 16pmagens laga pH, vilket ger en begrinsad absorption (Musser och
Anderson, 2001, Prange et al., 1984). I en studie hittades penicillin i urin fran 13
av 18 kalvar som fick 47 520 IU prokainpenicillin G dagligen i mjolken i tre dagar.
Fran 5 av kalvarna var urinen positiv efter alla tre givorna med penicillin, fran
ovriga kalvar efter en eller tvad av tre givor med penicillinhaltig mjolk (Prange et
al., 1984). I en annan studie dér kalvarna fick penicillinhaltig mjolk (0,68 mg/kg
kroppsvikt) i tre paféljande givor, hittades penicillin i urinen i upptill 24 timmar
efter sista givan (Musser et al., 2001:a). [ en tredje studie dér kalvarna fick mjolk
motsvarande 6 % av kroppsvikten hittades penicillin i urinen fran 1 av 6 kalvar 13
timmar efter oral giva av penicillinhaltig mjolk (5,85 pg per ml mjolk). I samma
studie hittades penicillin i plasma 4 timmar efter giva, inte senare (Musser et al.,
2001:b). Efter administrering av 4 mg penicillin per kg kroppsvikt, intravendst
eller peroralt med mjolk, &terfanns inga penicillinhalter i plasma efter 24 timmar
(Musser och Anderson, 2001).

Overdriven anvindning av antibiotika favoriserar resistenta bakteriestammar
genom att eliminera mojliga konkurrenter (White, 1999).
Wray et al. fann i et av sina forsok att MIC (Minimum Inhibitory Concentration)
for streptomycin var signifikant hogre i tarmbakterieisolat fran kalvar som fatt
fermenterad antibiotikahaltig mj6lk dn kalvar som fatt mjolkersdttning (Wray et
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al., 1990). Selim och Cullor refererar till flera studier dér utveckling av resistens
hos tarmbakterier eller Okning 1 sjukdomsfrekvens har rapporterats efter
terapeutisk eller profylaktisk anvdnding av antibiotika till kalvar (Selim och
Cullor, 1997). Vilken form penicillinet finns i (natrium- eller prokainpenicillin) i
mjolken borde inte spela nagon roll, eftersom dessa former ar bioekvivalenta nir
de administreras oralt via mjolk (Musser och Anderson, 2001).

Det finns alltsé fortfarande osékerhet om vilka effekter mastitmjolk, med eller

utan antibiotika, har pa kalvarnas hilsa bade under diperioden och senare i livet.
Det vore 6nskvért om man pa ett relativt enkelt och billigt sitt kunde fa bort, eller
atminstone kraftigt reducera, bade antibiotikan och bakterierna i mjdlken fran
behandlade mastitkor innan man ger den till kalvarna.
Vissa bonder tillsdtter syrade mjolkprodukter eller myrsyra till mjolken i
konserverande syfte. For att fa bort penicillin frdin mjolk fran
antibiotikabehandlade kor under behandling och i karenstiden, har en ny finsk
produkt (Antipen, tillverkad av Finnzymes Oy) innehallande betalactamasenzym,
framtagits.

Syfte

Syftet med studien var att underséka myrsyras effekt pa S. aureus och penicillin G
i mjolk vid pH 5, att undersdka Antipenets effekt pa S. aureus och penicillin G i
mjolk, samt att se hur myrsyra och Antipen tillsammans péverkar antalet S. aureus
och halten av penicillin G i mjolk.

Miéngden S. aureus och penicillin-koncentrationen i forsoket skulle efterlikna de
halter som finns i mjélken frén en ko med klinisk S. aureus-mastit som stér under
penicillinbehandling. pH skulle vara pa en nivd som inte ar skadlig for kalvar att
dricka, som inte forstdr mjdlkens proteiner, och som inte ger en osmaklig mjolk for
kalvar.

Material och metoder

For en sammanfattning av genomforandet, se sidan 7.

En penicillinasnegativ kontrollstam av S. aureus frén mastitlab, SVA anvéndes i
forsok B, C och D. En vit 6gla bakterier motsvarar 1 pl bakteriekultur fran
agarplatta, och en bld 6gla motsvarar 10 ul bakterier fran agarplatta. Som substrat
anvéindes femprocentig notblodagar med eskulintillsats. Plattorna lédstes av efter
18-24 timmars inkubation i 37 °C om ej annat angives, varefter antalet kolonier S.
aureus réknades. Om flera spadningar kunde rdknas, togs ett genomsnitt av dessa
bakterieantal. Spadning fore utodling gjordes i steril NaCl.

I fors6k A och B anvindes tankmjolk fran Jélla (SLU’s forsoksgérd), i forsok C
och D anvidndes UHT-behandlad m;j6lk kopt i afféren.

Antipenet spaddes i forsok A till 1:100 i destillerat vatten, i forsok B, C och D till
1:100 1 20 mM K,HPO, och KH,PO,.



En stamldsning penicillin G pad 1mg/ml spdddes pa sa sitt att koncentrationen i
forsok B blev 150 ppb, i forsék C och D 300 ppb.

Analysmetoderna som anvints vid arbetet &r Beta s.t.a.r (UCB Bioproducts,
Belgien) och Delvotest SP (DSM Group, Netherlands). Nér inte annat anges, ar
Delvotestet anvint.

Reta s.t.a.r ir en snabbtest for kontroll av B-laktamantibiotika i mjolk. Metoden
upptécker penicillin G vid halter strax under MRL-vdrdet (Maximum Residue
Limits, 4 pg/kg for benzylpenicillin i mjolk). Testroret innehaller ett frystorkat
receptorprotein specifikt for B-laktamantibiotika. Mjolk tillsdtts provet och
blandningen inkuberas. Under inkuberingen bildar eventuella B-laktamantibiotika
nédrvarande i mjolkprovet komplex med receptorproteinet. I nésta steg placeras en
teststicka i roret varvid mjolken och receptorproteinet sugs upp pé stickan. Om
provet inte innehaller B-laktamantibiotika binder receptorproteinet till
reagensstickans testfalt varvid ett rott band framtrader. Om B-laktamer finns i
provet, reagerar receptorprovet i stillet med dessa, och bandet i testfiltet uteblir
eller syns mycket svagt i jamforelse med det referensband som alltid framtrader
vid korrekt utford analys.

Delvotest SP dr en mikrobiologisk metod for kontroll av antibiotika och andra
syrningshdmmande &mnen 1 mjolk. Ocksd denna metod uppticker PB-
laktamantibiotika vid halter strax under MRL-vardet. Testet reagerar dven pa en
kraftigt avvikande sammanséttning av mjolken. Testplattans brunnar innehéller
agar med en pH-indikator och sporer fran Bacillus stearothermophilus var.
caldiolactis. Niringstabletter tillsdtts brunnarna, sedan tillsdtts mjolken. Under
inkuberingen (63 °C) utvecklas sporerna till vegetativa bakterieceller varvid gas
produceras och pH sjunker. Detta ger ett firgomslag frén blatt till gult. Om
mjolkprovet innehéller antibakteriella dmnen inhiberas emellertid sporerna och
fargomslaget uteblir, agarn forblir dé bla. Testet ldstes av efter ca 3 timmar, dvs
nér den negativa kontrollen blivit gul.

Forsokets genomforande

A. Tankmjolk med penicillin G och Antipen vid pH 5 respektive 6,7:
Fem kolvar med 200 ml tankm;jolk i varje, tillsattes olika koncentrationer
penicillin G (0, 10, 25, 50 respektive 100 ppb). Sedan delades proverna i tva
grupper. I den ena gruppen behdll mjolken sin normala pH, dvs 6,7. I den andra
gruppen sinktes pH till 5,0 med 700 pl 20% myrsyra per 100 ml mjolk.
Mjolken med pH 6,7 delades sedan i tva grupper, en med 40 ml och en med 60
ml mjolk av vardera koncentration. Till gruppen med 40 ml mjolk sattes 100 nl
utspadd Antipen (1:100) till varje prov, forutom 0-provet. Mjolken med pH 5,0
delades pa samma stt, och 100 ul Antipen tillsattes 40 ml-proverna. Alla prov,
samt ett prov med ren tankmjolk analyserades med Delvotest och Beta s.t.a.r
direkt och 3 timmar efter tillsatsen av Antipen. Mjolkproverna forvarades i
kylskap under de 3 timmarna mellan analyserna.



B. Tillvixtkurva samt tillsats av Antipen eller myrsyra till tankmjolk med
och utan penicillin:
En spédningsserie i NaCl gjordes for att kontrollera antalet S. aureus som ryms
i en vit 6gla (1ul). Utifran spadningsserien gjordes odlingar pa blodplattor,
spadningen som gav mellan 10-50 bakteriekolonier, anvandes for att rikna hur
manga bakterier 6glan inneholl.
Vid en spadning pa 1:10° viixte 24 kolonier efter utstryk med vit 6gla pa
blodagar. En vit 6gla beriknades utifrdn detta innehélla 10° S. aureus.

For att hitta tidpunkten da S. aureus ar i tillvixtfas efter inokulering i mjolk,
gjordes en tillvixtkurva. Fran en renkultur med penicillinasnegativa S. aureus
togs 20 ul bakterier (2 bla 6glor) och slammades upp i tankmjélk fran Jilla.
Mjolken spiddes till en koncentration pa 10° bakterier per ml, och en del av
denna mjolk spiddes vidare till 10° bakterier per ml. Odling utfordes fran
respektive spddning som sedan inkuberades i 37 °C. Efter 2, 4, 6, 8, 12, 15, 17,
19, 21 och 24 timmars inkubering togs odlingar fran respektive spadning.
Plattorna lastes av efter 18-24 timmars inkubation i 37 °C, och antalet kolonier
raknades.

Pa tankmjolk utfordes odling och analys med Reta s.t.a.r. 10 pl S. aureus
slammades upp i mjélken, och spiddes till 10° bakterier per ml, fordelat pa tva
kolvar. Odling utférdes pa bada kolvarna, som sedan inkuberades i 37 °C i 4
timmar pa ldngsam skakning. Sedan gjordes ny odling frdn vardera kolven.
Till ena kolven sattes 150 ppb penicillin G. Analys med Beta s.t.a.r utfordes pa
denna mjolk, samt pé positiv och negativ kontroll. Mjdlken inkuberades sedan
en timme i 37 °C, varefter ny odling och analys med Beta s.t.a.r utfordes. Till
40 ml av mjolken sattes 100 pl utspiddd Antipen, sedan utférdes odling och
Delvotest. 100 ml av mjdlken tillsattes 700 pl 20% myrsyra, sedan utfordes
odling och Delvotest. Mjolken med Antipentillsats inkuberades i 3 timmar vid
rumstemperatur, dédrefter gjordes odling och Delvotest, tillsammans med
mjolken fran kolven (innehéllande bakterier och penicillin G). Mjolken med
myrsyratillsats inkuberades i 4 timmar vid rumstemperatur, sedan gjordes
odling och Delvotest som ovan. Fran den andra kolven med bakterier togs 100
ml och tillsattes 700 ul 20% myrsyra, sedan gjordes odling, och mjolken
inkuberades i rumstemperatur i 4 timmar, varefter ny odling samt Delvotest
gjordes bade pa denna mjolk och fran resterande mjolk i kolven. 40 ml av
mjolken fran kolven tillsattes 100 pl utspadd Antipen. Mjolken odlades sedan
och inkuberades i rumstemperatur i 3 timmar, varefter odling och Delvotest
enligt ovan utfordes.

C. Tillvéiixtkurva samt tillsats av Antipen eller myrsyra till UHT-mjolk med
och utan penicillin:
UHT-behandlad mj6lk med 3% fett anvéndes for att gora en tillvaxtkurva
motsvarande den i forsok B. 1l penicillinasnegativa S. aureus spaddes till 10’
respektive 10" bakterier per ml. Mjolken inkuberades i 37 °C pa langsam
skakning. Odlingar gjordes direkt samt efter 2, 4, 6, 8, 12 och 24 timmar.



I 100 ml UHT-behandlad mjolk innehallande 10° penicillinasnegativa S.
aureus per ml, mittes pH efter inkubering i1 4 timmar i 37 °C, fore och efter
tillsats av 700 pl 20% myrsyra. pH mattes ockséd i 100 ml UHT-behandlad
mjolk utan tillsats av bakterier efter inkubering i 4 timmar i 37 °C, fore och
efter tillsats av 700 pul 20% myrsyra.

Forsoket i B upprepades pad den UHT-behandlade mjolken, med enda skillnad
att penicillinkoncentrationen som anvindes var 300 ppb i stéllet for 150 ppb,
eftersom den hogre koncentrationen ligger ndrmare den koncentration som
finns i juvret vid en antibiotikabehandlad mastit.

D. Tillsats av Antipen och myrsyra till UHT-mjélk med penicillin:
UHT-mj6lk inockulerades pa samma sitt som i ovanstaende forsok med 10° S.
aureus per ml, inkuberades vid 37°C i 4 timmar, och tillsattes sedan 300 ppb
penicillin G varefter mjolken inkuberades i ytterligare en timme vid 37°C.
Odlingar gjordes fore penicillintillsats samt efter sista inkuberingen. Efter sista
inkuberingen delades mjolken i tre;
+ 100 ml tillsattes 250 ul Antipen, odlades direkt efter tillsatsen samt efter 3
timmar i rumstemperatur. Sedan tillsattes 700 ul 20% myrsyra, ny odling
gjordes direkt samt efter ytterligare 4 timmar i rumstemperatur. Nya odlingar
gjordes efter 24 och 48 timmar, samt efter 7 dagar i rumstemperatur.
¢ 100 ml tillsattes 250 ul Antipen och 700 20% myrsyra, och odlingar gjordes
direkt, efter 4, 7, 24, och 48 timmar, samt efter 7 dagar.
+40 ml tillsattes 100 pl Antipen, och odlingar gjordes direkt, efter 3, 4, 7, 24
och 48 timmar, samt efter 7 dagar.
Delvotest utfordes efter en timmes inkubering med penicillin G, samt i alla tre
prover efter 3, 7, 24 och 48 timmar.

Sammanfattning av forsokets genomforande

A. Tankmjolk med penicillin G och Antipen vid pH 5 respektive 6,7:
Dubbla mjolkprover med olika penicillinkoncentrationer tillsattes myrsyra till
pH 5. Till ena halvan av prover sattes Antipen. Analys med Delvotest och Beta
s.t.a.r utfordes efter 0 och 3 timmar. Samma forsok gjordes med dubbla
mjolkprover med olika penicillinkoncentrationer vid pH 6,7.

B. Tillvixtkurva samt tillsats av Antipen eller myrsyra till tankmjélk med och
utan penicillin:
Tva mjdlkprov med 10° S. aureus per ml inkuberades i 37°C i 4 timmar,
varefter ena provet tillsattes penicillin G och inkuberades ytterligare en timme
1 37°C. Proven delades i tva, varav en del tillsattes Antipen, och en del
tillsattes myrsyra. Odlingar och Delvotest utfordes i alla prov efter 0 och 3
(eller 4) timmar.

C. Tillvixtkurva samt tillsats av Antipen eller myrsyra till UHT-mjélk med och
utan penicillin:



pH méttes i mj6lk med och utan tillsats av S. aureus, bade fore och efter
tillsats av myrsyra, for att se om bakterietillsatsen dndrade pH. Sedan
upprepades forsoket i B med hogre penicillinkoncentration, samt odlingar
aven efter 24 och 48 timmar.

D. Tillsats av Antipen och myrsyra till UHT-mjélk med penicillin:
Mjolk med 10° S. aureus per ml inkuberades i 37°C i 4 timmar, tillsattes
penicillin G och inkuberades i ytterligare en timme vid 37°C. Mjdlken delades
i tre, varav en tillsattes endast Antipen, en tillsattes bdde Antipen och myrsyra
samtidigt, och den tredje tillsattes Antipen forst, och efter 3 timmar &ven
myrsyra. Odlingar och Delvotest gjordes efter 0, 3 (eller 4), 7, 24 och 48
timmar.

Resultat

A. Tankmjolk med penicillin G och Antipen vid pH 5 respektive 6,7:
Reta s.t.a.r-analyserna for penicillin (pc) direkt efter Antipentillsats var alla
positiva forutom 0-proverna.
Efter 3 timmar, var alla proverna med Antipentillsats negativa, oberoende av
pH och koncentration. Proverna utan Antipentillsats var fortfarande positiva. |
Delvotestet var 0-proverna samt provet med 10 ppb penicillin G och Antipen
vid pH 6,7 negativa direkt. De andra proven var positiva. Efter 3 timmar var
samtliga prover med Antipentillsats negativa. Ovriga var positiva. I bada
Delvotesterna gav proverna med pH 6,7 tydligare positivt svar &n proverna
med pH 5.

B. Tillvixtkurva samt tillsats av Antipen eller myrsyra till tankmjolk med
och utan penicillin:
Tillvaxtkurvan:
Efter 6-8 timmars inkubation av tankmjdlken bdrjade dven koliformer vixa till
i mjolken, och vid 12 timmars inkubation var koliformerna de dominerande
bakterierna. Dock framtridde efter 4-6 timmars inkubering en klar
tillvéxtokning for S. aureus i bada kolvarna, vilken dérefter stagnerade vid en
koncentration pa 107 efter 6 timmar, och fram mot 12 timmars inkubering sjonk
markant.

Delvotest och Reta s.t.a.r:

Tankmjolken var negativ for pc med Reta s.t.a.r. Efter penicillintillsats var
mjolken positiv badde fore (Reta s.t.a.r) och efter (Beta s.t.a.r och Delvotest)
inkubering. Direkt efter tillsats av Antipen respektive myrsyra, var mjolken
fortfarande positiv (Delvotest). Mjolken med Antipentillsats var efter 3 timmar
negativ. D& var mjolken med bara penicillin positiv, vilket den ocksa var efter
4 timmar. Mjolken med myrsyratillsats var efter 4 timmar svagt positiv. Efter
24 timmar var alla prov negativa. Mjolken utan penicillin var hela tiden
negativ.



Odlingar:

Fore tillsats av S. aureus inneholl tankmjolken manga koliformer och négra
streptokocker. Dessa véxte under inkuberingen till, och det blev mycket svart
att rikna antalet S. aureus, varfor detta resultat ej redovisas.

. Tillvixtkurva samt tillsats av Antipen eller myrsyra till UHT-mjolk med
och utan penicillin:

Tillvaxtkurvan: S.
aureus vaxte 1 renkultur, och ocksa hér var tillvixten storst mellan 4-6 (3-6)
timmar, for sedan att avta och stagnera efter ca 8 timmar vid koncentrationer pa
10° for bada ursprungskoncentrationerna.

pH:

Efter inkubation av mjdlken i 4 timmar, var pH i mjolken utan bakterier 6,63
och i mj6lken med bakterier 6,67, 6,67 och 6,68. Efter tillsats av 700 ul 20 %
myrsyra var pH i kolvarna 5,11 respektive 5,02.

Delvotest och Beta s.t.a.r:

UHT-mj6lken var negativ avseende penicillin (Beta s.t.a.r). Efter tillsats av
penicillin var mjélken positiv bade fore och efter inkubering (Beta s.t.a.r).
Direkt efter myrsyratillsats var mjolken positiv pa Beta s.t.a.r och svagt positiv
pa Delvotestet (Reta s.t.a.r tog ldng tid innan testfdltet syntes). Efter 4, 24, 48
och 96 timmar var mjolken positiv pd Beta s.t.ar och svagt positiv pa
Delvotestet. Direkt efter Antipentillsats var mjolken positiv, men efter 3, 24, 48
och 96 timmar var den negativ. Mjolken med endast penicillin var positiv efter
3,4, 24, 48 och 96 timmar. Efter 7 dygn var ocksé denna mj6lk negativ.

Odlingar med penicillintillsats:

Fran den oinokulerade UHT-mjolken vixte ingenting. Efter inockulering av
10° S. aureus per ml och inkubering i 4 timmar, vixte 2,6 x 10° S. aureus per
ml. Efter en timmes inkubering med
penicillin, vixte ca 6 x 10° per ml. Det var svért att rikna eftersom ingen
spiadning gjorts. Efter 3 och 4 timmar vixte ca 1 x 10° per ml i mjolken, efter
24 timmar 7,1 x 10°, efter 48 timmar 3,0 x 10°, och efter 7 dygn 1,0 x 10",
Direkt efter Antipentillsats vixte ca 6 x 10° S. aureus per ml, efter 3 timmar ca
1 x 10°, efter 24 timmar ca 7 x 10, efter 48 timmar 5,7 x 10° per ml, och efter 7
dygn 3,0 x 107 . Direkt efter myrsyratillsats viixte ca 6 x 10° S. aureus per ml,
efter 4 timmar ca 3 x 10° per ml, efter 24 timmar 1,3 x 107, efter 48 timmar 2.5
x 10" per ml, och efter 7 dygn 1,1 x 10’". Jamforelser av de logaritmiska
viardena efter 3 (eller 4), 24 och 48 timmarna visas i figur 1 och figur 2.
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Figur 1. Méngden S. aureus (log) i mjolk med olika tillsatser 3 (eller 4), 24 och 48
timmar efter tillsatsen.

Odlingar utan penicillintillsats:

Efter inkubering av 10° S. aureus i 4 timmar, vixte 2,4 x 10° S. aureus per ml,
efter 3 timmar 2,8 x 107 per ml, efter 4 timmar 3,0 x 10’ per ml, efter 24 timmar
3,0 x 10, efter 48 timmar 4,0 x 10° per ml, och efter 11 dagar 1,3 x 10°.

I mjélken med Antipentillsats vixte 3 timmar efter tillsats 3,7 x 107 S. aureus
per ml, efter 24 timmar 3,4 x 10° per ml, efter 48 timmar 2.8 x 10® per ml, och
efter 11 dagar 2,0 x 10,

I mjolken med myrsyratillsats vixte 4 timmar efter tillsats 3,1 x 10° S. aureus
per ml, efter 24 timmar 4,3 x 10° per ml, efter 48 timmar 1,3 x 10" per ml, och
efter 11 dagar 4,0 x 10°. Jamforelser av de logaritmiska virdena efter 3 (eller
4), 24 och 48 timmar visas i figur 1 och 2.

. Tillsats av Antipen och myrsyra till UHT-mjélk med penicillin:
Delvotest:

Efter inkubering med penicillin var Delvotestet som forvéntat positivt. Efter 3
timmar var alla prov negativa.

Odlingar:

Fran UHT-mj6lken vixte en koloni (inte S. aureus). Efter 4 timmars
inkubering vixte 2,5 x 10° S. aureus per ml, och efter penicillininkubering 1,6
x 10° per ml, alltsa hade penicillinet av ndgon anledning s@mre effekt den hir
gangen. Mjolken med
endast Antipentillsats blev efter ett tag fororenad med andra bakterier, varfor
detta resultat inte redovisas, eftersom det forsoket redan gjorts en gang.
Mijblken som forst tillsattes Antipen innehdll efter 3 timmar 1,7 x 10° S. aureus
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per ml, direkt efter myrsyratillsats 9,0 x 10° per ml, efter 7 timmar fran
Antipentillsatsen 6,0 X 10° per ml, efter 24 timmar 1,4 x 10° per ml, efter 48
timmar 1,1 x 10° per ml, och efter 7 dagar 9,0 x 10* per ml.

Mjolken som fick tillsats av Antipen och myrsyra samtidigt, innehdll efter 4
timmar 1,2 x 10° S. aureus per ml, efter 7 timmar 2,2 x 10° per ml, efter 24
timmar 1,2 x 10°, efter 48 timmar 6,5 x 10° per ml, och efter 7 dagar 7,0 x 10*
per ml. Jamforelser av de logaritmiska vérdena efter 3 (eller 4), 24 och 48
timmar visas i figur 1 och 2.
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Figur 2. Méngden S. aureus 1 mjolk med olika tillsatser 3 (eller 4), 24 och 48 timmar efter
tillsats.

Diskussion

I forsdken har mjdlken inkuberats 1 37 °C i 4 timmar, vilket gor att S. aureus &r i
tidig tillvaxtfas, och fortfarande har en stor tillvixtpotential, nédr olika tillsatser
adderas till mjdlken. Detta visar sig i att bakterierna inte dor vid myrsyratillsats,
utan antalet halls mer eller mindre konstant, vilket kan forklaras av att bakterierna
troligen dor av i samma takt som de delar sig. Detta stods av det faktum att
mjolken utan myrsyra inneholl ett stadigt 6kande antal S. aureus.

Samma sak géller for mjolken med penicillin. Under en timme i 37 °C dog ungefar
en 10-potens S. aureus, men under ett dygn i rumstemperatur hélls antalet ganska
konstant i mjélken med penicillin, och 6kar betydligt i mjolken med penicillin och
Antipen, dvs mjolken som inte ldngre innehaller penicillin. Efter 2 och 7 dygn,
minskar bakterierna betydligt snabbare i alla mjolkprov som fortfarande innehéller
penicillin, och bakterierna i provet med bara mjolk vixer inte till lika snabbt
langre, kanske for att bakterierna inte ldngre har sé stor tillvaxtpotential.

Effekten av myrsyra pa S. aureus i mjolken tycktes vara ganska jamforbar med
effekten av penicillinet i rumstemperatur (se figur 1). Generellt ligger kurvan for
mjolk med myrsyra lite hogre dn kurvan for mj6lk med penicillin, vilket betyder att
den forra mjdlken innehéller flera S. aureus, men man far ha i atanke att
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penicillinet har fatt verka en extra timme i 37 °C, sé att bakterieantalet faktiskt ar
lagre i mjolken med penicillin direkt efter inkuberingen &n i mjolken direkt efter
myrsyratillsatsen. Detta kan ocksa forklara att kurvan for myrsyra ligger hogre én
kurvan for penicillin, Antipen och myrsyra (figur 1), vilka annars skulle kunna
forvintas vara identiska.

I forsoket med mj6lk med enbart penicillin hade penicillinet efter inkubering i 37
°C i 1 timme battre effekt pa avdddningen av S. aureus &n motsvarande forsok
med kombinationer av penicillin, Antipen och myrsyra (6 x 10’ respektive 1,6 x
10° per ml). Detta ar svart att forklara. Samma procedur har utforts i de tva
forsoken. Kurvan for kombinationerna ligger lite 6ver kurvan for endast penicillin
(se figur 1), vilket mojligen kan forklaras av detta, och effekten av myrsyra pa
avdddning av S. aureus kan jamforas med penicillinets.

Mjolk med béde penicillin och myrsyra gav bittre tillvixt av bakterier 4n mjolk
med endera tillsatsen (se figur 1), vilket dr anméarkningsvért. Dock vixte férre
bakterier i mj6lk med bade penicillin och myrsyra &dn i mjolk med penicillin och
Antipen, dvs mjolk med inaktiverat penicillin, s& viss bakteriedddande effekt kan
kombinationen ha haft. Myrsyran verkade inte bryta ned penicillinet, eftersom
penicillinet fanns kvar flera dygn efter tillsats av myrsyra. Penicillinet verkade
heller inte ha nagon langvarig himmande effekt pa myrsyran eftersom myrsyran
hade samma effekt pd bakterierna nir penicillinet tagits bort frdn mjolken via
Antipen som den hade i mj6lk utan penicillin fran borjan.

I forsok B (med 150 ppb penicillin) var alla mjolkprov negativa for penicillin
efter 24 timmar. I forsok C (med 300 ppb penicillin) var alla prov férutom provet
med Antipen fortfarande positiva efter 4 dygn, men negativa efter 7 dygn. Flera
forfattare hdvdar att penicillinet bryts ned i sur mjolk, och Keys et al. (1979) fann
att bakterierna i fermenteringsprocessen degraderar penicillin i mjolk. I vara fors6k
har dock ingen bakteriekultur tillsatts, vilket kan vara en forklaring till att
penicillinet finns kvar sé ldnge. Penicillin bryts dock ned vid lagt pH, till exempel i
16pmagen (Musser och Anderson, 2001, Prange et al., 1984), vilket man kanske
skulle kunna Overfora till mjolk, men samtidigt h@mmar penicillin
fermenteringsprocessen (Keys et al., 1976).

I nagra forsok, samt i vissa spddningar i andra forsok, blev mjolken
kontaminerad av koliformer, vilket gjorde det svart att rdkna antalet S. aureus, och
koliformerna kan ocksa ha hdmmat vixten av S. aureus, varfor plattor med mycket
koliformer inte har riknats och tagits med i resultaten.

Det gér inte att direkt Overfora dessa resultat till praktiken, eftersom
bakterieantalet och bakteriernas fas i tillvéxtkurvan kan variera. Andra bakterier dn
S. aureus kan finnas 1 mjolken, vilket kan péaverka resultatet, och
penicillinkoncentrationerna kan variera fran ko till ko. Intensiteten av mastiten
paverkar ocksa penicillinhalten 1 mjolken (Franklin et al., 1984). Frdgan &r ocksa
om ligre pH borde anvéndas, med risk for att proteinerna denaturerar och kalvarna
inte vill dricka mj6lken.
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Konklusioner

Slutsatserna som kan dras av den hér studien, ar

¢ att Antipen inom tre timmar bryter ned en penicillinkoncentration pa 300
ppb, dven i syrad mjolk

eatt S. aureus inte véxer lika bra i mjolk som dr syrad med myrsyra till pH 5,
som i mj6lk med normalt pH

¢ att penicillin eller myrsyra i de anvinda koncentrationerna inte tar dod pé
alla S. aureus som fanns i mjélken

¢ att myrsyran inte bryter ned penicillinet i mj6lken

Antipenet har fungerat genom att bryta ned penicillinet utan att ha ndgon effekt
pa S. aureus, men eftersom inte alla S. aureus-bakterier dog efter myrsyratillsats,
kan man inte direkt ga ut med ndgon rekommendation till bonder att anvénda dessa
produkter i mjolken i syfte att fa den bakteriefri.

Studier pé& mastitmjolk maste utféras innan man kan dra nagra slutliga
konklusioner om myrsyrans effekt pa S. aureus 1 mastitmjolk.

Summary

A sample of milk inoculated with S. aureus was treated with penicillin, and
Antipen (a new commercial product containing penicillinase) was added. To
another sample with S. aureus and penicillin, formic acid to pH 5 was added, and
to yet another sample, a combination of formic acid and Antipen was added.
Controls with no penicillin were treated in the same way. All samples were
cultured in room temperature. Bacterial culture on blood agar plates were done,
and the samples were analysed to see whether penicillin remained. After 3 hours
with Antipen, the penicillin was gone in all samples. S. aureus did not grow in the
milk with penicillin only. In the milk with formic acid only, there was a slightly
growth after 24 hours. In the milk with penicillin and formic acid, the bacteria
grew to some extent, and in the samples with milk only, or with penicillin and
Antipen, the bacterial growth was considerable. In the samples with penicillin,
Antipen and formic acid, the same result as in the sample with formic acid only,
was seen.

Tack

En stor tack till mina handledare Karin Artursson, Torkel Ekman, Jelena
Jovanovic, Ase Sternesjé och Lotta Wall, samt alla pd MastitLab, SVA for all
hjélp med arbetet! Stort tack ocksa till Agnes, Sofia och dvriga kurskamrater som
hjilpt mig att timja datorerna.
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