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Sammanfattning

Detta examensarbete dr gjort inom ett storre forskningsprojekt rorande kvalitetsstyrning for
okad l6nsambhet vid produktion av ldnglagrad ost, initierat av Norrmejerier och SLU.
Examensarbetet berér mjolkens bakterieflora pa gardarna och hur den kan paverkas av
grovfodret som produceras och utfodras.

Under hosten 2017 inleddes arbetet med en litteraturstudie rorande vilka bakterier som finns i
mjoOlk och hur de kommer dit. Vidare har sammanfattande beskrivning gjorts av befintligt data
fran 43 gardar i norra Sverige rorande foderhantering och mj6lkningsrutiner vintern
2015/2016. Befintliga mikrobiologiska analysresultat fran mjolkprovtagningar februari 2016
har sammanstéllts for att ge en bild av den mikrobiologiska floran i mjolken hos dessa gérdar.
I materialet finns dven étta foderprov fran juni/juli 2016 vilka inom examensarbetet har
jamforts mot mjolkprover tagna vid samma tillfdlle, for att se vilka bakterier som kan ha foljt
med fran grovfodret till mjélken. Telefonintervjuer har genomforts med 17 av gardarna i
samband med foderprovtagning i november 2017. Detta for att kartldgga hur grovfodret som
de mjolkande korna givits har hanterats och utifran hygieniska provresultat pa
grovfoderproverna se hur de paverkats av ensileringsmetod.

Resultaten frén de hygieniska analyserna visar att det fanns mer mj6lksyrabildande bakterier,
mer jist och mindre mogel i1 rundbalar utan ensileringsmedel, jamfort med ensilage fran
tornsilos och plansilos. Mest mogel fanns i foder fran tornsilos och foder dir syratillsats
anviants. Det ar svart att veta om effekten beror pa konserveringsmetod eller forekomst av
tillsatsmedel, dé alla rundbalar (utom ett prov) saknade tillsatsmedel och alla tornsilos
behandlats med syratillsats.

Resultaten fran den mikrobiologiska studien av totalt atta foderprov och tillhdrande
mjdlkprov, indikerar att ett flertal bakterier kan ha sitt ursprung i fodret. Aven om bakterierna
har sitt ursprung i fodret ar det svart att veta om mingden av dessa bakterier i fodret kan
paverka miangden mikrober i mjolken. Vi kan anta att en hogre mangd mikrober 1 fodret ge en
okad sannolikhet for kontamination av mjélken. I mjolkproven kan vi utga ifran att bakterier
av exempelvis sldktena Acinetobacter, Clostridium, Lactobacillus, Leuconostoc, Pantoea och
Pseudomonas ha sitt ursprung i fodret.



Abstract

This master thesis has been done within a larger research project concerning quality control
for increased profitability in the production of hard cheese, initiated by Norrmejerier and
SLU. This master’s thesis pertains the microbiota of raw milk, and how it can be affected by
forage.

During the fall of 2017 the thesis work started with a literature overview concerning the
bacterial flora in raw milk and its origin. Next, a summative description was made with
existing data from 43 farms located in northern Sweden, regarding forage handling and
milking procedures during the winter of 2015/2016. Existing analysis results of raw milk
microbiota taken in February 2016 was summarised to depicture the collected raw milk
microbiota of these farms. Also, eight forage samples from June/July 2016 was compared to
eight raw milk samples from the same farms taken during the same time period. This was
done to identify which raw milk bacteria that may have their origin in the forage given to the
lactating cows. Apart from this, forage samples have been taken at 17 farms in November
2017. A telephone interview was carried out before sampling in order to map the on-farm
forage handling. The hygienic test results of these 17 forage samples was then analysed to see
if they were affected by ensiling method.

Results of the hygienic analyses showed more lactic acid bacteria and yeast, but less mould,
in round bales without additives, compared to silage samples from tower silo or bunker silo.
Tower silos inoculated with acid had the highest concentration of mould. The reason for these
differences is hard to elucidate, as all samples taken from tower silos were treated with acid
and only one sample taken from round bales was treated with additives.

Results from the microbiological study of eight forage samples and eight raw milk samples,
together with available literature, indicated that some of the bacteria in raw milk can originate
from the forage. Even if the origin is feed, it is however difficult to know if the quantity of a
bacteria in forage affects the quantity of the same bacteria in raw milk. A larger quantity of
microbes in the forage anyhow increases the likeliness of contamination of the raw milk. In
our raw milk samples for instance the genera Acinetobacter, Clostridium, Lactobacillus,
Leuconostoc, Pantoea and Pseudomonas may have their origin in the forage given to the
dairy cows.
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Inledning

Produktionen av ost dr en komplicerad process som omfattar bland annat ystning och lagring
dér manga faktorer inverkar, bland annat mjolkens kvalitet. Ldnglagrade hardostar &r
kostsamma att producera di de upptar plats i lagret under lang tid, men de har ocksé ett
relativt hogt forséljningsviarde. Mjolkens kvalitet paverkar ystningsegenskaperna, mognads-
tiden och den sensoriska kvaliteten pa den firdiga osten. Aven mjdlkens mikrobiologiska
flora har stor inverkan pad ndmnda egenskaper, vilket dr det 6vergripande temat i det har
examensarbetet.

Bakterierna i1 tankmjdlken tros frimst komma fran mj6lkmaskinen samt huden pa juvret och
spenarna (Machado et al., 2017). Juvret kan i sin tur kontamineras av luft, vatten, liggbas /
stromedel, avforing, foder, jord samt véxter pa betet (Machado et al., 2017; Quigley et al.,
2013). Dessa bakterier ska avdodas vid pastorisering av mjolken. Det dr dock visat att en rad
bakterier endast kraftigt minskar i antal {for att sedan véxa till under lagring av osten och si
smaningom ha betydelse for resultatet. Ett viktigt exempel pa en sddan grupp av bakterier ar
mjolksyrabakterier (Quigley et al., 2013).

For att fa béttre forstaelse for vilka faktorer fran garden och direfter som kan pdverka mjolk-
ravarans kvalitet, har flera forskningsprojekt startat i samarbete mellan Norrmejerier och
SLU. Det hir examensarbetet dr en del inom dessa projekt och syftar till att undersdka om,
och 1 s fall hur, den mikrobiologiska floran i mjolken kan paverkas av det grovfoder som ges
till de mjolkande korna. For att svara pa det stélldes tva hypotetiska fragor:

1. Vilka bakteriesldkten 1 tankmjolken kan ha sitt ursprung i1 fodret?
2. Hur kan hanteringen av grovfoder paverkar dess bakterieflora?



Litteraturstudie

Vid tillverkning av ost dr bakteriefloran avgorande for ostens smakutveckling, struktur och
utseende. De mjolksyrabakterier som &r viktigast vid tillverkningen av ost ingér ofta i
mjolkens bakterieflora. Man tror att denna flora i sin tur bland annat kan péverkas av det
foder som ges till de mjolkande korna (Quigley et al., 2013).

Klassificering av bakterier

Bakterier dr ett av de taxonomiska rikena och kénnetecknas som encelliga organismer utan
cellkdrna. Under bakterier finns en rad divisioner, sdsom Proteobacteria och Firmicutes.
Dessa kan 1 sin tur delas upp i klasser, ordningar, familjer, slédkten och till slut arter (Artdata-
banken, 2016). Bakteriecellerna &r mindre &n djur- och véxtceller och kan ha olika former.
Vissa dr runda (kocker), andra stavformade (stavar) eller spiralformade. Kockerna kan sitta i
par, kluster eller kedjor och &ven stavarna kan bilda kedjor (KI, 2008).

Till £61jd av tillgénglig teknik har man historiskt sett klassificerat bakterier efter for tiden
kdnda kriterier. P4 1870-talet klassificerades bakterier efter utseende, i borjan pa 1900-talet
borjade man klassificera bakterier efter deras egenskaper. Idag klassificeras de efter sldktskap
baserat pa DNA-sekvensering. Det dr dock fortfarande relevant att 1 vissa sammanhang dela
upp bakterier utifrdn deras egenskaper, till exempel nidr man pratar om mjolksyrabildande
bakterier, sporbildande bakterier eller bakterier som véxer i olika temperaturer och miljoer
(Dworkin et al., 2006e).

Ett vanligt sitt att klassificera bakterier efter egenskap dr genom gramfargning. Principen ér
att bakterierna fixeras vid ett objektglas och fargas violetta. Man tvéttar sedan glaset med
aceton/etanol varpa bakterierna fargas roda. De gramnegativa bakterierna har da tvittats rena
frén den fOrsta firgen och antar en réd farg och de grampositiva bakterierna behaller den
violetta firgen. Gemensamt for de gramnegativa bakterierna ar att de har en tunnare cellvigg
dn de grampositiva bakterierna, ca 10 nm jamfort med 20 — 80 nm. De har ocksa ett extra yttre
membran av fosfolipider, vilket de grampositiva bakterierna saknar. Vissa egenskaper kopplas
till dessa skillnader i cellviggen mellan de tva grupperna av bakterier. Tva exempel dr att
grampositiva bakterier 4r mer kénsliga mot lysozym (nedbrytande enzym som bland annat
finns 1 saliv och tarmsekret) och att gramnegativa bakterier har virmestabila endotoxiner som
frigors da bakterien dor (K1, 2008).

Ett annat sitt att dela in bakterier dr efter deras fermentationsprodukter. Nér det géller
mjOlksyrabildande bakterier kan de delas upp 1 homofermentativa och heterofermentativa
bakterier. De homofermentativa producerar huvudsakligen mjélksyra och de hetero-
fermentativa producerar mjolksyra, dttiksyra och koldioxid. I bland annat ensilerings-
processen av vallfoder ér detta viktigt dd de homofermentativa bakterierna mer effektivt
sdanker pH 1 gronmassan (Pahlow et al., 2003).

Bakteriell tillvaxt

Bakterier forokar sig genom celldelning. I en ny milj6 gar de forst igenom en anpassningsfas.
Om miljon ar fordelaktig med rétt temperatur, tillgdng pa vatten och ritt naringsdmnen gér de
in 1 en logaritmisk uppforokningsfas. Vissa bakterier kan under gynnsamma forhallanden dela
sig var 30e minut. Tillvixten kommer att uppna en stationir fas, dé lika manga bakterier dor
som nya delas. Detta kan bero pa att naringsdmnen eller syre forbrukats, eller pa en dkad halt
toxiska metaboliter producerade av bakterierna sjdlva. Om forhéllandena inte fordndras
minskar bakterierna sa sméningom i antal (KI, 2008).



Istdllet for att do vid svéra forhdllanden kan bakterier av sldktena Bacillus och Clostridium
bilda endosporer. Det gor de genom att kapsla in sin arvsmassa och viktiga proteiner innanfor
en kraftigare cellvigg som tél vdarme, uttorkning och en rad for bakterien giftiga &mnen. Pa
det viset kan sporen vila i flera artionden 1 véntan pa vatten och naringsdmnen, varpa de kan
gro och ater bli en bakterie (KI, 2008).

Bakterier i grovfoder

I ensileringsprocessen sker stora fordndringar i proportion av de bakterier som fanns pé den
levande vixten, vissa arter gynnas och andra missgynnas av den anaeroba miljon (Pahlow et
al., 2003). For att spara ursprunget till de bakterier som finns i mjolken, och som kan ha
inverkan pa ystningsprocessen, dr det darfor intressant att veta vilka som kan finnas pa den
levande vixten, i jorden runt vixterna och vad som sedan hinder vid ensilering.

Bakterier pa den levande vaxten

P4 viixter utgor bladen den storsta ytan och det tros leva 10° — 107 bakterier per cm? (Vorholt,
2012). For bakterierna ar bladet ett kortlivat ekosystem med karga forhallanden som skyddas
av ett vaxlager som begrdnsar nérings- och vattentillgdng samt d& bakterierna standigt utsitts
for UV-strdlning. Detta ger en ojdmn fordelning och tillvdxt av bakterier 6ver vaxtens yta.
Darfor bildas aggregat av minst 1000 bakterier som bland annat kan befinna sig i
kopplingarna mellan yttre lagret av vixtens celler och andra ojdmnheter (Vorholt, 2012).

I sin review-artikel menar Vorholt (2012) att det finns stora likheter 1 vilka bakteriesldkten
som koloniserar vixterna, oavsett geografiskt lige. Samma sldkten av bakterier aterkommer
men 1 olika proportion. Tva nérliggande vixter kan ha stora skillnader i sin mikrobiota och
man har kunnat konstatera att skillnaden dr storre mellan véxtarter 4n inom en véxtart.

I Tabell 1 ses en jimforelse gjord av Knief ez al. (2011). De har provtagit odlat ris (Oryza
sativa) 1 Filippinerna och jaimfort mikrobiotan i1 dessa prover mot mikrobiotan 1 faltodlad
vitklover (Trifolium repens), sojabona (Glycine max) och vildvixande backtrav (4drabidopsis
thaliana), vilka hade provtagits av Delmotte et al. (2009) 1 en schweizisk studie. De sag att
divisionerna Proteobacteria, Actinobacteria och Bacteriodetes dominerade hos alla fyra
vixtarter, men att de forekom i olika forhallanden. I Tabell 1 redovisas de bakterier som
aterfanns 1 hogst proportion (=1 %) pé de fyra vixtarterna. Pa vitklover och sojabona utgjorde
Proteobacteria 81 % av mikrobiotan. Backtrav och ris hade runt 45 % Proteobacteria och en
hogre mingd Actinobacteria. De bakterier som fanns i storst andel i de schweiziska proven
var Methylobacterium, Pseudomonas och Sphingomonas. De som fanns i hdgst proportion i
de filippinska proven var Agrobacterium, Methylobacterium och Mycobacterium.

Bland de bakterier som ndmns i Tabell 1 finns kdnda vixtpatogener inom slidktena
Agrobacterium, Burkholderia, Clavibacter, Leifsonia, Pantoea, Pseudomonas och
Xantomonas. Av dessa dr Agrobacterium och Pseudomonas vanliga kring vaxter. Sldktena
Bradyrhizobium och Rhizobium dr kvédvefixerande och ses ofta tillsammans med baljvéxter.
Bakterierna inom Erythrobacter och Rhodopseudomonas ar fotosyntetiserande och ses
vanligtvis 1 marina och fuktiga miljoer. Slédktena Sphingomonas, Sphingopyxis och
Acinetobacter ses 1 jord dar de bryter ner organiskt material. Rhodococcus dr ett mer
djurassocierat slékte dir bland annat Rhodococcus coprophilus finns 1 avforing frén idisslare
och ofta ses pa beten dar idisslare vistats (Dworkin et al. 2006a; Dworkin et al. 2006b;
Dworkin et al. 2006¢; Dworkin et al. 2006d).



Tabell 1. Slikten av bakterier som forekommer i Schweiz pa odlad vitkléver, sojabona och vild backtrav
samt pa odlat ris i Filippinerna

Division

Slakte Division

Slakte

Actinobakterier

Proteobakterier

Arthrobacter
Clavibacter
Leifsonia
Mycobacterium
Nakumurella
Nocartioides
Streptomyces
Rhodococcus
Sinorhizobium
Sphingobium
Sphingomonas
Sphingopyxis
Acinetobacter
Pantoea
Pseudomonas
Stenotrophomonas
Xanthomonas

Bacteroidetes

Kalla: Delmotte et al. (2009); Knief et al. (2011)

Proteobakterier

Acidovorax
Agrobacterium
Bradyrhizobium
Burkholderia
Caulobacter
Erythrobacter
Methylobacterium
Novospingobium
Rhizobium
Rhodopseudomonas
Bacteroides
Chitinophaga
Cytophaga
Dyadobacter
Flavobacterium
Pedobacter
Spirosoma

Hur dessa bakterier kommer till vixterna dr inte ként, men bakterieflorans sammanséttning ar
liknande frén ar till &r vilket indikerar att en lokal bakterieflora etableras. Skillnader mellan
vaxternas bakterieflora i ett geografiskt omrade tros bero pa att véixterna sjdlva paverkar vilka
bakteriearter som koloniserar dem, bland annat genom att skapa olika kemiska forhillanden

pa bladen eller via hormonell utséndring (Vorholt, 2012).

I jorden kring plantorna finns en rad for viaxterna tillvixtframjande jordbakterier vilka &r
viktiga inom jordbruket. Bakterier som finns kring véxternas rotter tillhor exempelvis sldktena
Acetobacter, Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia, Clostridium, Enterobacter, Flavo-
bacterium, Phyllobacterium, Pseudomonas, Serratia, Staphylococcus, Streptomyces, Vibrio

och Rhizobium (Bashan & de-Bashan, 2005).

Pa den levande véxten finns slidkten av bakterier som &r avgorande for ensileringsprocessen;
mjOlksyrabildande bakterier och enterobakterier. De forekommer pa delar som 1 mindre grad
exponeras av UV-stralning, under blad och lagt ner pa véxten, och i 14g proportion, <1 % av
mikrobiotan. Dessa tros hjilpa vixterna genom att producera syror och pa sé vis inhibera

patogener (Daeschel et al., 1987).

I Tabell 2 ses en lista 6ver mjolksyrabildande bakterier som isolerats fran bide vixter och
ensilage. Arter av mjolksyrabildande bakterier som ofta isoleras fran véxter ses som
fetmarkerade och de som é&r av vikt i ystningsprocessen har markerats med stjdrna. Av de
stjirnmarkta dr Lactococcus lactis, Lactobacillus helveticus och Lactobacillus delbriickii
vanlig i starterkulturer och ovriga stjirnmarkerade bakterier dr kinda non-starter LAB (lactic
acid bacteria) (se mer under Hardost — viktiga bakterier) (Quigley et al., 2013).



Tabell 2. Mjolksyrabakterier isolerade frin levande vixter och/eller ensilage med de vanligast
forekommande bakterierna fetmarkerade

Slakte Art Slakte Art
Lactobacillus La. arabinosus  Lactobacillus La. pentosus *
La. acidophilus * La. plantarum *
La. brevis * La. reuteri *
La. buchneri * La. salivarius
La. casei * La. viridescens
La. collinoides Pediococcus Pc. acidilactici
La. confusus Pc. damnosus
La. coryniformis Pc. inopinatus
La. delbriieckii * Pc. pentosaceus
La. divergens Pc. parvulus
La. fermentum * Streptococcus Sc. bovis
La. fructosus Enterococcus Ec. faecalis
La. graminis Ec. faecium
La. helveticus *  Leuconostoc Le. mesenteroides
La. homohiochii Le. oenos
La. jensenii Le. paramesenteroides
La. paracasei Lactococcus Lc. lactis *

De bakterier som forekommer i ost &r markerade med *. Icke fetmarkerade hdmtade fran Pahlow et al. (2003).
Fetmarkerade hamtade frdn Daeschel ef al. (1987). Stjarnmérkta hamtade fran Quigley et al. (2013).

Hur paverkar ensileringen bakterierna?

I ensileringsprocessen efterstravas en snabb uppforokningsfas av mjolksyrabildande bakterier.
Detta uppnés genom att skapa en syrefri miljo som gynnar dessa bakterier vilka fermenterar
glukos till framst mjolksyra men ocksa éttiksyra. Effekten blir en pH-sdankning i gronmassan
som inhiberar tillvixt av oonskade bakterier (Pahlow et al., 2003).

Under de forsta timmarna av ensileringsprocessen forbrukas syret i gronmassan av mikrober
och viéxtdelarnas respiration. Vartefter syrehalten sjunker avstannar aktiviteten hos de aeroba
mikroberna varpa mjolksyrabakterierna gér in i en uppforékningsfas och deras metaboliter
sanker pH i1 gronmassan (Pahlow et al., 2003).

Aven enterobakterier vixer till nir syrehalten sjunker under ensileringsprocessen och kommer
foljaktligen att konkurrera med mjolksyrabakterierna om tillgénglig glukos (Heron et al.,
1993). I en engelsk studie undersoktes vilka arter av enterobakterier som véxer till under
ensileringsprocessen och nir detta sker. De sag att Erwinia herbicola och Rahnella aquitilis
dominerade de forsta tva dagarna varpa Hafnia alvei och Escherichia coli tog 6ver. Om pH i
ensilaget sjonk snabbt kunde dven Serratia fonticola véxa till. Dessa bakterier konkurreras
normalt ut inom 10 dagar, vilket ar viktigt da de bildar &ttiksyra som ger otillrdcklig sénkning
av pH i gronmassan (Heron et al., 1993).

Vanligtvis initieras ensileringsprocessen av Enterococcus faecalis och Leuconostoc
mesenteroides. Efter det tar Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum och Lactobacillus
buchneri 6ver, vilka tal ett lagre pH (Daeschel ef al., 1987). Den stationdra fasen uppnas
vanligtvis efter en vecka till en manad d& de mjolksyrabildande bakterierna uppnatt ett antal
pa omkring 10'° cfu (colony forming units) per gram ensilage. Antalet mjolksyrabakterier



kommer sedan att minska till ca 107 cfu per gram ensilage till foljd av 1agt pH och brist pa
glukos (Pahlow et al., 2003).

Ensileringsmedel

Ensileringsmedel anvinds for att uppna en snabb och effektiv ensileringsprocess och fa ett
lagringsstabilt foder. I dagsliget finns tre typer av ensileringsmedel; syrabaserade medel,
kemiska medel och bakteriella tillsatsmedel. De bakteriella tillsatsmedlen kan innehalla bade
heterofermentativa och homofermentativa mjolksyrabakterier. Vanliga homofermentativa ér
La. plantarum, Pediococcus pentosaceus och Enterococcus faecium och vanliga hetero-
fermentativa ar Lactobacillus rhamnosus och La. buchneri (Sundberg et al., 2003; Oliviera et
al.,2017).

I en metaanalys av Oliviera ef al. (2017) sammanstilldes studier dér tillsatsmedel
innehallande homo- och heterofermentativa mjélksyrabakterier anvénts for att undersoka
paverkan pd ensilagets kvalitet. Metaanalysen innefattade 130 artiklar fran 1996 och framat
och rorde en médngd grédor, sdsom lusern, dvriga baljvaxter, majs och grisblandningar. De
bakterier som studerats var La. plantarum, Pc. pentosaceus, Ec. faecium, La. rhamnosus eller
en mix av mjolksyrabakterier. Vid jimforelse mellan att ha tillsatt bakteriellt ensileringsmedel
eller ¢j i ensilage sags ingen generell skillnad i midngden mjolksyrabakterier 1 det fardiga
ensilaget. Daremot sigs effekter nédr en uppdelning gjordes pa typ av groda eller tillsatt
bakterieart. Ensilerat vallgrds som behandlats med bakteriell tillsats innehdll mer mjolksyra-
bakterier dn en kontroll som inte behandlats, + 0,49 cfu/g péd en logaritmisk skala. Ingen effekt
sags 1 ensilage med hog andel baljvéxter. Tillsats av arterna La. plantarum och Pc.
pentosaceus gav en signifikant minskad miangd mj6lksyrabakterier jamfort med obehandlad
kontroll, — 0,28 cfu/g respektive — 0,58 cfu/g pd en logaritmisk skala. Tillsats av Ec. faecium
eller en mix av mjolksyrabakterier gav mer mjolksyrabakterier i ensilaget jamfort med
kontroll, + 0,55 cfu/g pé en logaritmisk skala (Oliviera et al., 2017).

[ syrabaserade tillsatsmedel 4r myrsyra och propionsyra vanliga (O Kiely et al., 2009).
Myrsyra anvénds for att forhindra tillvéxt av klostridier och forbéttra den aeroba stabiliteten.
En hog dos av myrsyra kan hdmma tillvaxt av mjolksyrabakterier. Dock péaverkas de
oonskade mikroberna mer én de syratdliga mjolksyrabakterierna vilket tar bort konkurrensen
och himningen kan ses som forsumbar. Propionsyra anvinds ofta till spannmal och till
ensilage med hog torrsubstanshalt for att forhindra tillvaxt av mogel och jést. Vid utfodring
utsétts ensilaget for syre och blir kénsligt for mogeltillvaxt, vilket till viss del kan undvikas
med tillsats av propionsyra vid inldggningen (O Kiely et al., 2009).

Kemiskt baserade tillsatsmedel bestar vanligtvis av kaliumsorbat, natriumbensoat och/eller
natriumnitrit. Dessa dr konserveringsmedel som ursprungligen dr avsedda for livsmedels-
produktion. De hdmmar tillvaxt av jast, mogel och bakterier, natriumnitrit hAimmar framst
tillvixt av klostridier (O’Kiley, 2009).

Effekt av ensileringsmetod

Fé studier har publicerade rorande hur vallensilagets mikrobiota paverkas av ensileringsmetod
och de som finns fokuserar pa oonskade mikrober. Vissa generella skillnader i mikrobiota
mellan ensilagebalar och plansilo/limpa/korv kan dnda ses. Ensilagebalar anses ha storre risk
for skador pa plasten da de har stor kontaktyta i forhallande till volym. Dessa skador ger en
lokal paverkan pa mikrobiotan, vilket ses som ytliga flickar av jast/mdgel. Jast anses vara det
som initialt véxer till, f6ljt av mogel (Sundberg et al., 2003). Pa dessa flackar finns risk for
tillvéixt av Bacillus och Clostridium samt ett antal sjukdomsframkallande bakterier. A andra
sidan finns en risk vid inldggning i plansilos om denna pagar lange. Nér silon ligger 6ppen



forbrukar enterobakterierna tillgdnglig glukos 1 gronmassan, vilket senare missgynnar
mjolksyraproduktionen och kan leda till otillrdcklig pH-sénkning (Pahlow ef al., 2003).
Enterobakterierna bryter dessutom ner nitrat som senare i1 ensileringsprocessen ar en viktig
inhibitor av klostridietillvaxt (Heron ef al., 1993). Enligt Sundberg et al. (2012) ses en negativ
effekt pa ensileringsforloppet redan vid 5 timmars inldggningsuppehall.

Aven tornsiloensilage riskerar tillviixt av bade jist och mdgel om inte fodret haller ritt
torrsubstanshalt. I en tornsilo packas fodret av sin egen vikt, vilket innebér att den Gversta
delen bor halla hogst 30 % ts for att ha tillrdcklig tyngd. Om ett alltfor torrt foder 1dggs in blir
packningen otillrdcklig, med inblandning av syre som f6ljd. Béde jast och mogel dr okénsliga
for lagt pH och kan metabolisera bade glukos och mjolksyra. Jést klarar av att leva bade med
och utan tillgdng pé syre, men klarar inte av att bryta ner mjolksyra i en syrefattig miljo.
Mogel ddaremot kraver syre for reproduktion (Sundberg et al., 2003).

Effekt av torrsubstans

Torrsubstanshalten kan paverka den mikrobiologiska floran i ensilaget. Enligt Sundberg et al.
(2003) ér ett ensilage med hog torrsubstanshalt (6ver 35 %) mindre kinsligt for bakteriell
tillviaxt. De mjolksyrabildande bakterierna dr mindre kansliga for hogre torrsubstanshalt
jamfort med manga andra bakterier, men nér halten verstiger 40 — 50 % kommer dven
mjOlksyraproduktionen att begransas i fodret. Andra bakterier, till exempel klostridier,
hdmmas av det torra fodret, men jést och mogel kan véxa till vid skada pa plasten. Lagre
torrsubstanshalt &n 30 % gor fodret mer kinsligt for tillvaxt av klostridier och enterobakterier.

I en japansk studie av Parvin & Nishino (2009) ensilerades en typ av vipphirs (Panicum
maximum) vid tva olika torrsubstanshalter, ett blotare pa 28,6 % och ett torrare pa 44,3 % och
man gjorde provtagningar efter 15, 30, 90 och 180 dagars ensilering. Arterna Lc. lactis och
La. brevis forekom i hog proportion under hela ensileringsprocessen vid bada torrsubstans-
halterna. Arten La. plantarum var aktiv under hela processen i det torrare ensilaget, men
kunde nistan inte detekteras alls 1 det blotare ensilaget. Lactobacillus pentosus tillvixte fran
dag 30 i det torrare ensilaget och fran dag 180 i det blotare ensilaget.

Mjolkens bakteriologiska sammansattning

Mjolk erbjuder ett brett sortiment av ndringsdmnen i form av fett, proteiner, kolhydrater samt
vitaminer och mineraler. Mjolk haller ocksa en hog vattenaktivitet och neutralt pH, vilket gor
den till en ideal tillvéxtplats for mikrober (Quigley et al., 2013).

Vanligaste bakterierna

De vanligaste bakterierna i komjolk dr mjolksyrabildande bakterier. De sldkten som
forekommer oftast dr Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus och
Enterococcus. Forutom mjolksyrabildande bakterier ar sliktena Pseudomonas och
Acinetobacter vanliga i mjolk (Quigley et al., 2013).

For att kartligga de vanligaste bakterierna i mjolk utforde Vacheyrou et al. (2011) en studie
pa 16 franska gardar. Prover av tankmjolk odlades pa agarplattor. Da specifika medium
anvindes kan ett begrinsat antal bakterier odlas fram, metoden tillater dven att endast de
bakterier som finns i storst antal identifieras. Bade uppbundna och losgidende system fanns
representerade bland gardarna i studien. De vanligast férekommande bakterierna var av
divisionerna Actinobacteria, Firmicutes och Proteobacteria. De identifierade sldktena inom
dessa divisioner presenteras i Tabell 3.



Tabell 3. Sliikten av bakterier identifierade i tankmjolk fran 16 franska gardar

Division

Actinobacteria

Firmicutes

Slakte
Brachybacterium
Corynebacterium
Dermacoccus
Kocuria
Leucobacter
Microbacterium
Pseudoclavibacter
Aerococcus
Bacillus
Enterococcus
Lactobacillus
Lactococcus

Kalla: Vacheyrou et al. (2011)

Division
Firmicutes

Proteobacteria

Slakte
Staphylococcus
Streptococcus
Acinetobacter
Enterobacter
Escherichia
Ochtobacterium
Pantoea
Paracoccus
Pseudomonas
Psychrobacter
Sphingomonas

I en annan studie kartlades bakterierna i silomjolk pa ett danskt mejeri i syfte att f6lja
bakterierna genom mognaden av ost gjord pa opastoriserad mjolk (Masoud et al. 2011).
Genom sa kallad PCR-amplifiering (Polymerase Chain Reaction) och sekvensering av 16S
rRNA genen hos bakterierna identifierades totalt 211 bakteriearter. Av dessa redovisades de
47 arter som fanns i en proportion motsvarande 0,1 % eller hogre. De tvé arter som fanns 1
hogst proportion var Streptococcus thermophilus och Lc. lactis, vilka fanns i en genomsnittlig
proportion pd ca 45 % respektive 21 %. I Tabell 4 redovisas de arter som fanns i en
proportion pa >0,2 % i den provtagna silomjolken.

Tabell 4. Bakteriearter i

Division
Firmicutes

Proteo-
bacteria

Slakte

Aerococcus sp. *

Enterococcus faecalis
Facklamia tabacinasalis
Jeotgalicoccus psychrophilus
Lactobacillus casei *
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus rhamnosus *
Lactobacillus sakei
Lactococcus lactis **
Pediococcus pentosaceus
Staphylococcus sparophyticus *
Staphylococcus succinus *
Streptococcus thermophilus **
Weisella hellenica

Acinetobacter sp. *
Aeromonas sp.

Kailla: Masoud ef al. (2011).
** - Proportion pa éver 6 %.
* - Proportion pa 1 -6 %.

Division

Proteo-
bacteria

Actino-
bacteria

proportion over 0,2 %, forekommande i dansk silomjolk pa mejeri

Slakte

Aeromonas hydrophila
Aeromonas popoffii
Enterobacter cloacae
Escherichia coli *
Marinomonas *
Methylobacterium extorquens
Methylobacterium sp. *
Paracoccus carotinifaciens
Pseudoalteromonas
agarivorans

Pseudomonas gessardii *
Pseudomonas sp. *
Actinomyces radicidentis
Bifidobacterium pseudolongum
Bifidobacterium sp. *
Brevibacterium linens *
Corynebacterium casei *
Rothia mucilaginosa *



Bra och daliga bakterier

Mjdlksyrabildande bakterier tros vara hdlsosamma for ménniskor genom att bland annat
stiarka vart immunforsvar (Hibberd et al., 2017). I forskning pé tjocktarmscancer har man sett
att patienter som givits bakterierna Bifidobacterium lactis och Lactobacillus acidophilus
under 28 dagar uppvisar fordndrad mikrobiota pa tarmslemhinnan och i avforingen. Bland
annat minskade méngden fusobakterier som kopplats till 6kad tillvixt av tumdrer, samtidigt
som méingden smorsyrabildande bakterier 6kade, vilka &r viktiga for uppbyggnaden av
tarmslemhinnan (Hibberd ef al., 2017).

Mjdlken kan via fodret kontamineras av bade patogena och produktférstérande bakterier. Vid
syrepéverkan av ensilage, till exempel vid skada pa siloplast, finns risk for tillvaxt av
exempelvis Clostridium botulinum, Escherichia coli, Klebsiella aerogenes och Listeria
monocytogenes. Dessa ér sjukdomsframkallande bade for djur och ménniskor och frimst L.
monocytogenes anser man kunna spridas fran foder till mjélk (Pahlow ez al., 2003).

M;jolk kan dven kontamineras av endosporer fran bakteriearterna Clostridium tyrobutyricum
och Bacillus cereus. De tillhor de tva sporbildande sléktena Bacilli och Clostridia och kan
viaxa till 1 ensilage vid forhojt pH. Vid vanlig pastorisering dor bakterien, men sporerna forblir
intakta och kan gro vid senare tillfdlle. C. tyrobutyricum ar kind for att kunna gro 1 hardostar
och ge gasutveckling och starka smakfel. B. cereus kan gro och vixa i kylskapslagrad mjolk
och orsaka koagulering och smakfel (Pahlow et al., 2003).

Varifran kommer bakterierna?

I ett franskt forsok av Monsallier et al. (2012) undersoktes hur sivil inhysning som
individuella kors egenskaper paverkade vilka bakterier som aterfanns pa juvret, dels fore
rengdring i samband med mjdlkning, dels under sjélva mjolkningen. De sdg att en god
juverhygien i samband med mjélkningen minskar miangden bakterier pa juvret da bakterier
inte hinner dterkolonisera juvret mellan mj6lkningarna. De fann koliforma bakterier pa
spenarna hos kor dir vissa moment i juverhygienen saknades, sdsom tvitt fore eller spray
efter mjolkning. Aven Lactobacillus och Enterococcus fanns i hégre grad pa kor pa girdar
med férre hygienatgérder kring mjolkning. Fler Lactobacillus och Enterococcus sags hos
dldre kor samt kor med langa och tjocka spenar. En hogre mingd Lactobacillus identifierades
pa juvret pa de gardar som utfodrade med ensilage jamfort med de som utfodrade med ho.

I studien av Vacheyrou et al. (2011) togs prover pd tankmjolk frdn 16 gardar tillsammans med
prover pa luft i stall, luft i mjolkgrop (pa de 9 gardar som mjdlkade i grop), ho som fodrades
till mjélkande kor, damm 1 stalluften och pa spenarna efter formjélkning gjord av
lantbrukaren. Identifierade sldkten av bakterier i mjolk och i omgivningsfaktorer redovisas i
Tabell 5.



Tabell 5. Sliikten av bakterier funna i mjolk och var de aterfunnits i omgivningen

Luftistall Luft mjolkrum Damm HO6 Spenar

X
X
X X
X
X
X

Aerococcus
Bacillus

S
N o

Staphyllococcus

SHCESES

Acinetobacter
Enterobacter

S

Pantoea
Pseudomonas

ST

S
S

Psychrobacter
Ochrobacterium

SEEEEE

Sphingomonas
Brachybacterium

S
S
>

Corynebacterium
Kocuria
Microbacterium

SECEE RS

X
X X X
Pseudoclavibacter X

Kalla: Vacheyrou ef al. (2011).
Slédkten tillhorande divisionen Firmicutes ses i det blda fédltet, Proteobacteria ses i det rosa filtet och
Actinobacteria i det grona féltet.

Vacheyrou et al. (2011) fann sldktet Lactobacillus 1 mjolk, men inte i ndgra av de
omgivningsfaktorer som undersoktes. Troligen pa grund av att de fanns i for litet antal och
dérfor konkurrerades ut pé agarplattorna. Forfattarna ansag att vissa arter inom sléktet
Lactobacillus ar intressanta ur ystningssynpunkt och identifierade darfor dessa via PCR. |
mjolken fann de La. amylovorus, La. curvatus, La. delbrueckii ssp. lactis, La. paracasei, La.
paraplantarum, La. plantarum och La. rhamnosus. Ingen av dessa arter kunde identifieras i
damm eller luft, men arterna La. curvatus, La. paracasei, La. paraplantarium och La.
plantarum fanns pa spenarna och 1 ho. Arterna La. amylovorus, La. delbrueckii spp. lactis och
La. rhamnosus kunde inte identifieras i ndgon av de undersokta omgivningsfaktorerna.

Bete

Tillgangen till bete har visat sig pdverka mjolkens mikrobiella sammanséttning. Hagi et al.
(2010) studerade den mikrobiella floran i mj6lken fran kor som endast gick inomhus och
observerade hur den fordndrades nir de fick tillgéng till antingen fyra eller sju timmars
dagligt bete. Bakterieslidktet Lactobacillus fanns i hogst proportion bade under stallperioden
och vid betestillgang. Redan efter dtta dagars bete uppmattes en procentuell 6kning av
andelen Staphylococcus 1 mjolken, vilket berodde pa att det totala antalet bakterier minskade
samtidigt som antalet Staphylococcus var konstant. Det sdgs ingen skillnad i celltal jamfort
med stallperioden, vilket tyder pa att de arter av Staphylococcus som férekom 1 mjolken inte
var mastitrelaterade. Antalet timmar pé bete per dag paverkade inte mjolkens mikrobiota.

Frétin et al. (2018) studerade mikrobiotan pa spenar, i mjolk och i ost (gjord pa opastoriserad
mjolk) fran betande kor i Frankrike. Prover pa spenar och mjolk, samt vidare pa osten, gjordes
1juli och september pé kor uppdelade i tvd grupper. Ena gruppen bestod av 24 kor pd 60 ha
stort extensivt bete med en rik botanisk flora, 86 olika arter, vilket enbart gddslades med
organiskt kvdve. Dessa kor gavs inget kraftfoder. Den andra gruppen bestod av 24 kor pa 30
ha stort semi-extensivt bete med en mindre rik botanisk flora, 36 olika arter, vilket godslades
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med bade organiskt kvdve och mineralgddsel. Dessa kor gavs dven 4 kg pelleterat spannmal
per ko och dag. Resultaten frin studien visade att mikrobiotan pd spenarna skiljde sig at, bade
beroende pad manad for provtagning och betesstrategi. Skillnaden i mikrobiota var tydligast pa
spenarna, men sags dven i mjolken och sedan i osten. Familjen Lachnospiraceae fanns i storre
proportion 1 mjolken frdn det extensiva betet dn fran det semi-extensiva. Skillnader sdgs ocksa
1 ostens mikrobiota dédr den extensiva gruppen hade mer Lactobacillus och mindre
Lactococcus dn den semi-extensiva. Arter fran sldktena Brevibacterium, Escherichia,
Macrococcus, Staphylococcus och Streptococcus fanns bade pa spenar, i mjolk och i ost. Inga
skillnader siags hos dessa sldkten beroende pa bete eller arstid 1 mjolk och ost.

Hardost — viktiga bakterier

Traditionellt sett har 1dnglagrad ost gjorts pd obehandlad mjolk genom spontan fermentering
av ostmassan (Monsallier et al., 2012). Vanligare idag ar att gora ost pa pastoriserad mjolk
och tillsétta en starterkultur bestdende av utvalda bakterier. Bakterierna i starterkulturen ger
osten dess smak och konsistens och dr avgorande for den langlagrade ostens kvalitet.

Vid ystning av hardost tillsétts forst starterkulturen till mjolken i syfte att bland annat sénka
pH genom att bakterierna fermenterar laktos till mj6lksyra. Dérefter tillsdtts l6pe vilket gor att
mjolkproteiner koagulerar tillsammans med det fett och vatten dessa proteiner binder varpé en
ostmassa bildas. Darefter avldgsnas vasslen, och med den de vassleproteiner som inte
koagulerat och ostmassan pressas till onskad form och storlek. Efter det saltas osten i saltbad
och liggs sedan pa lagring for att mogna. Under lagringen fortsétter fermenteringen av laktos
till mjo6lksyra, vatten/alkohol och koldioxid. Det sistnimnda ger karakteristiska bubblor i
olika ostsorter. Mjolkfetter bryts ned till fria fettsyror och kan bland annat fermenteras till
estrar vilka &r viktiga for smakutvecklingen. Proteiner bryts ner och ger sédvil smak som
onskad textur (Legg et al., 2017; McSweeney, 2017).

Bakterier viktiga for ostens mognad

Quigley et al. (2013) ndmner nagra vanliga slidkten av bakterier som &r viktiga for ostens
mognad; Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Propionibacterium och Streptococcus.
Tvé arter som ofta anvénds i starterkulturer &r Lc. lactis och Sc thermophilus, deras fraimsta
uppgift ar att sdnka pH 1 ostmassan. Lc. lactis ar d&ven proteolytisk och bryter ner aminosyror
till alkoholer, ketoner och aldehyder vilka &r viktiga for ostens smak. Sc. thermophilus avger
metaboliter som dr viktiga for smakutvecklingen och producerar exopolysaccarider som ger
osten en viskos textur.

Inom de tva sldktena Lactococcus och Streptococcus finns ocksd andra bakterier som kan ha
betydelse vid ystning. Av sldktet Lactococcus kan arterna Lc. raffinolactis, Lc. garvieae och
Lec. piscium ha viss roll vid pH-sidnkning och smakutveckling i ostar gjorda pé opastdriserad
mjolk. Dessa anvinds vanligtvis inte i starterkulturer. I sléktet Streptococcus finns arterna Sc.
uberis, Sc. agalactiae och Sc. dysagalactiae som dr mastitassocierade och dérfor oonskade.
Den sistnamnda spjélkar mjolkproteiner innan mjolkning och ger ostmassan forsamrade
koaguleringsegenskaper (Quigley et al., 2013).

Inom sléktet Propionibacterium finns fyra arter som associeras med mjolk och ost; Pb.
freudenreichii, Pb. acidipropionici, Pb. jensenii och Pb. thoenii. Den forstndmnda anvéands i
starterkulturer 1 vissa schweiziska ostar. Sliktet Leuconostoc associeras fraimst med véxter,
men arterna Le. mesenteroides och Le. pseudomesenteroides finns ockséd i mjolk (Quigley et
al.,2013).
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Lactobacillus @r ett stort slidkte pa 174 arter vilka spelar en viktig roll i tillverkning av
hardostar. Bland annat La. helveticus minskar bitterhet och 6kar smaken hos hardostar, den ar
proteolytisk och frigor dven fettsyror via lipolys vilket bidrar till smakutvecklingen. La.
delbrueckii finns 1 tva viktiga underarter, ssp. bulgaricus och ssp. lactis vilka dr starkt
proteolytiska och har pavisats 1 flera ursprungsskyddade ostar. Utdver dessa finns en rad
laktobaciller vilka ingdr i gruppen non-starter LAB och har betydelse for smak- och
strukturutveckling hos osten. De dverlever pastoriseringen och dr anpassade for klimatet 1
osten; 1ag médngd ndringsdmnen, lagt pH och 14g vattenaktivitet och vixer darfor till under
lagringstiden. Dessa bakterier ar: La. acidophilus, La. brevis, La. buchneri La. casei, La.
crispatus, La. curvatus, La. fermentum, La. gasseri, La. johnsonii, La. paracasei, La.
pentosus, La. plantarum, La. reuteri, La. rhamnosus och La. sakei. Non-starter LAB finns
dven inom sliktena Leuconostoc och Carnobacteria (Quigley et al., 2013).

Gramnegativa bakterier

Generellt ses gramnegativa bakterier som negativa for ystningsprocessen. For att fa en
bredare bild av vilka som forekommer 1 ostar gjordes en kartliggning av gramnegativa
bakterier i ett flertal franska ostsorter. Dir fann man att nira hélften av dem tillhorde familjen
Enterobacteriaceae. Ostarnas yta dominerades av sliktena Halomonas, Proteus,
Pseudomonas, Psychrobacter och Serratia. Inuti ostarna fann man Cryseobacterium,
Enterobacter och Stenotrophomonas vilka inte anses ha nagon stor inverkan pé konsistens
och smakutveckling. Tre forekommande arter av bakterier som daremot tros paverka
smakprofilen var Hafnia alvei, Proteus vulgaris och Psycrobacter celer (Quigley et al.,
2013).

Bakterier inom slidktet Pseudomonas dr extra intressanta i mjolken da de vixer vid laga
temperaturer under mjélkens lagring. De bildar enzymer som bryter ner proteiner och lipider.
Bakterierna dor vid pastdrisering men enzymerna paverkas inte utan fortsétter att vara
verksamma dven efter pastorisering. Vanliga arter av Pseudomonas ar P. flourescens, P.
gessardii, P. fragi och P. lundensis (LRF, 2014).
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Material och metod

Detta arbete dr en del i ett storre projekt. Vid huvudprojektets borjan rekryterades 43 av
Norrmejeriers mjolkleverantorer, varav fem ekologiskt certifierade, till studien.
Huvudprojektet ar uppdelat i tva etapper dér man i1 Etapp 1 provtagit och analyserat mjolken
frén alla gardar under ett ars tid. Man har d4ven samlat in data om rutiner pa gardarna och om
det foder som givits till de mjélkande korna, sdsom arter, skdrdeteknik och lagringsmetod. I
Etapp 2 har tre mindre grupper inom dessa 43 gérdar identifierats, en kontrollgrupp som ska
representera ett medel av alla gardar avseende mjdlkens bakterieflora, samt tva grupper av
géardar dir bland annat mikrobiotan i tankmjdlken skiljer sig at. Syftet var att gora ystningar
frén dessa grupper vid tre olika tidpunkter fOr att se om ystningsresultaten paverkas av
mjolkens bakterieflora och processegenskaper innan pastorisering. Vid tillfallena for
ystningarna samlas ocksa grovfoderprover in i ett forsok att med hjélp av mikrobiotan 1
grovfodret forklara en del av de skillnader som ses i mikrobiotan i mjolken. I tabell 6 ses vilka
delar av huvudprojektet som ingér eller inte ingér i examensarbetet. [Inom Etapp 2 har fler
prover tagits 4n de som star med i tabellen men de &r inte relevanta for examensarbetet.

Tabell 6. Atgiirder som utforts inom huvudprojektet och vilka som utforts, alternativt bearbetats, inom
examensarbetet

Huvudprojektet Examensarbete
Etapp1  Gardsbesok samtliga gardar Nej
Analys mjolk: koagulering, fria fettsyror mm. Negj
Bearbetat analysresultat
fran 8 gardar provtagna
sommaren 2016, samt
resultat frén alla gérdar

Analys mjolk: mikrobiota februari 2016
Sammanstillning data, kokontrollen Ja
Fermentationskvalitet grovfoder Nej

Mikrobiota frdn 8 foderprover

Bearbetat resultat

Etapp 2

Telefonintervju infor ystningstillfille

Ja, 1 av 3 tillfillen

Gérdsbesok vid ystningstillfille

Ja, 1 av 3 tillfillen

Bearbetat resultat fran 2
Hygienisk analys, grovfoder av 3 tillfdllen
Analys av mikrobiota i foder, mjolk och ost  Nej
Fermentationskvalitet grovfoder Nej
Naringsanalys grovfoder Nej

Merparten av Etapp 1 utfordes fore examensarbetets borjan. For att beskriva de 43 girdarna
skickades en enkét ut vintern 2015/16, med fragor rérande foder, stré och mjolkningsrutiner
mm. Denna enkit refereras fortsatt till som “Enkét 2016”. Kompletterande information om
aktuella forhéllanden samlades i samband med de bada gardsbesoken da dven grovfoder
provtogs (se nedan). Dessutom togs kokontrolldata ut for kontrollaret 2015/2016 rérande
mjolkparametrar sdsom fett, protein och celltal samt koparametrar sésom juverhilsoklass, ras,
laktationsnummer och laktationsstadium. Av de 43 gardarna saknades heldrsmedeltal fran fem
gardar. Manatliga mjolkprover togs fran alla gardar februari 2016 — februari 2017.
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I Etapp 2 av projektet dr syftet att géra provystningar fran tre grupper av gardar som i Etapp 1
skiljde sig ifr&n varandra beroende pd egenskaper i mjolken och dess bakterieflora. I Grupp A
ingér tre storre gardar som en kontrollgrupp. Frdn och med den andra av de tre prov-
tagningarna ingér &nnu en gard i Grupp A. I Grupp B ingar nio gérdar vilka valdes ut d& deras
mjoOlk bland annat hade bittre koaguleringsegenskaper. I Grupp C ingar fem gardar som hade
storre méngd mjdlksyrabakterier i mjolken vilket var intressant att undersoka. Totalt ingér
alltsa 17 gardar vid det forsta ystningstillfallet och 18 gardar vid de bada andra.

Vid tiden for provystningarna himtas mjolk frn varje grupp vid tre olika tillfallen under en
veckas tid och en ystning gors pa varje himtning, vilket ger totalt nio ystningar frin de tre
grupperna. Detta upprepas tre ganger med forsta himtningen i november 2017, andra 1 mars
2018 och den tredje i september 2018. I samband med dessa tre tillfdllen for provystningar tas
foderprov fran varje gard pa det grovfoder som ges till de mjolkande korna den aktuella
veckan. Novemberprovtagningen 2017 skedde inom examensarbetet och tillsammans med
SLU-handledare togs foderprov fran de 17 gardarna.

Kokontrollen

Inom examensarbetet beridknades koparametrar tagna fran provmjdlkningar i kokontrollen.
Detta for att pa gardsniva fa mer kunskap om de kor som givit mjolk till tanken for varje
enskilt mj6lkprovstillfalle februari 2016 — februari 2017. Berdkningar gjordes av den
procentuella rassammanséttning, andelen forstakalvare och andelen nykalvade kor, vilket
fordes in i ett storre dokument dér fler mjolk- och juverhdlsoparametrar ingick.

For att bestimma ras anvindes jordbruksverkets raskoder. I sammanstillningen forenklades
det till viss del genom att kalla samtliga raskoder 3 (SKB), 40 (r6dkulla) och 41 (fjdllko) for
raskod 3. En korsning av tvd olika raser, dir bada fordldrarna dr renrasiga betecknades med
raskodOraskod, till exempel 102 for (SRB*SRB). I det fall en av fordldrarna ar renrasig SJB,
Montbeliard eller Brown Swiss, men den andra fordldern dr en korsning markerades det som
raskod x, till exempel 4x (SJB*korsning). En egen kolumn gjordes ocksa for de kor som é&r
korsade mjolkras*kottras samt en kolumn for 6vriga korsningar.

Med stod av enkétsvar och kokontrolldata har en sammanfattande beskrivning av de 43
gérdarna 1 Etapp 1 gjorts rorande mj6lkningsrutiner, inhysning, grovfoderhantering och
utfodringssystem. Vissa svar dr exakta, men andra kan vara uppskattningar av lantbrukaren.

Telefonintervju

Innan den forsta foderprovtagningen i Etapp 2 genomfordes ingick det i examensarbetet att
utforma och utfora en telefonintervju med de 17 gérdarna. Intervjun syftade till att fa
information om det foder som gavs till de mjolkande korna vid tillféllet for foderprovtagning
och mjolkhdmtning november 2017. Fragor stélldes om hur fodret hanterats i samband med
skord och ensilering, vilket kraftfoder som gavs, hur utfodringssystemet sag ut pa garden samt
mjolkningsrutiner och ndgot om korna. Alla intervjufragor ses i Bilaga 1. Kompletterande
frdgor stélldes i samband med girdsbesoken. Med stdd av denna information gjordes en
sammanfattande beskrivning av mjélkningsrutiner, grovfoderhantering och utfodringssystem.

Provtagningar

Foder, Etapp 1 och 2

Foderprover i Etapp 1 togs vid tva gardsbesok, i februari/mars samt juni/juli 2016, av det
foder som for tillfillet gavs till de mjdlkande korna. Atta grovfoderprover frin sommar-
provtagningen pa atta gardar sdndes for DNA-sekvensering. Detta gjordes i syfte att testa och
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utvirdera metoden infor den sekvensering som skulle komma att goras av samtliga foder-
prover tagna i samband med provystningarna inom Etapp 2. Inom examensarbetet har
resultaten fran dessa analyser sammanstéllts, liksom fran mjélkprov inskickade pd DNA-
sekvensering fran juni och juli 2016 fran samma gardar, for att se om nagra bakterier fanns
bade i foder och i mj6lk. Sammanstillningarna har gjorts 1 Excel.

De éatta grovfoderproverna delades av mikrobiologen pa laboratoriet pa Ultuna upp 1 flera
delprov (upprepningar) for att hdja sikerheten i analyssvaren. De prov som hér benimns som
Foderprov 1 — Foderprov 8 representerar genomsnittliga virden av respektive delprov. For att
bredare beskriva mikrobiota valdes proverna ut s att innehall och konserveringsmetod skiljde
mellan dem. Foderprov 1 togs fran plansilo, andraskord av vall med bakterietillsats.
Foderprov 2 togs fran rundbal, forstaskord av vall med kemtillsats. Foderprov 3 togs fran
holada med 16sho. Foderprov 4 togs fran en hog utanfor ladugarden med gronmassa skérdad
dagen innan (forstaskdrd utan ensileringsmedel). Foderprov 5 togs fran rundbal 6ppnad dagen
innan, helsddsensilage utan tillsatsmedel. Foderprov 6 togs fran rundbal 6ppnad tva dagar
tidigare, sen forstaskord av vall. Foderprov 7 togs frén plansilo, andraskord av vall utan
tillsatsmedel. Foderprov 8 togs fran rundbal, forstaskérd av vall utan tillsatsmedel.

Grovfoderproven fran Etapp 2 tagna inom examensarbetet i november 2017 togs sé nira
grovfoderlagret som mdjligt. Om det inte har gétt att provta direkt fran silo eller bal har
provet tagits fran fodervagn el dyl. Av de fyra gérdar som lagrade i tornsilo blastes prover ut
ur silon vid provtagning pé tva gardar och pa tvd gardar hade lantbrukaren tagit ut proverna
strax innan besoket. P4 de fyra gérdar som hanterade plansilo/limpa togs foderproven direkt
frén snittytan pé silon. P& de nio gardar som hanterade ensilagebalar togs fem prov direkt frin
nyuppskuren bal, tvd prov togs fran foderbord, ett prov fran rivare och ett prov frén bal
Oppnad dagen innan. Proverna togs ut med nitrilhandskar och placerades i plastpase for att
minska risken for kontamination av andra mikroorganismer an de ursprungliga. Luften
pressades sedan ur pdsen varpa den forslots med tre varv knutet balsnore. For de gardar som
anvinde egen/inkdpt spannmal togs dven ett prov av detta med nitrilhandskar och forslots pé
samma sétt som grovfoderproven.

Fran varje gard skulle analyser goras av ett samlat grovfoderprov. Proven bereddes sé att de
motsvarade den blandning som gavs till korna; om de fick en del helsddsensilage och tva
delar vallensilage var forhéllandet i provet som skickades pa analys detsamma. Alla prov
hanterades hygieniskt med nitrilhandskar. Vissa prov som pa grund av lang stréldngd blev
svéra att blanda, klipptes till kortare l&ngder, ca 5 — 10 cm. Varje prov delades sedan in i fyra
delar. Forsta delen skickas féarsk for hygienisk analys, dvs for att bestimma mdogel, jést,
enterokocker, klostridier samt médngden LAB. Resterande prover frystes ner. Andra delen har
sants for analys av ndringsinnehéll, fermentationskvalitet samt mineraler och pa den tredje
delen ska en DNA-sekvensering goras av de bakterier som ingér. Den fjirde delen sparas som
reserv pa Robicksdalens forskningsstation tillsammans med reservprover av varje enskild
grovfoderingrediens, om det ror sig om en blandning.

Mjolk, Etapp 1

Mjolkprover hdmtades fran de 43 gérdarna ménadsvis fran februari 2016 — februari 2017.
Dessa prover analyserades av Eurofins pa bland annat naringsinnehall (fett, protein och
laktos), totala méngden bakterier och termoresistenta bakterier samt celltal och urea. Vidare
skickades mjolkprover till Ultuna (institutionen for molekyldra vetenskaper) for olika
analyser, bl.a. DNA-sekvensering for att se forhdllanden mellan olika familjer av bakterier.
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For att ge en bild av mikrobiotan 1 mjolken hos de 43 gardarna sammanstilldes inom
examensarbetet resultatet av DNA-sekvenseringen fran mjolkprover inhdmtade under februari
2016 fréan totalt 37 gardar. Mjolkproverna delades upp beroende pa om korna vid tillféllet fatt
foder fran plansilo, tornsilo, rundbal eller h6. Vidare rdknades ett procentuellt medeltal ut av
de familjer av bakterier som fanns inom dessa grupper.

Berakningar och statistik

Vid telefonintervjuerna infor novemberbesoket 2017 inom Etapp 2 berdknades den
procentuella andelen grovfoder till de mj6lkande korna pa var och en av de 17 gérdarna.
Grovfodret ar rdknat som kg ts av den totala foderstaten och méngd utfodrat baseras pa
uppgifter fran lantbrukarna. Pa sex gérdar hade lantbrukarna uppgifter om méngden kraftfoder
korna &t, men inte miangden grovfoder. For dessa gardar estimerades mangden grovfoder
korna konsumerade vid fri giva med hjilp av fodervéarderingsprogrammet Norfor,
tillhandahallet av Viéxa Sverige. En rad parametrar lades till i programmet: lantbrukarnas
uppgifter om genomsnittligt kraftfoderintag samt sort av kraftfoder, kornas ras, avkastning i
ECM (energikorrigerad mjolk), andel forstakalvare, uppskattad vikt pa kvigor och éldre kor
utifran ras, samt antagandet att kvigornas mjolkproduktion motsvarar 85 % av éldre kor.

Inom examensarbetet studerades resultaten av de hygieniska analyserna av grovfoder fran
provtagningarna i november och i mars inom Etapp 2. Detta for att undersoka inverkan av
olika lagringsmetoder eller tillsatsmedel. Den statistiska modellen yij = p + ai + ejj anvindes,
dér p dr medelvardet for hela provet, ai representerar effekten av behandlingen 1 (till exempel
bal/plansilo) och eij representerar den slumpméssiga variationen inom observationerna.
Genom berdkning med hjilp av Excel avgjordes om signifikanta skillnader fanns mellan
lagringsmetod och forekomst av tillsatsmedel i samband med lagring av grovfodret. I de fall
signifikans forekom gjordes parvisa jamforelser, aven kallat Tukey’s test, for att se vilka
behandlingar som skiljde sig ifran varandra.

En statistisk analys av sammanstéllningen av mjolkens mikrobiota frdn februariprovtagningen
2016 utfordes av handledare fran Norrmejerier. Berdkningarna gjordes i programmet Minitab
for att se eventuella skillnader i mj6lkens mikrobiota beroende pa lagringsmetoden for det
foder korna étit vid tillféllet.

Analyser

DNA-sekvensering foder och mjolk

Sekvensering anvindes for att identifiera sammanséttningen av bakteriefloran i proverna.
Detta gjordes genom att PCR-amplifiera 16S rRNA- genen, vilket dr en gen som finns i alla
bakterier och som vanligen anvénds for taxonomisk klassificering och artbestimning av
bakterier. Erhallna PCR-produkter sekvenserades med sa kallad Illumina sekvensering och
sekvensdata som genererades kvalitetsjusterades genom att sekvenser med 14g kvalitet
rensades bort. Resterande sekvenser klassificerades taxonomiskt och frén varje sekvenserat
prov erhélls dirmed vilken bakteriell sammanséttning ett prov hade. Savél levande som
forsvagade och doda bakterier detekterades i analysen (Illumina 2016; Miiller et al. 2016).

Hygieniska analyser grovfoder

Hygienisk analys av grovfoderprov frdn Etapp 2 utfordes vid institutionen for husdjurens
utfodring och vard, SLU, i enlighet med Kasmaei et al. (2014), genom att isolera bakterier ur
50 gram foderprov. Dessa odlades pé agarplattor efter tiofaldig spaddningsserie av provet.
Efter odling riknas antalet cfu manuellt och antalet levande bakterier per gram i det
ursprungliga provet beréknades pd en logaritmisk skala. For mjolksyrabakterier sattes det
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lagsta detekterbara antalet till 3,7 log cfu/g prov, 1 enstaka fall sattes de till under 2,7 log cfu/g
prov. For 6vriga mikrober sattes lagsta detekterbara vérdet till 1,7 log cfu/g prov. Vid min
bearbetning rdknades dessa virden som 3,5, 2,5 respektive 1,5.

Enterobakterier och mjélksyrabildande bakterier odlades fram genom ingjutningsmetoden,
vilket innebair att en definierad méngd av bakteriesuspensionen blandas med flytande
odlingsmedium som sedan tillats stelna i1 en petriskal. Efter att blandningen stelnat ticks det
av dnnu ett lager agar. Mjolksyrabakterierna odlades i tva olika selektiva medier. For att odla
fram mjolksyrabildande Enterococcus anvdndes Slanets-Bartley (S-B) agar och for att odla
fram Lactobacillus, Pediococcus och Leuconostoc anvindes Rogosa agar. Jast, mogel och
Clostridium odlades fram genom ytspridningsmetoden, vilket innebér att 16sning fran de olika
spadningarna droppas pé stelnad agar varpd det sprids ut i ett jimnt lager Gver plattan.
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Resultat

Etapp 1 — Beskrivning av 43 gardar

Av de 43 gérdarna har den minsta garden ett medelkoantal pd 6,8 och den storsta har ett
medelantal pa 220 arskor. Medelvérdet for alla gardar dr 66,5 kor vilket &r lagre dn det
nationella medelvérdet som lag pa 87,9 ar 2016 (Vixa, 2016).

Uppbundet system och robot ér de Mjélkningssystem

vanligaste mjolkningssystemen bland de 43

girdarna (Figur 1). De uppbundna gérdarna & Uppbundet 20
har ett medelkoantal péa 34 kor och de tva

grupper av gardar som mjolkar i robot eller 1 ‘ u Robot 18
grop har bada ett medelantal pa 96 kor. Det

vanligaste hos robotgérdarna &r att ha bara Grop 4

en robot vilket ses pa 14 gardar. Tva girdar
har tva robotar och tva gardar har tre
robotar. Antal mjolkningar per dag varierar
moellan 2,3~ ;’O pa rqbotgardarna. Ovriga Figur 1. Mjolkningssystem hos de 43 girdarna i
gérdar har tvd mjolkningar per dag, oavsett  Egapp 1. Killa: Enkit, (2016).

mjolkningssystem. Bland de 43 girdarna

finns en gard med karusellmjolkning, hidanefter riknas den i gruppen med gropm;jolkning.

w Karusell 1

I Tabell 7 ses en jamforelse mellan de 43 gérdarna i projektet och gardar i kokontrollen,
kontrollaret 2015/2016. Celltalen for gardarna &r rdknat pa Norrmejeriers manatliga
méitningar av tankmjolk februari 2016 — februari 2017. En viss skillnad kan ses i tabellen dir
gérdarna 1 projektet har ldgre celltal 4n riksmedelvédrdet men hogre fett- och proteinhalt i
mjolken. Under perioden februari 2016 — februari 2017, var avkastningen i medeltal 30,2 kg
ECM/ko/dag for de mjolkande korna péd de 43 gardarna. Andelen forstakalvare var 30 % och
andelen nykalvade kor var i genomsnitt 9 % av de mjolkande korna.

Tabell 7. Mjolkparametrar, uppgifter om de 43 girdarna jimfort med rikssnitt, frin kokontrollen

Medel 43 Gardar Medel Kokontroll Nord Medel Kokontroll

Fett % 4,40 4,31 4,24
Protein % 3,60 3,54 3,50
Celltal, celler/ml 173 200 173 000 212 000

Killa: Halt fett och protein pa 43 gardar frin Kokontrollen (2016). Ovrig statistik frin Vixa (2017).

I Tabell 8 ses en jamforelse av rasfordelning, raknat i medeltal per gard. De 43 gardarna har 1
snitt 14gre andel av raserna SLB och SRB och hogre andel SKB och SJB jamfort med
gardarna i kokontrollen.

Tabell 8. Procentuell rasfordelning, uppgifter om de 43 girdarna jaimfort med rikssnitt, fran kokontrollen

Medel 43 Gardar Medel Kokontroll

SLB 52,4 54,8
SRB 31,5 36,6
SKB 5,4 0,4
SIB 43 0,8
Ovrigt 6,4 7,3

Kalla: Kokontrollen (2016); Vixa (2017).
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Mjoélkningsrutiner

DeLaval ar det vanligaste mirket pa mjolkningsanlédggning och finns pa 27 gardar, varav sju
robotgdrdar. Nést efter det kommer Lely pé elva gardar, dér alla &r robot med fti kotrafik. Tva
mindre mirken dr Sac (tvé basladugérdar) och Fullwood (en grop och tvéd basladugérdar).

P4 alla gardar sker formjolkning av antingen robot eller skitare. Lely-robotarna borstar av
spenarna innan formjolkning och borstarna desinficeras efter varje ko. DeLaval-robotarna har
en tvittkopp som rengor spenarna med vatten och eventuellt medel varpa den blaser spenarna
torra innan formjolkning. Efter mjolkning doppas eller sprayas spenarna av roboten.

Utover DeLaval-robotarna rengdrs spenarna med endast vatten innan mjélkning pé 10 gardar.
Utdver Lely-robotarna torkas spenarna endast torra med torrt papper pa fyra gardar. Pé sju
gérdar rengér man med mjolksyrabaserat medel, pé tre gardar med vatten och sépa och pé en
gard anvénds vatten och barnolja. Efter avslutad mj6lkning anvands pa tio gérdar varken
spray eller dipp, pd 21 gardar anvinds jodbaserat medel, pa elva girdar anvéinds medel med
mjOlksyra/citronsyra, pa en gérd ortpreparat och en gérd ett medel innehéllande klorhexidin.

Inhysning

I Tabell 9 redovisas inhysningsform pa de 43 gardarna, tillsammans med underlag i liggbédsen
och stromaterial i liggbdsen. P& en gérd anvinds fiberstro, vilket framstélls genom att skilja
bort och torka fiberfraktionen fran kornas godsel (Greppa, 2014).

Tabell 9. Inhysningsform, underlag i liggbas samt stromedel hos 43 gardar

Inhysningsform Antal | Underlag Antal | Stromedel Antal
liggbas liggbas

Varm l0sdrift 19 | Gummimatta 25 Sagspan 40
Kall 16sdrift 4 Fylld madrass 10 Torvstrd 1
Varm och kall 1 Betong 7 Halm 1
16sdrift
Bésladugérd 19 | Sdgspéinslada 1 Fiberstro 1

Killa: Enkét (2016).

Grovfoder

Gardarna i studien brukar i snitt 66 ha egen mark och 97 ha arrenderad mark. De flesta
skordar sitt eget grovfoder med undantag for fyra gérdar vilka lejer in skorden. Liggtid for
vallarna varierar mellan 3 — 6 ar med 3,5 ar i medelvirde och en viss inomgérdsvariation.
Antalet skordar per ar varierar mellan 1 — 3 skordar med ett genomsnitt pa 2,2 skordar med
viss inomgérdsvariation, ofta beroende pé faltets avstand till garden.

Baljvixtandelen varierar mellan gérdarna och endast tre gérdar saknar helt baljvixter i
utsddet. Eko-gardarna har 20 — 25 % klover 1 utsddet medan de flesta konventionella gardar
har 10 — 15 % klover. Tva konventionella gardar har mindre och en gard mer.

Vallensilage utfodrades som enda grovfoder p4 22 gardar. Ovriga 21 gérdar hade i snitt 70 %
vallensilage 1 grovfoderblandningen. Utover ensilage anvénde fem av gardar hosilage
(definierat som ts hogre dn 50 %), nio gardar anvénde ho, tio gardar blandade in en liten
mingd halm och tolv girdar anvédnde ensilage av helséd eller gronfoder. De sistnimnda
bestod av vete/art, vete eller korn. Helsddsensilage utfodrades som enda grovfoder pé en gérd.

I Tabell 10 ses den huvudsakliga ensileringsmetoden av det grovfoder som givits till de
mjolkande korna vid vinter- och sommarbesdken 2016. Med finns ocksé de tillsatsmedel som
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anvéants, i de fall det forekommer. Pa tre gdrdar kombineras foder frin tornsilo och rundbalar
till mj6lkkorna. Pa en av dessa gardar anvénds inget tillsatsmedel alls, pa en gird anvinds
syratillsats 1 tornsilos och inget i rundbalarna, pa den tredje garden anvénds bakterietillsats 1
tornsilos och inget i rundbalarna. De tillsatsmedel som anvinds kan variera inom gérden, pa
tva girdar anviands kemiskt medel eller syra i rundbalarna, beroende pa skord.

Tabell 10. Typ av tillsatsmedel vid de olika lagringsmetoderna

Inget Bakterier Syra Kem
Bal 25 0 1 1
Tornsilo 3 1 5 2
Plansilo 0 2 6 0

Kalla: Enkét (2016).

Vattenférsorjning

I Tabell 11 ses vattenforsorjningen i de olika inhysningssystemen. Naturligt nog anvédnds
uteslutande vattenkoppar i bdsladugardar och i system med robotmjdlkning &r det vanligt att
kombinera vattenkopp och vattenkar.

Tabell 11. Vattenforsorjning i de olika inhysningssystemen

Bas Grop Robot
Vattenkopp 20 3 4
Vattenkar 0 1 2
Vattenkopp och vattenkar 0 1 12

Kalla: Enkét (2016).

Utfodring

Ett antal utfodringsstrategier finns representerade pa de 43 girdarna vilket visas 1 Tabell 12.
Fullfoder innebdr att allt kraftfoder och grovfoder utfodras blandat. Blandfoder innebér att en
del av kraftfodret eller spannmélen blandas med grovfodret och en individanpassad mangd
kraftfoder ges pd annat stélle. Vidare finns den 16sning dir grovfoder ges separat pa
foderbordet och allt kraftfoder individanpassas.

Tabell 12. Utfodringssystem pa de 43 giardarna

Utfodringssystem Uppbundet  Robot Grop
Fullfoder 1 2
Blandfoder + krf'i robot 4

Blandfoder + krf 1 automat 1

Blandfoder + krf i robot och automat 2

Grovfoder och krf separat pa tb 19

Grovfoder pd fb + krf i automat 2
Grovfoder pa fb + krf'i grop/robot 1 1
Grovfoder pa fb + krf i automat och i robot 10

Killa: Enkét (2016).
Krf = Kraftfoder. Fb = Foderbord.

Antal grovfodergivor varierar mellan 1 — 12 per dag med ett medelvérde pa 3,9 givor. Antalet
kraftfodergivor per dag varierar mellan 2 — 15 och medelvérdet dr 5,7 per dag. Varje utfodring
av fullfoder/blandfoder har rdknats som bade en kraftfodergiva och en grovfodergiva. Korna
antas &ta atta ganger per dag i kraftfoderautomat.
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Kraftfoderforsorjning

Den vanligaste spannmalssorten ar korn, vilket man pd 22 géardar anvinder som enda
spannmaélslag. P4 tva gardar blandas korn och havre. Av dessa gardar odlar man pa 16 st
spannmélen sjilv och atta kdper in. Spannmalen blandas pa garden med koncentrat. Ovriga 19
gérdar koper helfoder.

Mjolkens mikrobiota

For att se eventuella skillnader i mjolkens mikrobiota beroende pé fodrets lagringsmetod
redovisas mjolkens mikrobiota frén februariprovtagningen i Tabell 13. Resultaten géller 37
sekvenserade mjolkprov tagna februari 2016. I tabellen har de bakterier tagits med vars familj
finns 1 en proportion pd minst 1 % 1 minst tva prov. Dessutom har familjerna
Lactobacillaceae, Leuconostocaceae och Enterobacteriaceae inkluderats da de ér av
teknologisk relevans vid osttillverkning (Quigley et al., 2013).

Tabell 13. Relativ proportion av mikrobiota i mjolkprover, uppdelat pa huvudsaklig lagringsmetod av det
grovfoder de mjolkande korna givits

Bal Plansilo Tornsilo Ho6

(20) (7) t))

Firmicutes Aerococcaceae 6,1 8,3 6,5 9,8 >0,1
Clostridiaceae 2,6 3,1 2,6 5,7 0,099
Lacnospiraceae 5,3 5,5 5,8 7,5 >0,1
Lactobacillaceae 0,6 0,3 0,9 1 >0,1
Leuconostocaceae 0,4 0,3 0,5 0,8 >0,1
Mogibacteriaceae 1 1 1,2 1,3 >0,1
Peptostreptococcaceae | 1,3 2 1,4 4.6 0,014
Ruminococcaceae 12,2 13,1 14 12,2 >0,1
Staphylococcaceae 42 3,3 3,4 3,3 >0,1
Streptococcaceae 49 4.4 4.8 2,4 >0,1
Turicibacteriaceae 1,2 1,6 1,3 1,8 >0,1

Actinobacteria Corynebacteriaceae 3,9 4,6 4,9 7,6 >0,1
Micrococcaceae 3,4 2,1 3,8 2,5 >0,1

Bacteroidetes Bacteroidaceae 2,6 2,9 2,8 2,3 >0,1
Paraprevotellaceae 1,1 1,2 1,4 1 >0,1
RF16 0,9 1,2 1,4 1 >0,1

Proteobacteria Enterobacteriaceae 1,9 0,8 0,1 0,5 >0,1
Moraxellaceae 14 18,5 8,7 43 >0,1
Pseudomonadaceae 10,7 3.4 7,7 6,8 >0,1

Mjolkprover tagna februari 2016 fran tankmjolk pé 37 gérdar. Antal prov per lagringsmetod anges inom
parentes. Inkluderingskriterier: Minst 1 % i minst tva prov, utver teknologiskt relevanta bakterier.

Trots stora procentuella skillnader i mikribiota mellan de fyra lagringsmetoderna finns fa
signifikanta skillnader efter statistisk analys. Detta pa grund av att variationen inom
respektive lagringsmetod ir stor. De skillnader som gér att se dr att familjen Peptostrepto-
coccaceae finns 1 storre proportion i de tva proverna fran gardar som utfodrades med hé. En
tendens till skillnad ses ocksé hos familjen Clostridiaceae dér det verkar finnas hogre andel i
proverna fran hogardar. De familjer som forekom 1 stérst proportion i mjolken var

21



Ruminococcaceae och Moraxellaceae. Vidare fanns ocksd Lacnospiraceae, Staphylo-
coccaceae, Streptococcaceae, Corynebacteriaceca och Pseudomonadaceae i en hog
proportion.

Mikrobiota i foder och mjolkprov

Av de grovfoderprov som togs i juni/juli 2016 1 Etapp 1 valdes étta partier ut for DNA-
sekvensering av mikrofloran. I Tabell 14 specificeras de familjer och sldkten av bakterier som
fanns 1 mjolkproven tagna samma period, och jamfors mot de som fanns i fodret. Det som
redovisas dr den procentuella andelen av totala antalet bakterier i varje prov. De sldkten som
star ndmnda dr de dir minst 2 % funnits 1 minst ett prov. I de fall ett slikte funnits i bade
mjolk- och grovfoderprov, ndmns dven dessa i tabellen i de fall dér minst ett prov har en
hogre andel &n 0,5 %. Endast virden 6ver 0,1 % visas. Posten ”Ovrigt” i Tabell 14 innefattar
de bakterier som forekom i for l&g andel for att inkluderas i tabellen, samt de bakterier som
inte sekvenserats ner till familjeniva, utan bara sekvenserats till division/ordning etc. Parti 2
inneholl en stor andel Cyanobakterier, vilka gor posten Ovrigt stor.

I Tabell 14 ses vissa slikten aterkomma i bade mjolk och foder pd samma gérd. Till exempel
Clostridium, Lactobacillus, Leuconostoc, och Pseudomonas. Vidare upptrader en rad slédkten
mer oregelbundet, de finns 1 bade foder- och mjdlkprover, men inte pad samma gard; exempel
ar Carnobacterium, Pediococcus, Staphylococcus och Rhodococcus. Vissa bakterier forekom
endast 1 mjolk, sdsom Facklamia och vissa endast i foder, sdsom Serratia.

De tva prover som bestod av ho respektive gronmassa skiljer sig frdn de ensilerade proverna
genom att de 1 det ndrmaste saknar mjolksyrabakterier och har betydligt storre andel
enterobakterier. De sticker ocksé ut genom att ha storre andel Janthinobacterium,
Pseudomonas och Sphingomonas. Gronmassaprovet sticker ocksa ut genom att vara det enda
som innehaller Staphylococcus och genom att ha hdg andel Arthrobacter.
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Tabell 14. Procentuell andel av bakterier i atta grovfoderprover jimfort med andelen av bakterier i 4tta mjolkproven fran samma étta giardar, juli 2016

M2 P2 M3 P3 M4 P4 M5 P5 M6 P6 M7 P7
. Lsk, . Gronma Helsad Vall, 2sk,
Slakten i::,n Losho ssa bal bal .f;ra
Aerococcaceae Facklamia 2,5 0,2 0,3
Carnobacteriaceae Carnobacterium 0,1 0,1 2,6 0,2
Clostridiaceae Clostridium 0,6 04 0,1 0,4 5,5 0,1 0,1 83
SMB53 2,2 0,1 0,1 0,4 0,3 0,3 3,1 (0,1
Enterococcaceae Enterococcus 0,1 2,0 0,1 0,1 0,1
Lachnospiraceae Oidentifierad 1,9 03 0,1 0,1 0,1 02 |0,1
Lactobacillaceae Oidentifierat 0,1 29 53 0,1 0,1 25 39
Lactobacillus 0,7 39 1,2 10,3 0,7 0,3 0,6 0,1 3,9 76,6 38,5
Pediococcus 0,2 0,4 5,9 10,7 1,6
Leuconostocaceae Oidentifierad 1,7 0,1 7,9 2,1 62 8,6 1,1
Leuconostoc 0,3 4.7 1,6 1,1 7,6 0,1 4 39
Listeriaceae Brochothrix 71
Peptostreptococcaceae Oidentifierat 1,7 0,1 0,4 02 3,1 |0,
Planococcaceae Oidentifierat 0,5 0,6 0,2 0,4
Ruminococcaceae Oidentifierat 8,4 0,5 0,5 0,4 0,9 0,2
Staphylococcaceae Staphylococcus 2,0 0,2 4.6 5 5,4
Streptococcaceae Lactococcus 3,5 0,2 0,5 1,4 17,6 0,1 0,4
Streptococcus 10,9 33 12,6 1,3 0,1 0,8 0,1
Andel Firmicutes 46,1 45,4 (3,7 66,3 (229 0,8 72,4 18,2 34 844 |22 72,11(45 998 (0,7 86,1
Corynebacteriaceae Corynebacterium 8,1 1,5 2,0 1,4 0,7 0,2
Micrococcaceae Arthrobacter 0,2 0,1 0,1 2,3
Kocuria 1,2 0,8 2.4 0,3
Nocardiaceae Rhodococcus 0,1 1,8 0,1 0,1 0,1
Andel Actinobacteria 9,6 02 |0 0,2 |54 1,5 0 8,0 45 0 1,7 1,0 |0,7 O 0,2 0,1
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Bacteroidaceae Bacteroides 0,1 1,1
Cytophagaceae Hymenobacter 0,6 2 0,1 0,1
Flavobacteriaceae Flavobacterium 0,1 1.8 0,4 0,4 1 0,7
Prevotellaceae Prevotella 0,2 1,3
Sphingobacteriaceae Pedobacter 0,1 1,8 1,9 2,2 0,5
Weeksellaceae Cryseobacterium 0,1 0,1 0,7 1,3 0,1 0,1 0,6 0,1 1,1
Andel Bacteroidetes 2,1 58 |0 0 0,2 4,3 0 8,9 0,1 0 0,1 51 |0 0 0,1 2,8
Acetobacteriaceae Acetobacter 0,1 1,7
Campylobacteriaceae Arcobacter 0,1 94 0,1
Comamonadaceae Comamonas 4.5 0,1 0,1
Enterobacteriaceae Oidentifierad 0,1 03 0,2 (0,2 26 12,3 0,1 3,6 1 03 45
Pantoea 1,1 04 0,5 6,5 1,3 5,5 0,1 0,2 0,2
Serratia 0,7 0,2 10 0,7
Yersinia 0,2 0,1 4,7 0,2 25 1,1 0,1
Halomonadaceae Halomonas 0,3 3,0 0,9
Moraxellaceae Acinetobacter 1,0 15 0,3 0,3 19,2 0,9 0,5 0,8 6,0 0,4
Enhydrobacter 3,4 1,2 0,2 0,2
Oxalobacteriaceae Janthinobacterium 0,4 17 3,2 1,0 0,7 2,4
Pseudomonadaceae Pseudomonas 3,7 3,7 |96 59 16 2,4 10,2 51 89 04 |83 0,1 (94 0,2
Sphingomonadaceae Sphingomonas 0,1 0,1 6,3 9.9 0,2 9,4 1,3
Xanthomonadaceae Stenotrophomonas 0,1 1,2 0,2 02 3 0,5 0,2
Andel Proteobacteria 11,8 48,1196 29 |653 83,5 |27,6 57,6 57,2 154 90,5 20,3 (89,3 0,2 |951 10,7
Ovrigt 424 16,2 (0,3 39,3|10,7 22,5 |0 33,6 7,1 3,5 6,1 286 |7,1 82 |39 39

Fargkodning: Ljusblatt: Firmicutes. Ljusbrun: Actinobacteria, Ljusgron: Bacteroidetes. Rosa: Proteobacteria.

Forkortningar: sk: Skord. ps: plansilo. Bakt: ensileringsmedel, bakterietillsats. Kem: ensileringsmedel, kemtillsats. Syra: Ensileringsmedel, syratillsats.

P1= Grovfoderprov 1. M1= Mj6lkprov 1, tagna fran samma gard och vid samma tillfdlle som Foderprov 1.

Inkluderingskriterier: slakten som utgdr mer &n 2 % i minst ett prov, alternativt finns i bade mjolk och foder pa samma gard och utgoér minst 0,5 % i minst ett prov.
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Etapp 2 — Beskrivning av 17 gardar
I Etapp 2 valdes tre grupper ut med totalt 17 gardar. Nedan foljer en beskrivning av dessa
baserat pa bland annat de telefonintervjuer som gjordes infor gardsbeséken i november 2017.

Medelkoantalet pa de 17 gardarna dr 75 kor, med en spridning fran 20 — 185 kor. Vanligast dr
rasen SLB vilken utgdér majoriteten péa nio gardar. En majoritet av SRB, SKB eller en jaimn
fordelning av SRB/SLB fanns pé tvd girdar vardera. En gard har en majoritet av SJB och en
har ungefirlig lika stor férdelning av SLB, SRB och SJB.

Mjoélkningsrutiner och inhysning

Korna mjolkas i1 robot pé sju gardar, pa bas pa sex géardar och i grop pa fyra gardar. Av
gérdarna med robot har fyra girdar méarket Lely och tre har mérket DeLaval. Gdrdarna med
robotmjolkning har i snitt 2,6 mjolkningar per dag och de andra gardarna har tva mjolkningar
per dag, oavsett system.

Pa alla gardar mjolkas spenarna ur fére mjolkning och torkas rena. I Tabell 15 ses de medel
som anvinds for rengdring av spenar innan mjolkning i de olika mjélkningssystemen. P& fem
gérdar torkas spenarna endast torra, pd sex gardar rengors de med vatten, pa tvd girdar med
sapa och pa fyra gardar anvinds mjolksyrabaserat medel. Efter avslutad mj6lkning anvénds
jodpreparat pa elva gardar, pa tvé girdar anvinds mjolksyrabaserat medel och pé den sista
garden anvinds ett Ortpreparat 1 form av en tjockare dipp vilket ska fungerar som en
skyddande barridr och paskynda forslutningen av spenkanalen.

Tabell 15. Mjolkningssystem samt rengoringsmedel som anviinds fore mjolkning (6verst) och behandling
av spenar/juver efter mjolkning (underst)

Innan paborjad mjolkning

Mjolkningssystem Torkar torrt  Torkar vitt Sipa Mjolksyra

Robot 4 3

Uppbundet 1 2 1 2

Grop 1 1 2

Efter avslutad mjolkning

Mjolkningssystem Jod Mjolksyra Ortpreparat Inget

Robot 6 1

Uppbundet 4 1 1

Grop 1 1 1 1
Utfodring

Pé alla gérdar finns rutiner for att hilla foderbordet rent. Pa tre gardar sopas foderbordet tvé
ganger per dag, pa tio gardar sopas foderbordet dagligen och pa tva gérdar sopas foderbordet
vid behov. I Tabell 16 ses utfodringssystemen pa de 17 gérdarna. P4 de sex girdarna med
uppbundet system ges grovfoder och kraftfoder separat pa foderbordet. De gérdar som
utfodrar med fullfoder mjolkar i grop. Av robotgardarna ges korna kraftfoder i roboten pa sex
av sju gardar. Pa en gard ges inget kraftfoder i roboten utan endast i kraftfoderautomat.

Den genomsnittliga grovfoderandelen i foderstaten ligger pa 61 %, med ldgsta andelen pa 50
% och hogsta pd 77 %. P4 girdarna ges 1 snitt 4,4 givor av grovfoder varje dag. Som
grovfodergiva riknas varje utfodring av rent grovfoder, fullfoder samt blandfoder. P4 étta
gérdar ar foderbordet s brett att korna inte nér allt foder. Av den anledningen ingar ett antal
“tillputtningar” av foder i de dagliga rutinerna. Det kan ses som en extra giva da dven
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lantbrukarna upplever att det stimulerar korna till att ga och dta en extra gdng. Det géller dven
de kor som stdr uppbundna. Om &dven dessa tillputtningar av foder réknas in blir antalet
grovfodergivor per dag i medeltal 5,8.

I medeltal ges korna 6,7 givor kraftfoder per dag. Som kraftfodergiva riknas varje giva av
kraftfoder pa foderbordet, i kraftfoderautomat, grop eller i robot. Da bade fullfoder och
blandfoder innehéller kraftfoder rdknas ocksa varje giva av detta som en kraftfodergiva,
eftersom det kraftfodret ocksa torde paverka aktiviteten i vommen.

Tabell 16. Antal berittningar med respektive utfodringssystem
Utfodringssystem Antal
Fullfoder 2

Blandfoder + kraftfoder i robot

Grovfoder och kraftfoder separat pa foderbord

Grovfoder pé foderbord + kraftfoder i automat

Grovfoder pa foderbord + kraftfoder 1 grop

Grovfoder pd foderbord + kraftfoder i automat och i robot

W — N O W

Grovfoder

Vid tidpunkten for novemberprovtagningen lagrades det grovfoder som dé utfodrades i
rundbal pd nio gardar, 1 tornsilo pé fyra gardar, i plansilo pa tre girdar (varav en gav 6 % av
grovfodret fran rundbalar) och pa en gard lagrades grovfodret i limpa. Rundbalarna pé alla
gardar pressades 1 en sa kallad kombimaskin vilken pressar och nétar balarna varpa de
omedelbart plastas. Plansilos tog 2 — 3 dagar att fylla och ingen tillfallig tickning utférdes vid
inldggningsavbrott pa natten.

Pé fem gérdar gavs en andel pa mellan 25 och 67 % helsédsensilage i1 grovfoderblandningen.
Pa tre av dessa gardar lagrades helsiddsensilaget i rundbal, pa en gard i tornsilo och pa en gérd
1 plansilo. Varen 2017 var torr vilket resulterade 1 dalig tillvixt och lag forstaskord. Hosten
déremot gav ovanligt stor nederbdrd med blott foder och svérighet att troska torr spannmal
som foljd. Darfor valde flera av de intervjuade att oplanerat ta helsddsensilage istéllet for att
troska.

Pé atta av de 17 gardarna anvindes tillsatsmedel 1 ensilaget (fyra plansilo/limpa och fyra
tornsilor), varav sju hade syra och en hade kemiskt tillsatsmedel. Syratillsatsen innehaller
vanligtvis propionsyra och myrsyra. Det grovfoder som gavs vid novemberprovtagningarna
holl 1 snitt en torrsubstanshalt pa 35 % 1 vallensilaget och 31 % i helsddsensilaget (baserat pa
telefonintervju). Kloverandelen i vallensilaget lag 1 snitt pa 15 %, fran runt 5 — 30 %, vilket &r
uppskattad andel av lantbrukarna och inte rdknat pa andelen i utsédet.

Av de 17 géardarna gavs de mjolkande korna vid novemberbesoket endast forstaskord pa fem
gérdar, endast andraskdrd pa fyra girdar och endast tredjeskord pd en gard. Pa sju av gérdarna
blandades forsta och andra skord, sex av dessa lagrade fodret som rundbalar och en i plansilo.
Det dr en stor spridning i skordedatum mellan girdarna. Forsta skorden ar tagen mellan 25
juni och 25 juli, andra skorden dr tagen mellan 30 juli och 15 september. Skordedatum for
helsddsensilaget varierar mellan 11 augusti och 2 oktober.

Medeldldern pa vallarna dér foder togs till de mjélkande korna var 2,4 ar och varierade mellan
forsta till fjardearsvall.
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Hygienisk kvalitet foderprov

Vid foderprovtagningarna i november 2017 och februari 2018, pa 17 respektive 18 gérdar,
togs prover bland annat for hygienisk analys, vilka skickades farska till Ultuna. I Tabell 17
och 18 ses medelvirden av analysresultaten angivet i log cfu/gram prov. I de fall signifikans
forekom gjordes Tukey’s test for att se vilka behandlingar som skiljde sig ifrdn varandra,
vilket i tabellerna illustreras med olika bokstiver; abc.

I Tabell 17 delas provsvaren upp efter lagringsmetod dér minst 80 % av provet ska ha lagrats
med angiven metod. Tabellen antyder att médngden enterobakterier, klostridiesporer samt de
mjOlksyrabildande bakterierna Lactobacillus, Pediococcus och Leuconostoc (odlade pa
rogosa-medium) inte paverkats av lagringsmetod. Déremot ses en skillnad 1 halt av jést,
mogel och Enterococcus (odlade péd s-b medium). Rundbalarna innehéller en hogre halt jast
och Enterococcus én ensilaget frén tornsilo och plansilo/limpa och har mindre méngd mogel.
Ensilaget fran tornsilos har storst médngd mogel.

Tabell 17. Medelvirden fran hygienisk analys av firska foderprov tagna november och februari, uppdelat
pa lagringsmetod (log cfu/gram prov)

LAB LAB
Jast Mogel Enterobakterier Klostridiesporer (rogosa) (s-b)
Rundbal
a9 4,32 1,6¢ 1,6 1,6 7,7 5,6?
Tornsilo
t)) 2,7° 2,9 1,5 1,8 7,2 4,1°
Plansilo/
limpa (8) 2.8° 2,0° 1,5 2,1 6,9 3,9
p-viarde <0,01 <0,001 >(),1 >(),1 >0, 1 <0,01

Kalla: Resultat fran hygieniska analyser utforda vid Inst. for husdjurens utfodring och vérd, SLU, 2017.
Inom parentes anges antalet prov inom gruppen. Signifikanta skillnader anges med olika bokstdver: abc.

I Tabell 18 delas provsvaren upp mellan de gardar som anvénde olika ensileringsmedel i en
eller flera delar av sin grovfoderblandning. Liksom 1 Tabell 17 ses ingen skillnad i1 férekomst
av enterobakterier och klostridiesporer. De grovfoderpartier som behandlats med syratillsats
hade mindre jdst men mer mogel dn de obehandlade partierna. De obehandlade proverna har
ocksé storre mingd Enterococcus.

Av de prov av ensilage som behandlats med kemiskt tillsatsmedel kom ett prov fran rundbal
och tva fran plansilo. Av de syrade proven kom atta fran tornsilo och sex fran plansilo/limpa.
De 18 prov som inte blivit behandlade med ensileringsmedel kom alla fran rundbalar.

Tabell 18. Medelvirden fran den hygieniska analysen av farskt foderprov angivet i log cfu/gram prov,
uppdelat pa forekomst av ensileringsmedel i mer én 60 % av grovfodret

LAB LAB

Jiast Mogel Enterobakterier Klostridiesporer (rogosa) (s-b)
Utan (18) 43* 1,6 1,6 1,6 7,7 5,6
Syra (14) 2,9° 2,6° 1,5 1,9 6,9 4,1°
Kem (3) 2,6° 1,7° 1,5 1,7 7,6 4,3°
p-virde <0,01 <0,001 >0,1 >0,1 0,05 -0,1 <0,01

Kalla: Resultat fran analyser utforda vid Inst. for husdjurens utfodring och vérd, SLU.
Inom parentes anges antalet prov inom gruppen. Signifikanta skillnader anges med olika bokstdver: abc.
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Diskussion

Det dr svart att dra ndgra absoluta slutsatser med det begransade underlag som inhdmtats inom
examensarbetet, men med hjilp av litteraturstudien kan resultaten frén Etapp 1 och Etapp 2
diskuteras.

Etapp 1

Gardsbeskrivningar

Medeltalen fréan de 43 gérdar som ingick 1 Etapp 1 skiljer ndgot jaimfort med riksmedeltalet.
Gardarna ar generellt mindre med ett medeltal pa 66,5 arskor jamfort med 87,9 som var
medelvérdet for kokontrollen 2016. Snittet dras ned av det relativt stora antalet sma gardar
med uppbundna kor som ingér, vilka har en genomsnittlig beséttningsstorlek pa 34 kor.

Rasfordelning

Enlig rasfordelningen som ses 1 Tabell 8 har vara gérdar 1 snitt ldgre andel SLB och SRB men
betydligt hogre andel SKB och SJB én rikssnittet. Detta kan delvis bero pé att minga har
dldre basladugardar vilket kan tillata en mer extensiv mjolkproduktion dér korna fér lagre
méngd kraftfoder och f6ljaktligen mjolkar mindre. Ett sadant system har storre mojligheter att
anvénda raser med ldgre mjolkproduktion, men som kan anses ha andra fordelar f6r den
enskilda lantbrukaren. Gdrdar dar man byggt nytt har vanligtvis hoga fasta byggnadskostnader
vilket kréaver en hog mjolkproduktion som raserna SLB och SRB kan erbjuda.

Mjolkparametrar

Skillnaderna 1 mjolkparametrar jaimfort med riksgenomsnittet (Tabell 7) kan ocksé delvis
hérledas till rasfordelningen. De 43 gérdarna har lite hogre fett- och proteinhalt &n rikssnittet
vilket troligen bland annat beror pa den storre andelen Jerseykor.

Jamfort med riksmedelviardet har de 43 gérdarna, i linje med det nordliga distriktet i ko-
kontrollen, betydligt lagre celltalsmedelvirde. Enligt Vixas sammanstéllning (2017) ses att
uppbundna basladugardar i medeltal har nagot liigre celltal in 16sgiende system. Aven gérdar
med ett medelkoantal under 49,9 har lagre celltal dn de storre gardarna inom samma
mjolkningssystem (robotgérdar bortrdknade), enligt Vidxas dversikt av alla kokontrollens
géardar. Det relativt stora antalet sma uppbundna gardar kan vara en del av forklaringen till de
lagre celltalen i norr. En annan anledning kan vara att Norrmejerier sedan lange har premierat
laga celltal i mjolken.

Mjolkens mikrobiota, februariprover

Den procentuella fordelningen av familjer av bakterier 1 mjolken inom de olika lagrings-
metoderna for foder ses i Tabell 13. En signifikant skillnad mellan lagringsmetoder sags i
familjen Peptostreptococcaceae dér de tvd hoproverna hade nidgot hogre varden @n proverna
med ensilage. Arter fran familjen finns vanligtvis i godsel och jord (Slobodkin, 2014) vilket
kan vara ursprunget till dessa bakterier. Sldktet Peptostreptococcus har tidigare isolerats
frdn mjolk (Quigley et al., 2013). Orsaken till att inte fler skillnader sdgs beror pa de stora
variationerna med manga hoga och ldga virden inom samma lagringsmetod.

Anledningen till den stora variationen &r troligen att betydligt fler faktorer paverkar mjolkens
mikrobiota dn hur det foder som korna éter har lagrats. Fodrets mikrobiota paverkas ocksa av
torrsubstanshalt, ensileringsmedel, artsammansittning etc (Heron et al., 1993; Oliviera et al.,
2017; Sundberg et al., 2003). Flera omgivningsfaktorer i stallet kan ocksé péverka,
Vacheyrou ef al. (2011) sag att vissa bakterier som fanns 1 mjolken dven fanns pa juvret, i
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fodret, damm och luft. Aven individuella kors egenskaper, sdsom &lder och juvrets form, kan
ha inverkan pd vilka bakterier som finns pa juvret, liksom hygienrutiner kring mjélkning
(Monsallier et al., 2012). Aven betets egenskaper kan paverka (Frétin et al., 2018).

Trots att signifikans saknas gar det att se vissa procentuella skillnader inom vissa familjer i
Tabell 13. Tre av familjerna dr Enterobacteriaceae, Moraxellaceae och Pseudomonadaceae
dar sldktena Pantoea, Acinetobacter respektive Pseudomonas ingér. Dessa tre sldkten ses
bade i foder och mjolk pad samma gardar i Tabell 14, de isolerades ocksa bade fran mjolk och
ho av Vacheyrou et al. (2011) och ar identifierade som vanliga sldkten pa den levande vixten
(Knief et al., 2011) och vanliga i mjolk (Quigley et al., 2013). Acinetobacter och Pseudo-
monas ar koldtoleranta bakterier, vilket kan forklara den hoga andelen av dessa i mjolk-
proverna dé de véxer till under kyllagring. Enligt Quigley ef al. (2013) verkar koldtéaliga
bakterier vara vanligare 1 mjolken vid kallare arstider, vilket kan vara en bidragande orsak till
att Acinetobacter fanns 1 hogre proportion i Tabell 13 (februariprover) jamfort med Tabell 14
(juliprover). Mycket tyder alltsé pa att dessa bakterier kommer frén fodret och med ett storre
underlag dr det mdjligt att signifikanta skillnader beroende pé lagringsmetod skulle kunna ses.

Jamforelse med litteratur

I vara prov amplifierades 16S rRNA- genen hos bakterierna via PCR, varpé den sekvens-
erades for att identifiera art. I denna metod amplifieras arvsmassa frén savél levande som
forsvagade och doda bakterier. I studien av Masoud ef al. (2011) anvéndes en liknande metod,
vilket gor att denna studie direkt kan jimforas mot vara data. I studien av Vacheyrou et al.
(2011) odlades bakterierna ddremot pa agarplatta, vilket innebér att de bara identifierat de
bakterier som &r 1 gott skick, dven bakterier 1 lagt antal riskerar att falla bort da de kan bli
utkonkurrerade av de som finns i stort antal. Vid jimforelse mellan véra prov och de tva
studierna gar det darfor att jimfora fordelning av bakterier med Masoud ef al. (2011), men det
gér bara att ndmna att samma bakterier dven hittats i studien av Vacheyrou et al. (2011).

Vara mjolkprover skiljer sig fran bland andra Masoud et al. (2011) genom att minga olika
bakterier dr representerade 1 en jimnare fordelning. Tva familjer finns i en genomsnittlig
proportion pa over 10 %; Moraxellaceae och Ruminococcaceae. Familjen Moraxellaceae
bestar i vara prov av slédktena Acinetobacter och Psychrobacter. Vacheyrou et al. (2011)
odlade fram bdda dessa sldkten fran sina mjolkprov medan Masoud et al. (2011) uppmitte 2
% Acinetobacter sp. men inga Psychrobacter 1 silomjolken. Familjen Ruminococcaceae ér
intressant da den finns i s4 hog andel i vara prov, men i 14g médngd i de referenser jag funnit.
Quigley et al. (2013) ndmner arten Ruminococcus flavifaciens vilken ocksé fanns 1 0,1 %
proportion i den danska silomjolken (Masoud ef al., 2011). Sléktet Ruminococcus kommer
troligen inte fran fodret utan dr vanlig 1 vommen dér de bryter ner cellulosa (Krause &
Russell, 1996). Varfor de utgdr en sé stor andel av februariproverna hos de 37 gérdarna gér
bara att spekulera i. Kanske dr det en konsekvens av hog grovfodergiva och att korna star
tillsammans inomhus vilket gor att dessa bakterier ackumuleras i stalluften.

Négra generella skillnader gér att se mellan mikrobiotan i vara mjélkprover och i den franska
och danska mjolken (Tabellerna 3, 4 och 13). Flera av de sldkten som sags inom divisionen
Actinobacteria i den franska mjolken saknas i véra prov, eller finns i mycket lag proportion,
under 0,1 %. Betrdffande den divisionen liknar véra prov mer den danska mjolken (Masoud et
al., 2011; Vacheyrou et al., 2011). Inom divisionen Bacteroidetes finner vi en rad bakterier i
vara prov vilka saknas bade i den danska och franska mjélken, alternativt finns 1 mycket 1ag
proportion. Vissa av dessa bakterier, sdsom slidktena Bacteroides och Prevotella, aterfinns
liksom Ruminococcus i vommen (Krause & Russell, 1996).
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Inom divisionen Firmicutes ses flera likheter men ocksé vissa dvergripande skillnader mellan
mikrobiotan i vara prov och i de franska och danska (Tabellerna 3, 4 och 13). De franska
proven uppmdtte en viss del Bacillus, vilket fanns i mycket liten andel i vara prov (Vacheyrou
et al.,2011). De danska proven hade betydligt hogre andel mj6lksyrabildande bakterier.
Halten Lactobacillus 1ag déar pé knappt 10 %, jamfort med 0,5 % 1 vara prov. Sliktena
Lactococcus och Streptococcus (inom familjen Streptococcaceae) hade en sammanlagd
proportion pd knappt 5 % i vara prov och utgjorde totalt 66 % i den danska mjélken (Masoud
et al.,2011). Vidare fanns en rad bakterier 1 var mjolk som tycks saknas i den franska och
danska mjolken, sdisom Clostridiaceae, Lachnospiraceae, Peptostreptococcaceae och
Turicibacteraceae.

Att klostridier saknas i1 de franska proverna bor kunna bero pa att de fodrade med ho
(Sundberg et al., 2003). Nagot motsdgande &r att vara tvd mjolkprover fran gardar som
utfodrat med ho (Tabell 13) hade nagot hogre méngd klostridier dn de prover som kom frén
ensilageutfodrade kor. Mojliga orsaker till klostridier i dessa tva prover kan vara sporer i
fodret, exempelvis pa grund av 14g stubbhdjd/sorkhal pa dker. De kan ocksd komma fran
stromedlet i basen (Quigley et al., 2013). Att den danska mj6lken innehéller sa mycket storre
andel mjolksyrabildande bakterier kanske delvis ocksé kan forklaras med fodret. Monsallier et
al. (2012) sag att de gardar som utfodrade med ensilage hade mer Lactobacillus i mjolken &n
de som utfodrade med ho, vilket kan vara forklaringen till att de danska proverna hade mer én
de i studien av Vacheyrou et al. (2011). Det forklarar dock inte varfor vara mjolkprover hade
lagre andel Lactobacillus.

Inom divisionen Proteobacteria ses bade skillnader och likheter i var mjolk jamfort med den
danska och franska (Tabell 3, 4 och 13). Andelen Pseudomonas stimmer 6verens, liksom
andelen Enterobacteriaceae. Daremot skiljer sig fordelningen av sldkten inom familjen
Enterobacteriaceae; véra prov utgors av Pantoea, Serratia och Yersinia, samt en mindre andel
Escherichia och Citrobacter. De franska mjolkproven innehaller Pantoea och Yersinia, och
de danska proven innehéller endast E. coli, men i mycket hogre andel.

Effekt pa ostproduktion

Innan ystning &r det vanligt att pastorisera mjolken, vilket kraftigt reducerar antalet bakterier.
Vissa bakterier kan ddremot dverleva och ha mojlighet att paverka smak- och struktur-
utvecklingen i osten. En kiind sddan kategori av bakterier dr non- starter LAB vilka till stor
del finns inom sldktet Lactobacillus (Quigley et al., 2013). Detta slékte fanns i 1ag proportion
1 vara mjolkprover, vilket kan betyda att dessa jamforelsevis kommer att ha begrinsad effekt
pa smakutvecklingen under lagringen. Tva andra sldkten av bakterier som kan tdnkas paverka
ystningsresultatet dr Pseudomonas och Clostridium. Den forstndmnda bildar virmeresistenta
enzymer som fortsétter att vara verksamma efter pastorisering och den sistndmnda bildar
sporer som kan gro i osten och paverka smaken (Pahlow et al., 2003; Quigley et al., 2013).

Utover dessa har vdara mjolkprover bland annat relativt hog proportion av sléktena
Ruminococcus, Psychrobacter och Serratia. Sléktet Ruminococcus ar inte kant for att ha
ndgon paverkan pa ostens mognad, vilket bor bero pé att det frimst fermenterar cellulosa.
Resterande sldkten har ddaremot identifierats i franska ostar, men endast Psychrobacter tros ha
nigon betydande paverkan pa smakutvecklingen (Quigley et al., 2013). Aven om sliktet kan
paverka smakutvecklingen ér det osdkert om bakterierna overlever pastoriseringen.
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Mikrobiota i foder- och mjélkprov, sommarprover

I Tabell 14 ses bakteriefloran i mjélk och foder vid provtagning i juni/juli fran atta av de 43
gérdar som medverkade i Etapp 1. Urvalet av foderprov gjordes med det ursprungliga syftet
att endast testa metoden med DNA-sekvensering av arvsmassa i foder. Trots det laga antalet
grovfoderprover gar det 4nda att jimfora dem mot de mjolkprover som sekvenserats fran
motsvarande girdar samma ménad for att se vilka bakterier som finns i bada proven.

I Tabell 14 forekommer sammanlagt 35 slédkten. Av dessa finns tre endast 1 grovfoderprover
och étta sldkten endast i mjolkprover. Sammanlagt tolv slékten upptrader mer oregelbundet i
mjOlk- och foderprover utan nagot samband inom gardar och nio dterfinns i bade mjolk- och
foderprov pd minst tva gérdar. P& gérd 1 finns tre sldkten bade i mj6lk- och foderprov, vilka
helt saknas pa de ovriga girdarna.

Koldtoleranta bakterier

I Tabell 14 ses att tva sldkten verkar dominera i sju av atta prov, vilket inte ses 1 Tabell 13.
Mjolkproverna fran gard 2, 3 och 5 — 8 innehaller en hog andel Pseudomonas och mjolk-
provet fran gard 4 hiller en hog andel av sléktet Brochothrix (det enda prov som innehaller
detta sldkte). Bada dessa sldkten av bakterier lever naturligt i jord och gris. Pseudomonas ar
kénd for att vixa 1 mjolk under 1aga temperaturer och enligt Quigley ef al. (2013) kan de
snabbt ni en proportion pa 80 — 90 % i kyllagrad mjolk. Aven Brochothrix kan vixa vid
temperaturer nedat 0 °C (Stackebrandt & Jones, 2006). Kyllagringen &r den troliga
forklaringen till dessa métvirden da den provtagna mjolken hdmtas fran gardarna med tva
dagars mellanrum varpé proverna transporteras till Uppsala for analys. En del av tankmjdlken
har da lagrats i tre dygn innan sekvensering vilket ger tid for de koldtaliga bakterierna att vixa
till. Brochothrix finns som sagt i jord och grds, men ses inte i foderproven frdn samma period.
Det kan tyda pa att bakterien spridits till juvret direkt fran betet eller att det redan finns 1
mjolkningslokalen/maskinen (Quigley et al., 2013).

Bakterier endast narvarande i foder eller mjélk

Av de slikten som endast fanns i foderproven dr Pedobacter och Serratia vanliga pa vixter
(Knief et al., 2011). Av de slidkten som endast fanns i mjolk har Corynebacterium, Kocuria,
Lactococcus och Streptococcus tidigare isolerats 1 mjolk (Masoud et al., 2011; Vacheyrou et
al., 2011; Quigley et al., 2013). I studier av Daeschel et al. (1987) och Vacheyrou et al.
(2011) har slidktena Kocuria, Lactococcus och Streptococcus isolerats bade pa levande véxter
och i foder, vilket tyder pa att fodret 4nda &r ett mdjligt ursprung till dessa, 4ven om sa inte
verkar vara fallet 1 véra prov. Mer troligt 4r att spenarnas egen bakterieflora dr ursprunget till
Corynebacterium och Kocuria i vara prov (Machado et al., 2017).

H6 och nyskordat foder

Bland de atta foderproven finns ett prov av ho och ett prov av farskt gris, skordat dagen
innan. Den mikrobiella floran i dessa tva prov skiljer sig tydligt frin dvriga sex prov genom
att de innehaller betydligt 1agre andel bakterier tillhdrande divisionen Firmicutes och hogre
andel frén divisionen Proteobacteria (Tabell 14). Detta beror pé att ingen ensileringsprocess
dgt rum och dessa tva prov har dirmed mycket l4gre andel mjolksyrabildande bakterier inom
divisionen Firmicutes. Istéllet har proverna pa ho och gronmassa hogre andel enterobakterier,
Pseudomonas och Sphingomonas. Provet pa ho har ocksé en hog andel Janthinobacterium (17
%) och gronmassaprovet dar det enda grovfoderprov som innehéller Staphylococcus (5 %).

Mikrobiotan i gronmassaprovet (grovfoderprov 4) liknar i viss man mikrobiotan hos klover
och sojabona i den schweiziska studien av Vorholt (2012). Béde klover och sojabona hade dar
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lag andel Actinobacteria (6 — 7 %) och Bacteroidetes (9 — 11 %), vilket kan jimforas med 8
respektive 8,9 % i1 gronmassaprovet. Vart gronmassaprov hade dock ldgre andel Proteo-
bacteria &n klover och sojabona 1 Tabell 1, 57,6 % jamfort med 81 %. Déaremot ses likheten 1
att bdde Pseudomonas och Sphingomonas finns 1 hog andel i alla tre prov.

Man kan ocksé se att gronmassaprovet skiljer sig frdn de schweiziska proven genom att det
innehdll totalt 18 % enterobakterier och 5 % Staphylococcus (Tabell 1 och 14). Entero-
bakterier finns pa den levande vixten, men i ldgt antal, och vixer till under ensilerings-
processen (Heron ef al., 1993). Dock bor ingen ensileringsprocess ha kommit igang da fodret
inte plastats, &nda har gronmassaprovet betydligt hogre andel enterobakterier dn vad som
forvintas finnas pa en levande véxt. Eftersom fodret 1ag i en hog utanfor ladan kan en
forklaring vara att det i de inre delarna av hogen skapats ett fordelaktigt habitat for entero-
bakterierna, med minskad méngd syre och begransad mingd UV-stralning fran solen. Den
forhallandevis hoga andelen Staphylococcus, som inte finns i proverna i Tabell 1, kan tyda pé
en inblandning av jord i1 fodret (Bashan & de-Bashan, 2005), vilket exempelvis skulle kunna
bero p4 1ag stubbhojd eller manga sorkhdgar. A andra sidan innehéller provet 14g andel
klostridier och inget spér av Bacillus, vilket tyder pa att ingen kontaminering av jord dgt rum.

Aven mikrobiotan i provet med 18shd (grovfoderprov 3) liknar proverna av klover och
sojabona. Detta med i stort sett lika mycket Proteobacteria (83,5 %) med hog andel
Pseudomonas och Sphingomonas, men med lagre andel Actinobacteria och Bacteroidetes.
Hoprovet har dock 32,8 % enterobakterier och 17 % Janthinobacterium. Anledningen till att
dessa bakterier finns i hdgre andel kan vara att det totalt sett ar farre bakterier i hdet och att
just dessa Overlevt battre dn Ovriga bakterier. Janthinobacterium finns 1 jord och vatten och
har en optimal tillvixttemperatur pa 25° C (Dworkin ef al., 2006b). D& Vorholt (2012) inte
ndmnt den bland bakterier pd den levande vixten dr det mdjligt att denna bakterie tillkommit
via inblandning av jord varpa den véxt till under torkningstiden.

Vissa skillnader i mj6lkens bakterieflora hos de hdr bada gardarna kan eventuellt ses jaimfort
med de sex gardar som utfodrat de mjélkande korna med ensilage. Mjolkprov 3, fran gérden
dér 16sho utfodrats, har hog andel Halomonas och Enterococcer och forhallandevis hog andel
av Streptococcus och Staphylococcus. Inga av dessa sldkten sags dock i fodret. I Mjolkprov 4,
dér gronmassa utfodrats, dominerade sliktet Brochothrix, vilket troligen inte har att gora med
fodret (se under rubrik ”Koldtoleranta bakterier”). Andelen enterobakterier dr forhallandevis
hdg och andelen Acinetobacter sticker ut. Dessa bakterier tros kunna spridas fran foder till
mjolk (Vacheyrou ef al., 2011) men det finns inget 1 Tabell 14 som tyder pa att gronmassa
eller ho skulle ge hogre proportion av dessa bakterier 1 mjolken.

Oregelbundet forekommande bakterier

I mj6lk- och foderproven finns tolv sldkten av bakterier som upptrader mer oregelbundet
(Tabell 14). Dessa isolerades 1 bade mjolkprov och foderprov, men inte pd samma gard, eller
tillsammans pa hogst en gérd. De forekommer ofta antingen i flera mjolkprover och ett
foderprov eller vice versa.

Flera sldkten forekommer i bdde mjolk- och foderprov fran gird 1, men inte i andra prov,
vilket kan tyda pa att dessa bakterier spridits fran foder till mjolk. Av dessa finns Acetobacter
1 jordbruksjord (Bashan & de-Bashan, 2005) och Bacteroides pa levande vixter (Vorholt,
2012). Enligt Quigley et al. (2013) har man ocksa funnit Bacteroides och Prevotella 1 irlandsk
mjolk och dér dragit slutsatsen att det spridits frén trick, da de associeras med tarmfloran.
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Arthrobacter, Flavobacterium och Sphingomonas forekommer 1 flera av de atta foderproven
och enstaka mjolkprov. De dr dven vanliga i jord och pd levande véxter (Vorholt, 2012;
Bashan & de-Bashan, 2005). Enligt Quigley et al. (2013) forekommer ocksé dessa sldkten 1
komjolk. Sphingomonas och Staphylococcus isolerades dven 1 mjolk och ho i studien av
Vacheyrou et al. (2011).

Sléktena Carnobacterium och Comamonas finns i bade mjolk- och foderprov i Tabell 14 och
de finns med i mjdlkproven i Tabell 13. Aven Quigley et al. (2013) anger att de finns i
komjolk. Ursprunget till dessa sldkten har inte diskuterats i de ndmnda referenser, men da
Carnobacterium pavisades 1 tre av dtta foderprov 1 Tabell 14 ér fodret ett mojligt ursprung.

Slaktena Enterococcus, Pediococcus och Rhodococcus finns alla pa den levande véxten och
arterna Ec. faecalis och Pc. pentosaceus har identifierats bade pa véxter och 1 dansk silomjélk
(Daeschel et al., 1987; Masoud et al., 2011; Vorholt, 2012). Pa en gard isolerades sléktet
Rhodococcus 1 bade foder och mjolk, vidare isolerades det 1 foder eller mjolk pé olika gérdar.
Enligt Dworkin ef al. (2006a) ér det ett djurassocierat slidkte som bland annat finns i tarmens
mikrobiota hos idisslare och darfor ofta aterfinns pa beten. Detta tyder pé att bade trick och
foder kan vara kontaminationskélla.

Aterkommande bakterier

I mjo6lk- och foderproven finns nio sldkten av bakterier som forekommer bade i mjolk och i
foder pa samma gérd, pd minst tvé olika girdar. Det dr darfor mest troligt att de bakterier som
kan sprida sig fran foder till mjolk finns i den hir gruppen av bakterier.

Sliaktena Pseudomonas och Pantoea forekommer i foder och mjolk pa samma géard pa fyra
eller fler gardar. Acinetobacter och Lactobacillus forekommer bade 1 foder och 1 mjolk pa tre
gérdar. Samtliga sldkten &r vanliga pa levande véxter och har tidigare isolerats i mjolk. Alla
har isolerats 1 ho och mjolk pé franska gardar (Masoud et al., 2011; Vacheyrou et al., 2011;
Vorholt, 2012). Bakterien Le. mesenteroides ar enligt Quigley et al. (2013) ocksé associerad
med mjolk. Samma slikte finns pa levande véxter och ar viktig i ensileringsprocessen
(Daeschel et al., 1987). Slaktet Clostridium ar kidnda for att vara en jordbakterie vars sporer
kan kontaminera mjolk (Sundberg et al., 2003; Bashan & de-Bashan, 2005) Sammantaget ser
jag detta som starka indicier pd att dessa slékten av bakterier, samt Le. mesenteriodes, kan ha
sitt ursprung i fodret.

Enligt Quigley et al. (2013) har ocksa Cryseobacterium, Stenotrophomonas och Yersinia
pavisats i komjolk. Enligt Quigley ef al. (2013) éterfinns dessa tre sldkten vanligtvis i mjolk 1
laga koncentrationer och riknas alla som produktforstorare/sjukdomsframkallande, med
undantag for Stenotrophomonas som visserligen isolerats i ostar men inte tros ha negativ
inverkan pa ystningsprocessen. Jag kan inte se att man i nagon annan studie utrett huruvida
dessa sldkten kan spridas fran foder till mjolk, men det &r mojligt och ndgot som bor
undersokas nidrmare.

Paverkas mjolkens bakterieflora av foder?

Ovan ndmns en rad bakterier som bevisligen finns bade i1 fodret och i mj6lken. Men, enligt
den franska studien av Vacheyrou ef al. (2011) aterfinns flera av bakterieslédktena pa fler
stdllen &n bara i foder och mjolk, sdsom i damm, luften eller pa spenarna. Machado et al.
(2017) bekriftar ocksa att bakterierna i mjolken har flera mojliga ursprung. Primért kan de
komma fran mjélkmaskinen eller spenarna. Dessa kan i sin tur kontamineras av luft, vatten,
liggbas/stromedel, avforing, foder, jord samt vixter pa betet. Vidare har spenarna ocksa en
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naturlig bakterieflora dar sliktena Aerococcus, Acinetobacter, Corynebacterium, Kocuria,
Staphylococcus, och Bifidobacterium ofta ingar. Detta bor dock till viss del vara individuellt
och variera mellan besittningar.

Men hur stor inverkan har bakterierna 1 fodret pa mjélkens innehall av mikrobiota?
Hypotetiskt bor det pdverka om det finns 100 eller 100 000 bakterier av en art per gram foder,
da det paverkar chanserna att livskraftiga bakterier av denna art tar sig till spenarna och in i
mjolken. Tar sig flera bakterier av en art in 1 mjolken ges de en konkurrensfordel vilket kan
paverka andelen av dessa bakterier 1 forhallande till andra efter lagring. Fynden av Monsallier
et al. (2012) styrker denna tes da de sag att kor som fodrats med ensilage hade fler Lacto-
bacillus 1 mjolken dn de kor som fatt ho. De sdg ocksa att kor pd gardar dar farre hygien-
atgdrder kring mjolkningen utférdes bland annat hade mer Lactobacillus och Enterococcus i
mjolken, vilket tyder pé att dessa kommer med 1 mjélken om de inte tvittas bort. Utdver
antalet bakterier har dven typen av bakterie betydelse dé vissa bakterier har battre forméga att
etablera sig 1 och pa juvret.

Fodrets mikrobiota bor alltsd ha en viss inverkan pa mjélkens mikrobiota. Fran Tabell 13 ses
att proportionen av bakterier fran familjen Peptostreptococcaceae i mjolken tycks bero pa
lagringsmetod av grovfodret. Aven bakterier frén familjen Clostridiaceae tenderar att
paverkas av detta. For att koppla tillbaka till Hypotes 1: Vilka bakterieslékten i tankmjolken
kan ha sitt ursprung i fodret? anser jag att vi frdn Tabell 14 har identifierat sex slédkten som
kan ha sitt ursprung i fodret: Acinetobacter, Clostridium, Lactobacillus, Leuconostoc,
Pantoea och Pseudomonas. Det finns troligtvis ytterligare en hel del bakterier som kan ha sitt
ursprung i fodret, vilket diskuterats ovan. Dessa slékten dr dock de som jag anser dr mest
intressanta att g& vidare med for att undersdka hur de paverkas av fodrets mikrobiota och
foderbyten etc.

Paverkas ystningsresultaten av dessa bakterier?

Flera av de nimnda bakteriersldktena kan péverka ystningsprocessen, bade positivt och
negativt. Acinetobacter och Pseudomonas ar kinda produktforstorare och slaktet
Stenotrophomonas ses som negativt i ost, &ven om dess paverkan pa smakutvecklingen ar
liten (Quigley et al., 2013). Sldktena Lactobacillus och Leuconostoc ar av teknologiskt
intresse 1 osttillverkningen och arter av dessa ofta anvénds i starterkulturer. Bdda slidktena
innehaller dven flera non- starter LAB som kan 6verleva pastoriseringen och sedan paverka
smak- och strukturutvecklingen pa osten (Quigley et al., 2013). Med storre kunskaper om hur
fodret kan paverka mjolkens mikrobiota kan det darfor vara mojligt att minska eller 6ka
méngden av dessa bakterier i mjolken for att f4 6nskat ystningsresultat.

Etapp 2

Hygienisk kvalitet i grovfoder

I de hygieniska proverna undersoktes effekten pd fodret av lagringsmetod och férekomst av
olika tillsatsmedel. I Tabell 17 och Tabell 18 kan vi se att ingen signifikant skillnad kan ses i
mingd enterobakterier och klostridiesporer. Daremot ses skillnader i méngd jist, mogel och
mjOlksyrabakterier.

Resultaten i tabellerna liknar varandra och det ar svart att veta vad som ar orsak och verkan
géllande lagringsmetod och tillsatsmedel. Av de prov som inte behandlats med nagot
tillsatsmedel var alla rundbalar. Av de som behandlats med kemiskt medel var tva fran
plansilo och en fran rundbal, resterande prov fran plansilo och alla fran tornsilo hade
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behandlats med syrabaserat tillsatsmedel. Detta medfor att gruppen med balar &r starkt
korrelerad med proven utan ensileringsmedel och gruppen med tornsilos korreleras med
syrabaserat tillsatsmedel. Anda kan vissa slutsatser hypotiseras med hjilp av litteraturen.

Enterobakterier och klostridiesporer

Inom samtliga grupper var méngden enterobakterier och klostridiesporer lag, néra detektions-
grinsen, samtidigt som méngden mjolksyrabakterier var pa den forvintade nivan 107 (Pahlow
et al., 2003). Detta tyder pa en generellt lyckad ensileringsprocess dér enterobakterierna
snabbt konkurrerats ut och haft begrinsade mojligheter att bryta ner de klostridichimmande
nitriterna i fodret (Heron et al., 1993).

Jast och maogel

Analyserna av jast och mdgel visade en signifikant skillnad mellan rundbalar, tornsilo och
plansilo. Tornsilo hade den hogsta halten mdgel. Det tyder pa nédrvaro av syre, vilket krévs for
mogeltillvixt. Forekomst av syre i silon kan bero pa otillrdcklig packning till f6ljd av hog
torrsubstanshalt i ovre lagren (Sundberg et al., 2003). Vid uppdelning pé forekomst av
ensileringsmedel ses att proven med syratillsats innehaller mer mogel 4n proven utan tillsats-
medel och de med kemtillsats. Anledningen till det kan vara att alla prover fran tornsilos finns
representerade inom gruppen med syratillsats vilket hojer dess genomsnittliga vérde. Eller sa
kan det vara sd att det kemiska tillsatsmedlet &r effektivare mogelhdmmare éven vid
inblandning av syre.

Skillnader 1 méngd jést och mogel sdgs mellan rundbalar och tornsilo/plansilo dir rundbalarna
inneholl mer jast men mindre mogel. Bade jast och mogel kan véxa under lagring i nérvaro av
syre, trots 14gt pH (Sundberg et al., 2003). Alla rundbalar pressades i kombimaskin dir
plastning sker omedelbart efter pressning. Detta bor minimera méngden syre jamfort med
plansilos dér inldggningen pagick 1 2 — 3 dygn och kan forklara den ldga mangden mdogel i
rundbalarna. Diaremot tycks det mérkligt att rundbalarna har mer jdst én silos och orsaken dr
svér att fastsld. Enligt Sundberg et al. (2003) véxer jist till snabbare dn mdgel vid skada pa
plast eller 6ppnande av balen. Men det tycks ldngsokt att en tillricklig méngd balar ska ha fatt
skada pé plasten innan foderprovtagning, for att ge signifikanta skillnader i mingd jést mellan
lagringsmetoderna. En mojlig bidragande orsak kan vara franvaron av ensileringsmedel 1
balarna dé detta ge ett mer lagringsstabilt foder (O’Kiley, 2009). Jimfort med de syra-
behandlade proven av plansilo/tornsilo dr det mojligt att jést i proven fran rundbalarna hann
vixa till frdn det att balarna 6ppnades tills syret tog slut 1 de forslutna provpésar provet
placerades i. Detta verkar dock mindre troligt pa grund av vinterkylan vid provtagningarna.

Mjolksyrabakterier

I tabellerna ses att rundbalar jamfort med silos har mer mjolksyrabakterier odlade pa s-b
medium (Enterococcus). 1 Tabell 18 ses ocksé en tendens till skillnad i mjolksyrabakterier
odlade pa rogosa medium (Lactobacillus, Pediococcus och Leuconostoc), dir proverna som
behandlats med syratillsats har mindre méngd mjolksyrabakterier. Enligt O’Kiley (2009)
verkar syrabaserat ensileringsmedel hammande bade mot o6nskade mikrober och mot
mjolksyrabakterier. Vidare beskriver Daeschel et al. (1987) att Ec. faecalis och Le.
mesenteroides inleder ensileringsprocessen varpa de mer syratoleranta Lactobacillus tar dver.
Det ar darfor mojligt att Ec. faecalis och Le. mesenteroides 1 vara prover inte fitt samma
betydelse 1 ensileringsprocessen pa grund av att tillsatta syror redan siankt pH. Istillet kan
bakterierna inom sliktet Lactobacillus ha tagit vid tidigare, vilket resulterar i att mdngden
Lactobacillus dr samma oberoende av ndrvaro av tillsatsmedel, men att mangden Entero-
coccus och Leuconostoc 1 fodret blivit ldgre vid syratillsats, vilket ger skillnaderna som ses i
Tabell 17 och Tabell 18. Ser vi i Tabell 14 fran Etapp 1, finns ett prov dér syrabaserat
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ensileringsmedel tillsatts (grovfoderprov 7). I det provet utgdr Lactobacillus 76,6 % av
bakteriefloran samtidigt som varken Enterococcus, Leuconostoc eller Pediococcus uppmiitts.

Aven de tre proven med kemiskt tillsatsmedel inneh&ller en ligre mingd Enterococcus én
proven utan tillsatt ensileringsmedel. Det kemiska tillsatsmedlet &r 1 sig bakteriechdmmande
(O’Kiley, 2009) vilket skulle kunna gora att de mindre syratoleranta Enterococcus himmas
bade av ett lagt pH och bakteriechammande konserveringsmedel och antalet vitala bakterier
inom slidktet minskar.

Paverkas mjolkens mikrobiota av ensileringsmedel?

Enligt dessa resultat kan vi hypotisera att tva slédkten av bakterier himmas vid nérvaro av
kem- och syrabaserat ensileringsmedel; Enterococcus och Leuconostoc. Detta samtidigt som
mingden Lactobacillus tycks vara konstant. Leuconostoc ér ett av de slékten av bakterier i
mjolk som mojligen kan paverkas av fodrets mikrobiota (se: Péaverkas mjolkens bakterieflora
av foder?). Det ar darfor mojligt att méngden Leuconostoc kan paverkas av anvindande av
kem- eller syrabaserat ensileringsmedel i grovfodret till de mjolkande korna.

Paverkas fodrets mikrobiota av lagringsmetod?

For att koppla tillbaka till andra hypotesen; Hur kan hanteringen av grovfoder paverka dess
bakterieflora? Enligt de resultat som erhallits i Etapp 2 ser det ut som att rundbalarna, som
packats med kombimaskin dér plastning sker omedelbart efter pressning, verkar halla lagre
halt mogel dn 6vriga lagringsmetoder, trots att rundbalarna inte behandlats med ensilerings-
medel. Detta bor bero pé effektivt avldgsnande av syre i fodret. Det verkar ockséd som att
avsaknaden av ensileringsmedel (syra och kem) i rundbalarna gor att de har storre méngd
mjolksyrabildande bakterier.

Sammanfattning

Studien visar att det &r troligt att en hel del bakterier i mjélken kan ha sitt ursprung i fodret.
Det dr svarare att sdga hur mycket méngden av dessa bakterier i mjolken paverkas av fodrets
mikrobiota. Nigra forslag pa bakteriesldkten som kan paverkas av fodret &r Acinetobacter,
Clostridium, Lactobacillus, Leuconostoc, Pantoea och Pseudomonas. Flera av dessa dr ocksa
av vikt vid ostproduktion. Vidare forskningsfragor for att undersoka detta ytterligare bor vara
i hur stor utstrickning mjolkens bakterieflora paverkas av fodrets bakterieflora? Andras det
snabbt, eller tar det ldngre tid? Man kan till exempel tidnka sig att vissa bakterier finns kvar 1
spenarnas bakterieflora under lidngre tid, samtidigt som andra snabbt konkurreras ut.

Fodret a sin sida paverkas bade av lagringsmetod och av tillsats av ensileringsmedel.
Rundbalar plastade 1 kombimaskin verkar generellt innehalla mindre mogel @n olika typer av
ensilage fran silos. Foder som behandlats med syra- eller kembaserat ensileringsmedel verkar
ocksa innehalla lagre andel Enterococcus och Leuconostoc dn de som behandlats med
ensileringsmedel samtidigt som médngden Lactobacillus ér konstant. D4 mangden
Leuconostoc 1 mjolken tros kunna paverkas av méngden i grovfodret dr det mojligt att narvaro
av nimnda ensileringsmedel minskar méngden Leuconostoc i mjolken.
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Bilaga 1

Fragor till lantbrukare, telefonintervju
Det foder jag fragar efter dr det som ges till korna i1 anslutning till hdmtning av mjolk for
ystning och foderprover och dérfor kan paverka mjolkens bakterieflora vecka 44 — 46.

Grovfoder
Idag och de ndrmsta veckorna.
e Ensilage/hosilage/ho?
e Anvinds
o Vall — Alder pé vallen? Hur mycket klover?
o Helsdd — Sammanséttning av spannmal?
o Flera sorter — Hur stor andel av varje?
e Halm?
Lagringsmetod
e Rundbal/plansilo/torn?
e Hur lang tid till plastning?
e Tillsatsmedel?
Har nagra forandringar skett i skordesystemet? (Beritta vad de svarade senast)
TS-halt 1 fodret? Blott/torrt?
Hur lang tid efter inplastning flyttades balarna?
Skoérdedatum?

Kraftfoder
Idag och de ndrmsta veckorna.
e Hemodlat/kdpt, vilken sort?

Utfodring
Kolla om det dr ndgon fordndring sedan senast.
e Hur ser utfodringen ut, TMR/blandfoder/uppdelat?
e Hur manga givor grovfoder/dag? Puttar till foder?
e Hur manga givor kraftfoder/dag och hur stor del av fodergivan &r kraftfoder?
e Hur ofta rengors foderbord?
e Har korna fortfarande tillgang till utomhusvistelse?
Finns ndgon foderstat vi kan fa tillgang till, som ett exempel pa en ko som mjolkar 30 kg?
Eventuell analys av grovfodret?

Djuren
e Finns fordndringar i mjolkningsrutiner ink rengoring? (Stdm av med tidigare svar)
e Antal mj6lkningar i roboten.
e Finns fordndring i djurantal?
e Har det gjorts inkdp av djur?
e Foridndring i sammanséttning av raser?
Datum for betesslidpp och installning 2016.
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