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Effect of lactic acid bacteria's metabolism on the development of

utviklingen av Escherichia coli O157:H7 i melk.
Escherichia coli O157:H7 in milk.

Effekt av melkesyrebakteriers metabolisme pa
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Sammendrag

SAMMENDRAG

Dagens regelverk sier at all melk som omsettes skal vaere varmebehandlet, men apner
samtidig for salg av melkeprodukter basert pa upasteurisert melk, forutsatt overholdelse av
visse krav. Dermed kan sméskalavirksomheter framstille melkeprodukter av upasteurisert
melk hvis de skulle enske det. Et slikt enske er ofte begrunnet i tradisjoner og praktiske
forhold. I tillegg er det flere som pastar at ramelk er sunnere enn pasteurisert melk og at
ramelkas mikroflora hemmer vekst av ugnskede bakterier, blant annet ved a senke ramelkas

pH.

I denne oppgaven ble det undersekt om melkesyrebakteriers metabolisme har effekt pa
utviklingen av en ikke-toksindannende stamme Escherichia (E.) coli O157:H7 i upasteurisert
og pasteurisert melk. Melkesyrebakteriene som ble benyttet var DL-kultur og yoghurtkultur.
Ved forsek med DL-kultur foregikk fermenteringen ved 22 °C i 24 timer, med uttak etter 0, 6,
12 og 24 timer. Da yoghurtkultur ble benyttet, ble fermenteringen utfort ved 42 °C i 6 timer
med uttak etter 0, 2, 4 og 6 timer. Etter fermentering ble provene kjolelagret ved 4 °C, og
uttakene foregikk etter 10, 20 og 30 degn.

En forseksrunde bestod av sju prevekombinasjoner: Ramelk og pasteurisert melk tilsatt

E. coli O157:H7 og syrekultur hver for seg og sammen, samt en kontroll med ramelk uten
tilsetning. Kontrollpreven ble analysert for antall koliforme bakterier, mesofile aerobe
bakterier og bakterier som kan vokse pa Sorbitol MacConkey agar (SMAC) og pd M17-agar.
De inokulerte pravene ble analysert for antall E. coli O157:H7 og melkesyrebakterier,

avhengig av hva som hadde blitt tilsatt. Det ble ogsé foretatt pH-mélinger av alle provene.

Rémelkas mikroflora varierte i de forskjellige forseksrundene. Ved fermentering av ramelka
forble pH uendret, noe som tyder pa lavt antall naturlig tilstedeverende melkesyrebakterier.
Generelt ble det observert vekst av E. coli O157:H7 i lepet av fermenteringen og reduksjon i
antallet under kjolelagringen. I de inokulerte melkeprovene ble det funnet at podemengde,
syrekultur, temperatur, syrningsrate og pH-verdi hadde effekt pd utviklingen av E. coli
O157:H7. Effekten var sannsynligvis sammensatt. E. coli O157:H7 vokste i storre grad i
pasteurisert melk enn i ramelk. Under fermenteringen ble det observert vekst og overlevelse
av E. coli O157:H7 sammen med henholdsvis DL-kultur og yoghurtkultur. Etter 10 degn ved
kjelelagring kunne ikke E. coli O157:H7 detekteres fra syrnet melk eller yoghurt.
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Abstract

ABSTRACT

According to current regulations, all milk meant for sale must be pasteurized. At the same
time, the regulations allow sale of milk products based on unpasteurized milk, as long as
certain rules are followed. Consequently, if they want to, small scale production units can
manufacture milk products from unpasteurized milk. Preference for such production is often
based on traditions or practical circumstances. More over, several raw milk advocates claim
that raw milk is more healthy than pasteurized milk, and that the microflora in raw milk

inhibits growth of unwanted bacteria, e.g. by lowering the milk’s pH.

The effect of lactic acid bacteria’s (LAB) metabolism on the development of a non-toxin
producing strain Escherichia (E.) coli O157:H7 in unpasteurized and pasteurized milk was
examined. The LAB used was a DL starter and a yoghurt starter. In the experiment with DL
starter, the fermentation was carried out at 22 °C for 24 hours, with sampling at 0, 6, 12, and
24 hours. With yoghurt starter, 42 °C for 6 hours was used for fermentation, and samples
were taken at 0, 2, 4, and 6 hours. After the fermentation period, the samples were stored at 4

°C, and samples were taken after 10, 20, and 30 days.

One experiment sequence contained seven sample combinations; raw milk and pasteurised
milk inoculated with E. coli O157:H7 and a starter, separately and combined; and finally, a
control sample with non-inoculated raw milk. The control sample was analyzed for the
quantity of coliform bacteria, mesophile aerobe bacteria, and bacteria able to grow on Sorbitol
MacConkey agar and M17 agar. For the inoculated samples, E. coli O157:H7 and LAB were
quantified, depending on which bacteria had been added. In addition, the pH was measured in

each sample.

The microflora of the raw milk varied in the different experiment sequences. During
fermentation of raw milk, the pH remained stable, which indicates a low amount of non-
starter LAB. In general, growth of E. coli O157:H7 was observed during fermentation, while
the amount was reduced during cold storage. Inoculate amount, type of starter, temperature,
pH value, and the rate of pH reduction were found to have effect on the development of

E. coli O157:H7. The effect was probably compound. E. coli O157:H7 grew to a larger extent
in pasteurized milk than in raw milk. During fermentation, growth and survival of E. coli

O157:H7 in combination with, respectively, DL starter and yoghurt starter was observed.
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Abstract

After 10 days at 4 °C, E. coli O157:H7 could not be detected from fermented milk or yoghurt

samples.
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Innledning

1. INNLEDNING

I Norge oker antallet smaskalavirksomheter som driver produksjon av melkeprodukter.
Mange av disse virksomhetene benytter upasteurisert melk i sine produkter. Tilhengere av
bruk av upasteurisert melk hevder blant annet at syrning, melkas naturlige inhibitorer og
mikroflora er tilstrekkelig for & hindre vekst og overlevelse av eventuelle patogene

mikroorganismer.

Mangfold i meieriprodukter og bevaring av tradisjoner er enskelig, men samtidig mé
folkehelsen bli ivaretatt. Mattilsynet er ved sine godkjenninger og tilsyn med
sméskalavirksomheter opptatt av helsemessig trygg foredling av melk, sarlig upasteurisert.
Regelverket dpner for salg av produkter basert pa upasteurisert melk, ogsa for tilfeldig
omsetning av rd melk til konsum dersom det skjer fra gard eller seter direkte til forbruker,
uten preg av butikksalg. Enterohemorrhagisk Escherichia (E.) coli O157 har forelopig ikke
blitt pavist i norsk kumelk, men siden E. coli O157 har blitt funnet i avfering fra norsk storfe,
er det antakelig bare et sparsmél om tid for bakterien er 4 finne i melk. Dette bor

smaskalavirksomhetene som foredler upasteurisert melk forberede seg pa.

Formalet med denne oppgaven var & underseke om melkesyrebakteriers metabolisme pavirker

utviklingen av E. coli O157:H7 tilsatt i melk.

Analysene som ble utfort under laboratoriearbeidet bestod av kvantitative mikrobiologiske
analyser av rdmelka, E. coli O157:H7 og syrekulturene DL-kultur og yoghurtkultur, samt pH-

maélinger i lopet av inkubering og kjelelagring.
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2. LITTERATUROVERSIKT

2.1. RAMELK
Melkeforskriften (1995) § 2 nr. 1 definerer ra melk slik: ”(...) melk produsert ved sekresjon

fra melkekjertler fra en eller flere kuer, sauer, geiter eller bofler, og som ikke er oppvarmet til
over 40°C eller behandlet pa tilsvarende vis.”. I denne oppgaven omtales ubehandlet kumelk

som ramelk.

Kriterier satt av TINE (2007) for heykvalitetsmelk er fraver av patogene mikroorganismer og
et lavt innhold av mikroorganismer som kan forringe kvaliteten. Elitemelk har et totaltall
under 20 000 kde/ml, og melk i 1. klasse har 21-30 000 kde/ml. Lukta skal vere normal, og

medisinrester skal ikke forekomme.

2.1.1. Melk som vekstmedium

Rémelk kan inneholde ufarlige, kvalitetsedeleggende og/eller sykdomsframkallende bakterier
og andre mikroorganismer. Hvilke bakterier som vokser fram reguleres i stor grad av hvilke
vekstkrav de ulike bakteriene har, for eksempel i forhold til temperatur, konkurrerende
mikroflora, naring og atmosfare. Bakteriemengde spiller ogsa en rolle. Hvilke

mikroorganismer som kan finnes i melk og hvor disse kommer fra omtales i avsnitt 2.1.2.

2.1.1.1. Neeringsinnhold

Hoy vannaktivitet, ner neytral pH og mange naringsstoffer gir gunstige vekstvilkér for
mikrober i ramelk (Adams & Moss 2008; Walstra et al. 2006). Melkas sammensetning
varierer etter kurase, geografi, foring og laktasjonssyklus, men gjennomsnittlig
naeringsinnhold er 87,5 % vann, 3,9 % fett, 3,4 % protein, 4,8 % laktose og 0,8 % mineraler
(Bylund 2003). Neringskravene varierer blant bakteriene, men generelt er ulike vitaminer og
ikke-protein-nitrogen viktig for vekst av melkesyrebakterier og andre bakterier. Noen
bakterier bruker andre karbohydratkilder enn laktose, mens andre trenger frie aminosyrer,
som fersk melk inneholder lite av. Bakteriene som trenger frie aminosyrer kan vokse etter at
proteiner har blitt hydrolysert enten av melkas naturlige proteolytiske enzymer eller av andre
mikroorganismer. Redokspotensialet og oksygeninnholdet i melka hindrer vekst av anaerobe

bakterier som for eksempel Clostridium (CL) botulinum (Walstra et al. 20006).
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2.1.1.2. Naturlige inhibitorer i melk

Rémelk inneholder naturlige inhibitorer for bakterievekst, deriblant lysosym, laktoferrin,
immunoglobulin og laktoperoksidasesystemet. Mengden kan variere etter blant annet rase,
diett og laktasjonsperiode (Korhonen 2001; Walstra et al. 2006). I tillegg kan ramelk
inneholde melkesyrebakterier. Noen av disse bakteriene kan produsere bakteriosiner, for

eksempel produksjon av nisin fra Lactococcus (Lc.) lactis subsp. lactis (Walstra et al. 2006).

Lysosym: Enzymet lysosym hydrolyserer glykosidbindingene i bakteriecelleveggens
peptidoglykan. Siden peptidoglykan stabiliserer celleveggen, vil hydrolysen gjore bakterien
utsatt for lysering (Pakkanen & Aalto 1997; Reiter 1978). Gram-positive bakterier er mer
mottakelige for lysosym enn hva Gram-negative bakterier er, grunnet mindre peptidoglykan i
Gram-negative bakteriers cellevegg, og at deres ytre cellemembran virker beskyttende

(Adams & Moss 2008; Tortora et al. 2007).

I ramelk finnes enzymet i for liten konsentrasjon til 4 ha tilfredsstillende drapseffekt péa
mikroorganismer (Walstra et al. 2006). Ifelge Tortora et al. (2007) kan en ved 4 tilsette EDTA
svekke den ytre cellemembranen og dermed gi lysosym bedre tilgang til peptidoglykanlaget.
Men det vil vaere uaktuelt & benytte EDTA 1 produksjon av melkeprodukter, ettersom slik
tilsetning ikke er tillatt. Enteropatogene E. coli er blant de Gram-negative bakteriene som er
sensitive for lysosym (Abrahamsen et al. 2003). Yamauchi et al. (1993) fant at tilstedeverelse

av enten laktoferrin eller laktoferrisin kunne styrke drapseffekten av lysosym mot E. coli.

Laktoferrin: Laktoferrin er et glykoprotein som blant annet finnes i ramelk. Det pavirkes
ikke av pasteurisering. Jern (Fe*") er nodvendig for blant annet E. coli og andre koliforme
bakteriers vekst. Laktoferrin har vist seg & ha bakteriostatisk effekt mot E. coli (Korhonen
2001; Rainard 1986). Proteinet binder seg til jern, som derved gjeres utilgjengelig for
mikroorganismene. Dessuten binder laktoferrin seg til cellemembranen og hindrer dens
funksjon. Det binder seg til lipid A i lipopolysakkaridlaget (LPS) hos Gram-negative bakterier
og frigjer LPS fra celleveggen (Appelmelk et al. 1994; Yamauchi et al. 1993). Videre binder
laktoferrin porinmolekyler i ytre cellemembran hos E. coli, noe som gjer membranen mer
gjennomtrengelig (Erdei et al. 1994). Ifolge Walstra et al. (2006) er konsentrasjonen av
laktoferrin i ramelk for lav til 4 ha tilstrekkelig drapseffekt.
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Immunoglobuliner: Immunoglobuliner, sarlig IgM, forer til agglutinering av bakteriene: pd
grunn av brownske bevegelser motes bakteriene, og IgM fester dem sammen. Etter hvert blir
det en mangel pé neringsstoffer, inhiberende metabolitter akkumuleres og dermed hemmes
veksten (Walstra et al. 2006). Immunglobuliner er relativt varmestabile, og mesteparten

forblir aktive etter pasteurisering (Korhonen 2001).

Laktoperoksidasesystemet: Laktoperoksidasesystemet inaktiverer enzymer som er
livsnedvendige for bakteriers metabolisme. Laktoperoksidase katalyserer oksidering av
thiocyanat i nervaer av hydrogenperoksid. Mellommetabolitter som hypothiocyanitt dreper
bakterier ved & oksidere komponenter som binder viktige SH-grupper i proteiner eller skader
den cytoplasmiske membranen (Adams & Moss 2008; Pakkanen & Aalto 1997; Seifu et al.
2005).

Hydrogenperoksid og thiocyanat er vanligvis ikke til stede 1 tilstrekkelige mengder i melk,
men innholdet av laktoperoksidase er ofte hoyt nok til & aktivere thiocyanat (Korhonen 2001;
Walstra et al. 2006). Ifelge Adams & Moss (2008) kan thiocyanatinnholdet gkes ved & fore
kyrne med kal, og hydrogenperoksid kan ekes av aktiviteten hos endogene enzymer eller

melkesyrebakteriers aerobe metabolisme.

Dersom melka inneholder minst 0,25 mM thiocyanat, vil laktoperoksidasesystemet vare
inhiberende mot flere av bakteriene som er katalase-negative, for eksempel laktobasiller,
laktokokker og streptokokker. Skulle i tillegg innholdet av hydrogenperoksid ogsé vere minst
0,25 mM, vil ogsa katalase-positive bakterier, som E. coli, inhiberes og muligens drepes
(Korhonen 2001; Seifu et al. 2005; Walstra et al. 2006). Det ser ut til at Gram-negative
bakteriers indre cellevegg blir mer skadet av systemet enn hva veggen i Gram-positive celler
blir. I sin oversiktsartikkel rapporterer Seifu et al. (2005) at enteropatogene og enterotoksiske
E. coli og verotoksinproduserende E. coli O157:H7 har blitt drept av

laktoperoksidasesystemet som folge av respirasjonsvikt.

Det har vist seg at et aktivert system kan vere effektivt for en viss preservering av melk ved
begrenset tilgang pa kjeling (Haddadin et al. 1996; Korhonen 2001). Pasteurisert melk med et
aktivert laktoperoksidasesystem vil vare holdbar lengre sammenliknet med ubehandlet melk
(Seifu et al. 2005). Pasteurisering vil bare delvis inaktivere systemet, da laktoperoksidase er et

relativt termostabilt enzym (Abrahamsen et al. 2003; Trujillo et al. 2007).

Effekt av melkesyrebakteriers metabolisme pa utviklingen av Escherichia coli O157:H7 i melk 4



Litteraturoversikt

2.1.2. Melkas mikrobiologi

Melk kan fungere som smittekilde for patogene mikroorganismer, og patogene bakterier har
ved flere anledninger blitt detektert i melk (Abbar & Kaddar 1991; Backmann & Sphar 1995;
Baylis 2009; Ellis et al. 2007; Reed & Grivetti 2000; Rysanek et al. 2009). Bakteriene som gir
brusellose, skarlagensfeber og tuberkulose er vanlige i ramelk, og pasteurisering har vert et
viktig virkemiddel for & redusere forekomsten av blant annet disse sykdommene
(Vitenskapskomiteen for mattrygghet 2006). I sin undersekelse av tankmelk hos
melkeprodusenter fant Jayarao & Henning (2001) at 26,7 % av gardene hadde en eller flere
patogene bakterier i ramelka, deriblant E. coli. Ogsé Gran et al. (2003) fant patogene
bakterier, blant annet E. coli, ved undersegkelse av rdmelk, syrnet pasteurisert melk og naturlig

syrnet ramelk fra tre sma meierier i Zimbabwe.

Ifolge Walstra et al. (2006) vokser patogene bakterier som E. coli, Bacillus (B.) cereus,
Staphylococcus (Staph.) aureus og Streptococcus (St.) agalactiae godt i melk. Det finnes
psykrotrofe stammer av Yersinia (Y.) enterocolitica, Aeromonas hydrophila, B. cereus og
Listeria (Li.) monocytogenes som kan vokse 1 kjolelagret melk. Andre bakterier som kan
detekteres, men ikke nedvendigvis vokse, i melk er blant annet Salmonella spp.,
Brucella abortus, Campylobacter jejuni, Cl. perfringens, Cl. botulinum,

Mycobacterium (M.) tuberculosis og Corynebacterium spp.

Melkas kvalitet kan svekkes ved at bakterier produserer enzymer som hydrolyserer
naringsstoffer. Denne hydrolyseringen gjor neringen mer tilgjengelig for bakteriene,
samtidig som melka utvikler ddrlig smak og blant annet nedsatt varmestabilitet (Walstra et al.
2006). Forringelse av melk og melkeprodukter kan skyldes Gram-negative stavbakterier som
Pseudomonas spp. og koliforme bakterier, mugg og gjer, Bacillus spp., coryneforme

bakterier og melkesyrebakterier (Frank & Hassan 2002).

Coryneforme bakterier er ikke-sporedannende, Gram-positive stavbakterier, for eksempel
Brevibacterium spp., Microbacterium spp. og Corynebacterium spp. Produksjon av
proteolytiske enzymer og toleranse for hoy saltkonsentrasjon er ogsa egenskaper hos bakterier

i denne gruppen (Frank & Hassan 2002).
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2.1.2.1. Psykrotrofe bakterier

Psykrotrofe bakterier er bakterier som kan vokse ved 0 °C, har optimumstemperatur for vekst
ved 20-30 °C og kan ikke vokse ved over 40 °C (Tortora et al. 2007). Psykrotrofe bakterier i
ramelk er ofte representert av bakterier i familien Pseudomonadaceae. Dette er Gram-negative
aerobe staver som ikke danner sporer, for eksempel Pseudomonas (P.) fluorescens.
Psykrotrofe slekter fra andre familier er blant annet Flavobacterium spp.,

Shewanella putrefaciens, Alcaligenes spp., samt kokkebasillene Acinetobacter spp. og
Psychrobacter spp. Bakteriene finnes i jord, planter, vann og dyr. Psykrotrofe bakteriers
odeleggende effekt pad melk er knyttet til deres evne til & danne varmestabile ekstracellulaere
enzymer som bryter ned protein og lipid. Enzymenes aktivitet resulterer i negativ smak som
bitterhet og fruktighet (Frank & Hassan 2002). Termolabile psykrotrofe bakterier, som
Pseudomonas spp, overlever ikke pasteurisering. Derimot kan corynebakterier, mikrokokker,
streptokokker og Arthrobacter spp. vaere bade psykrotrofe og termoutholdende (termodure),
noe som ferer til at de vil overleve pasteurisering sammen med sporedannerne Bacillus spp.
og Clostridium spp. (Stepaniak 2002).

Enkelte patogene bakterier kan ogsé vokse ved eller under 8 °C, deriblant Li. monocytogenes,
Y. enterocolitica, B. cereus og muligens enterohemorrhagisk E. coli. B. cereus oppdages ofte i
ramelk og har sterst betydning for pasteurisert melks holdbarhet, gjerne pa grunn av artens

proteinaser som segtkoagulerer melka.

2.1.2.2. Koliforme bakterier

Ifolge Tortora et al. (2007) og Frank & Hassan (2002) defineres koliforme bakterier som
aerobe eller fakultativt anaerobe, Gram-negative, oksidase-negative, ikke-sporedannende
stavbakterier som fermenterer laktose og produserer gass og syre. De overlever ikke
pasteurisering. Bakterier som omfattes av denne betegnelsen er av familien
Enterobacteriaceae, som Escherichia spp., Enterobacter spp., Klebsiella spp., Proteus spp.,
Serratia spp. og Citrobacter spp. (Frank & Hassan 2002). Disse bakteriene vokser svart godt
i melk. Kvalitetsforringelse av melk grunnet vekst av koliforme bakterier innebarer
syreproduksjon, slimproduksjon i Cottage cheese, bitter smak, lukt av gress, avfering,
medisin eller urenhet, og oppblasing av ost som felge av produksjon av karbondioksid (CO,)

og hydrogen (H,) (Frank & Hassan 2002; Walstra et al. 2000).
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2.1.2.3. Kontaminantenes vei til ramelka

Melk fra syke kyr skal ikke benyttes til naeringsmiddelproduksjon, grunnet tilstedevaerelse av
patogene mikroorganismer. Ved jurbetennelsen mastitt er juret infisert med patogene
bakterier som lett kan overferes til melka, deriblant Klebsiella pneumoniae,

Serratia marcescens, Li. monocytogenes, Staphylococcus spp., Streptococcus spp.,

P. aeruginosa, Corynebacterium (C.) pyogenes og E. coli (Adams & Moss 2008; Asperger &
Zangerl 2002; Frank & Hassan 2002). Mastitt behandles gjerne med antibiotika, og det er da
viktig at melk fra slike kyr ikke blandes med ren” melk. Mennesker ber ikke eksponeres for
antibiotika unedig, og enkelte er allergiske mot antibiotika. Tilstedevarelse av antibiotika kan
ogsé edelegge melkebaserte produkter hvor syrekulturer benyttes, da antibiotika kan hemme
vekst av disse enskede bakteriene og dermed fore til store gkonomiske tap for produsenten

(Adams & Moss 2008).

Rémelk fra ei frisk ku er i utgangspunktet praktisk talt steril for den forlater juret. Ikke-
varmeresistente mikrokokker og stafylokokker, streptokokker og C. bovis er som regel til
stede 1 smd mengder i juret og spenekanalene og vil overferes til melka ved melking.
Melkesyrebakterier kan ogsd komme opp i spenene. Melka kontamineres svert raskt etter a ha

forlatt juret (Adams & Moss 2008; Frank & Hassan 2002; Walstra et al. 2006).

Ved melking kan melka kontamineres av mikroorganismer fra spenenes ytterside, kuas fotter
og flanke som kan ha jord, avfering, stov, hud- og harflak pd seg. Aktuelle mikroorganismer
her er fekale streptokokker, E. coli og andre tarmbakterier, Li. monocytogenes,
Mycobacterium spp., Staph. aureus, bakteriesporer, mugg og gjer, og koliforme bakterier.
Fjeslufta inneholder ofte B. subtilis fra haystov, streptokokker, mikrokokker, coryneforme
bakterier, mugg og gjer (Adams & Moss 2008; Asperger & Zangerl 2002; Frank & Hassan
2002; Walstra et al. 20006).

Melkingsutstyr med sprekker i gummienheter eller med sakalte blindveier/stusser ma unngés.
Utstyr som spenekopper, ror og tanker mé rengjores regelmessig og tilfredsstillende. Darlig
rengjort melkingsutstyr kan vaere kilde for store mengder mikroorganismer, som opprinnelig
stammer fra melk, og forer da til kontaktsmitte ved melking og lagring av melka. Aktuelle
bakterier her er mikrokokker, streptokokker, sporedannere, laktokokker, Pseudomonas spp.
og koliforme bakterier (Frank & Hassan 2002; McPhee & Griffiths 2002; Walstra et al.
2006).
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Vannet som benyttes ved vasking ma vere av god kvalitet. Ved bruk av urent vann er det
risiko for kontaminering av bakterier som Pseudomonas spp., koliforme, coryneforme eller
Alcaligenes spp. (Frank & Hassan 2002; Walstra et al. 2006). Overflatevann skal ikke

benyttes, da mange Gram-negative stavbakterier kan vere til stede (Walstra et al. 2006).

Foret inneholder ofte mikroorganismer, da serlig sporedannere som Bacillus spp. og
Clostridium spp., eller melkesyrebakterier og Li. monocytogenes. Foret kan falle direkte i
melka, eller mikroorganismene kan overleve i fordeyelsessystemet og forurense via

avforingen (Frank & Hassan 2002; Walstra et al. 2006).

Melka kan forurenses direkte av de personene som steller dyrene og utferer melking, og disse
personene kan i tillegg vaere syke (Asperger & Zangerl 2002; Walstra et al. 2006). Aktuelle
bakterier her er koliforme bakterier, enterokokker, stafylokokker og Salmonella spp. (Frank &
Hassan 2002).

2.1.2.4. Forebyggende arbeid

For a forhindre kontaminering av ramelka er det viktig & stelle dyrene for & holde dem bade
friske og rene, vaske jurene for melking, rengjere og vedlikeholde utstyr, rydde og rengjore i
fjoset, samt ha gode rutiner med personlig hygiene (Adams & Moss 2008; Walstra et al.
2006). Ellis et al. (2007) viste at bedre rengjorte kyr ga bedre melkekvalitet, inkludert lavere
bakterieinnhold og ferre tilfeller av mastitt sammenliknet med mindre rene kyr. Rolige dyr
ved melking vil hindre unedig oppvirvling av hoy og stev pd gulvet. Hygienisk design pa
utstyr og bruk av rent vann er viktige faktorer for & sikre tilfredsstillende rengjoring

(Desmarchelier & Fegan 2002; Walstra et al. 2006).

Kjeling av melk vil generelt hemme bakterievekst (Walstra et al. 2006). Dette er serlig viktig
for & unnga toksindannelse hos Staph. aureus dersom bakterien er til stede i melka. Ved
temperaturer under 7 °C vil ikke toksiner dannes. Denne bakterien der ved pasteurisering,
men toksinet er sveert varmeresistent og vil forbli aktivt (Asperger & Zangerl 2002; Rorvik &
Granum 2007). Termisering er en mild varmebehandling som ofte utfores pa meieriet nér
melka ankommer. Melkeforskriften (1995) §2 nr. 5 definerer termisering som “oppvarming
av rd melk i minst 15 sekunder ved en temperatur pa mellom 57 og 68°C, slik at melka etter

denne behandlingen fortsatt gir positiv fosfataseprove.”. Naermest alle psykrotrofe bakterier
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der, 1 tillegg til enkelte andre bakterier, noe som begrenser vekst og dannelse av
varmeresistente enzymer (Walstra et al. 2006). A kjole melka til 4 °C innen 2 timer etter

melking er viktig for & hindre vekst av E. coli (Desmarchelier & Fegan 2002).

A gjennomfere risikoanalyse for kritiske kontrollpunkt (HACCP), ha kontroll pa
persontrafikk og gi opplering til personell om mikrobielle smitteveier og sé videre kan bidra

til & unngé forurensing av og smitte via rdmelk (Reed & Grivetti 2000).

2.2. ESCHERICHIA COLI

2.2.1. Bakteriearten E. coli

Bakteriearten E. coli tilherer slekten Escherichia i familien Enterobacteriaceae. Bakterien er
en ikke-sporedannende, fakultativ anaerob (kan vokse med og uten O;), mesofil, Gram-
negativ stavbakterie som ofte er bevegelig ved hjelp av flageller rundt hele cellen. Noen
stammer har ogsa fimbria eller pili: hdrliknende proteinstrukturer som er assosiert med
bakterienes evne til henholdsvis & feste seg til overflater eller & binde bakterieceller for
overforing av DNA (Desmarchelier & Fegan 2002; Tortora et al. 2007; Wasteson 2007).
Escherichia ble isolert fra avfering for forste gang i 1885 (Desmarchelier & Fegan 2002).
Stammer kan differensieres ved & oppgi bakteriens O- og H-antigen, hvor O-antigen angir
bakteriens overflateantigen, ogsé kalt lipopolysakkaridantigen, og H-antigen angir bakteriens
flagellantigen. Serogrupper deles med bakgrunn i O-antigen og deles videre i1 serotyper med

bakgrunn i H-antigen (Kaper et al. 2004).

2.2.1.1. Vekst og toleranse

Vekstkravene varierer blant de ulike E. coli-stammene og er i tillegg avhengige av de ulike
vekstfaktorenes verdier. Siden bakterien er mesofil, kan vekst foregd ved ca. 7-48 °C.
Optimumstemperatur for vekst er ofte 37 °C, men kan vere mellom 35 og 40 °C
(Desmarchelier & Fegan 2002; Wasteson 2007). Generasjonstiden for E. coli ved 37 °C er ca.
20 minutter (Walstra et al. 2006), mens den ved 15 °C vil vaere ca. 2 timer og 10 timer ved

8 °C (Vitenskapskomiteen for mattrygghet 2006). E. coli er mer sensitiv overfor varme enn
blant annet Salmonella spp. Bakterien overlever ikke pasteurisering. En oppholdstid pé 0,78
minutter ved 58 °C forer til reduksjon med 1 log-enhet i E. coli i kumelk. Varmesensitiviteten
avhenger av vekstmediets pH, sammensetning og vannaktivitet (ay,), hvor for eksempel en

nedgang i vannaktivitet kan gi okt varmeresistens. Optimal vannaktivitet er 0,995, mens 0,95

Effekt av melkesyrebakteriers metabolisme pa utviklingen av Escherichia coli O157:H7 i melk 9



Litteraturoversikt

ofte er den laveste ay-verdien for vekst av E. coli. Denne minimumsverdien tilsvarer ca. 8 %

NaCl (Desmarchelier & Fegan 2002).

Mange patogene bakterier har utviklet evne til & overleve syre i neringsmidler, i magesekken
og delvis i tarmen, noe som er nedvendig for at disse bakteriene skal gi sykdom. I tarmen er
fermenteringsprodukter som svake syrer et hinder for mikrobiell overlevelse som patogene
bakterier mé overvinne, deriblant E. coli. Jo mindre syretolerant en bakterie er, jo hoyere
infeksjonsdose kreves for & gi sykdom. Ved bruk av syrengytraliserende legemidler kan
infeksjonsdosen av syresensitive bakterier halveres (Lin et al. 1996). Gorden & Small (1993)
fant at atte av ti testede E. coli fra menneskers normalflora var syreresistente.

Ifolge Desmarchelier & Fegan (2002) kan E. coli vokse ved pH 4,4-10, med optimum ved
pH 6-7. Minimumsverdien for vekst avhenger av type syre, inhibitorer, temperatur og
vannaktivitet. For eksempel kan E. coli 0157 vokse ved pH 4,5 ved 37 °C dersom den lave
pH skyldes saltsyre, men ikke om den skyldes melkesyre. Det finnes bade syreresistente og
syresensitive stammer sdvel blant de ikke-patogene E. coli som de patogene
enterohemorrhagisk E. coli (EHEC), enteroinvasiv E. coli (EIEC), enterotoksisk E. coli
(ETEC) og enteropatogen E. coli (EPEC).

2.2.1.2. Forekomst i nceringsmidler

Hovedreservoaret for E. coli er menneskers og varmblodige dyrs tarmsystem, hvor den bidrar
med vitaminer og nedbrytning av mat som ellers er vanskelig & fordeye (Tortora et al. 2007).
Pa grunn av dette reservoaret brukes deteksjon av E. coli som en indikasjon pa fekal
forurensning, altsd som en indikatororganisme (Adams & Moss 2008). E. coli har blitt funnet
1 gronnsaker, frukt, kjott og kjettprodukter, raimelk og meieriprodukter, vann og avfering.
Mastitt eller fekal forurensning i forbindelse med melking kan fore til kontaminering av

E. coli 1 melk (Rysanek et al. 2009). Bakterien kan vare et problem i meierier pa grunn av
rekontaminering ved hygieniske avvik hos personalet eller ved utilstrekkelig vask. Med
unntak av EIEC (Wasteson 2007), kan E. coli fermentere laktose (Walstra et al. 2006;
Wasteson 2007) og edelegge melkeprodukter, blant annet ved traddannelse 1 melk og saltlake
eller ved oppblésing av ost som folge av gassdannelse (Desmarchelier & Fegan 2002). Ifolge
Wasteson (2007) vil melkesyrebakterier delvis hemme bakteriens vekst. E. coli greier seg
bedre enn Salmonella spp. i konkurranse mot andre mikroorganismer, men utkonkurreres lett

av psykrotrofe bakterier som Pseudomonas spp. ved sin nedre vekstgrensetemperatur.
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2.2.2. Ulike E. coli-stammer

De fleste av E. coli-stammene i fordeyelsessystemet er ikke patogene, men noen av de
apatogene kan fore til sykdom hos mennesker med nedsatt immunforsvar, eller dersom
fordeyelsessystemets barrierer blir brutt (Kaper et al. 2004). Blant de patogene stammene har
EIEC, ETEC og EPEC reservoar i menneskers tarmsystem (Kaper et al. 2004; Wasteson
2007). Det som skiller de patogene bakteriene fra de ikke-patogene er de patogenes besittelse
av mekanismer som gjor dem 1 stand til a feste seg andre steder enn hvor de vanligvis

befinner seg, slik som urinrer og tynntarm (Kaper et al. 2004; Wasteson 2007).

2.2.2.1. Enterotoksisk E. coli

Infeksjon av enterotoksisk E. coli er en vanlig arsak til diaré blant barn i utviklingsland og
blant turister (Desmarchelier & Fegan 2002; Kaper et al. 2004; Wasteson 2007). Bakteriene
spres med avfering fra syke, ofte via drikkevann. Det kreves en hoy infektiv dose for & utvikle
sykdom, ca. 10°-10® bakterier. Inkubasjonstiden er 1-7 degn (Wasteson 2007). I lepet av
denne tiden koloniserer bakteriene pd slimhinnen i tynntarmen ved hjelp av fimbrier og
danner toksiner. Bade varmelabile enterotoksiner og varmestabile enterotoksiner kan
produseres av ETEC (Desmarchelier & Fegan 2002; Kaper et al. 2004; Wasteson 2007).
Enterotoksisk E. coli gir akutt vandig diaré, som kan vare mild og vare i kort tid.
Sykdommen kan ved mer alvorlige tilfeller likne kolera (Desmarchelier & Fegan 2002;
Wasteson 2007). Dyr kan ogsa bli syke av disse bakteriene, men stammene er vertsspesifikke
og ETEC regnes ikke som en zoonose (Kaper et al. 2004; Wasteson 2007). Déarlig handtering
ved transport og distribusjon av fransk Brie og Camembert har vaert drsak til ETEC-utbrudd
(Desmarchelier & Fegan 2002).

2.2.2.2. Enteropatogen E. coli

Enteropatogen E. coli var den ferste patogene E. coli som ble beskrevet, og var en kilde til
diaré blant barn i industriland pa grunn av dérlig hygiene. Na er bakterien uvanlig i

I-land, men i U-land er den en vanlig drsak til barnededelighet (Kaper et al. 2004; Wasteson
2007). Dyrearter kan vere smittebaerere, mens menneskers tarmsystem er hovedreservoaret.
Darlig hygiene og fekalt forurenset drikkevann er de vanligste smittearsakene. Enteropatogen
E. coli har blitt isolert fra rdmelk og melkeprodukter som bletost og (re-)infisert pasteurisert
melk (Food Standards Australia New Zealand 2009). I likhet med ETEC kreves det en hoy
infektiv dose for & utvikle sykdom. Sykdommen arter seg som vandig diaré, noen ganger

slimete, og med oppkast og feber noe senere i sykdomsbildet. Varigheten kan vaere fra 12 til
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72 timer eller lengre (Wasteson 2007). Tarmskade og vanntap kan gi senkomplikasjoner
(Desmarchelier & Fegan 2002; Wasteson 2007). Bakteriens virulensfaktor likner mye pé den
hos shigatoksinproduserende E. coli (STEC), med "attaching and effacing adhesion lesion”
(AE-lesjon) og type 3 sekresjonssystem (T3SS) (Desmarchelier & Fegan 2002; Wasteson
2007). Disse faktorene omtales i avsnitt 2.2.2. Ved EPEC-infeksjon skyldes ikke diareen

toksiner, men skade pa tarmepitelet og forstyrret elektrolyttbalanse (Wasteson 2007).

2.2.2.3. Shigatoksinproduserende/Enterohemorrhagisk E. coli

Shigatoksinproduserende E. coli og enterohemorrhagisk E. coli har hovedreservoar i
drevtyggeres tarmsystem. Kjottdeig og rdmelk er vanlige smittekilder. Infektiv dose er lav,
gjerne under 100 celler (Kaper et al. 2004; Warnecke & Gill 2005), med inkubasjonstid pé 1-
14 degn, hvor 3-4 degn regnes som normalt (Mead & Griffin 1998; Warnecke & Gill 2005).
Bakteriene fester seg til epitelcellene i tykktarmen ved bruk av AE-lesjon og produserer
cytotoksinet shigatoksin, som transporteres via blodet til nyrene. Her oppstar det gjerne
betennelse, som kan videreutvikles til hemolytisk uremisk syndrom (HUS). Vanlige
symptomer pa STEC/EHEC-infeksjon er magesmerter og diaré med eller uten blod, hvor
EHEC gir bladning etter et par dagers varighet. Enkelte kan fi oppkast og svak feber.
Infeksjon av EHEC kan ogsa vare symptomfri, altsa ha friske smitteberere. Det finnes mange
ulike STEC serogrupper, hvor blant annet serogruppene 0157, 026 og O111 kan gi HUS
(Desmarchelier & Fegan 2002). Serogruppen O157 omtales n&rmere i avsnitt 2.2.2.

2.2.2.4. Enteroinvasiv E. coli

Enteroinvasiv E. coli er ikke vanlig i I-land (Desmarchelier & Fegan 2002; Wasteson 2007).
Bakteriene har evnen til & invadere tarmepitelceller, hvorfra de kan bevege seg videre i
epitelcellelaget. Dette gir bledninger og lokal vevsded i epitelcellelaget som folge av
betennelsesreaksjoner (Wasteson 2007). Type 3 sekresjonssystem er involvert i bakteriens
invaderende egenskap (Kaper et al. 2004). Symptomer vil vere blodig diaré som ogsa kan
vare vandig (Desmarchelier & Fegan 2002; Kaper et al. 2004), feber og kraftige
magesmerter. Infeksjonsdose kan vare ca. 10°-10° bakterier (Desmarchelier & Fegan 2002;
Wasteson 2007), mens det ifalge FDA (2003) er tilstrekkelig med 10 celler for a gi sykdom.
Menneskers tarmsystem er reservoar. Smittekilder har vert personsmitte og
avforingskontaminert mat og vann. Enteroinvasiv E. coli har blant annet gitt sykdomsutbrudd

via Camembert kontaminert av darlig filtrert vaskevann fra en elv (Desmarchelier & Fegan
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2002) og via upasteurisert melk (U.S. Food and Drug Administration 2003). Gorden & Small

(1993) isolerte ni EIEC-stammer fra menneskelig normalflora, hvorav seks var syreresistente.

2.2.2.5. Enteroaggregativ E. coli

Forekomsten av infeksjon med enteroaggregativ E. coli (EAEC) eker (Kaper et al. 2004).
Disse bakteriene kan danne blant annet ulike cytotoksiner og enterotoksinene EAST1 og
ShETT1 (Kaper et al. 2004; Warnecke & Gill 2005), som henholdsvis gir vandig diaré¢ og
sekretorisk diaré (Kaper et al. 2004). Diaré grunnet EAEC er ofte vedvarende og er et
problem bade i U-land og I-land (Wasteson 2007). Enteroaggregativ E. coli kjennetegnes av
gensamlingen AggR og ved at bakteriene ved hjelp av fimbrier festes pé tykktarmens HEp-2-
celler i et murliknende menster — autoaggregativt adhesjonsmenster — og gir en mild
mucosagdeleggelse (Desmarchelier & Fegan 2002; Kaper et al. 2004). Kontaminert
upasteurisert ost har vert involvert i EAEC-utbrudd i Italia (Kaur et al. 2010).

2.2.2.6. Diffus adherent E. coli
Diffus adherent E. coli (DAEC) har en mer diffus festing til HEp-2-cellene enn hva EAEC
har. Bakteriene er en vanlig drsak til diaré blant eldre barn i U-land (Desmarchelier & Fegan

2002; Wasteson 2007), men ogsa til urinveisinfeksjoner (Wasteson 2007).

2.2.3. E. coli 0157

11982 ble E. coli O157:H7 anerkjent som en patogen bakterie etter to utbrudd med
hemorrhagisk kolitt. Hemorrhagisk kolitt er bledning pé tykktarmveggen, hvor vandig diaré
etterfolges av blodig diaré og magesmerter. Shigatoksinproduserende E. coli, inkludert
O157:H7, ble 1 1983 koblet til HUS. Det er fortsatt usikkert hvor lenge E. coli O157 har veert
sykdomsérsak blant mennesker. Pa bakgrunn av tilgjengelig informasjon mener Mead &
Griffin (1998) at bakterien kan ha framtradt som patogen en gang i lepet av det forrige
arhundre og har gatt fra & vare nermest ubetydelig til & skape en global helsebekymring av
stort omfang. I 1999 var det estimerte antallet for E. coli O157-sykdomstilfeller i USA 73 480
stykker arlig, hvor ca. 85 % av tilfellene stammet fra matinfeksjon (Mead et al. 1999).

2.2.3.1. Forekomst av E. coli O157 i nceringsmidler
Hovedreservoaret for E. coli O157 er, som tidligere nevnt, tarmsystemet hos drovtyggere som
storfe og sau. Overforing av smitte til mennesker kan skje via mat, vann, direkte kontakt med

smittede dyr eller personer. Juice, gronnsaker som reddik og salat, frukt og spekepelse har

Effekt av melkesyrebakteriers metabolisme pa utviklingen av Escherichia coli O157:H7 i melk 13



Litteraturoversikt

veart involvert 1 sykdomsutbrudd. Bakterien blir ofte funnet i ramelk og kvernet kjott, rdvarer
som har vert kilde til en mengde utbrudd over hele verden (Desmarchelier & Fegan 2002;
Mead & Griffin 1998; Wasteson 2007). Pasteurisert melk har blant annet blitt kontaminert i
dérlig vaskede ror og gummideler pd maskiner, og bade konsummelk og yoghurt av
kontaminert pasteurisert melk har fort til EHEC-utbrudd. Konsum av ramelk og av girdsost,
fersk ost og halvfast ost av upasteurisert melk har gitt sykdom grunnet tilstedevarelse av

E. coli O157 (Desmarchelier & Fegan 2002).

2.2.3.2. Sykdom

E. coli O157 fester seg til mikrovilli pa tarmepitelcellene ved bruk av AE-lesjoner. Type 3
sekresjonssystemet er et nilliknende system som brukes til & overfere spesifikke reseptorer,
kalt “’translocate intimin receptor” (Tir), inn 1 mikrovillis overflate. Dette er reseptorer for
intimin, som bakterien uttrykker pa sin overflate. Dermed kan bakterien feste seg til
mikrovilli. Reseptoren er ogsé samlingspunkt for aktinkjeder pa innsiden av mikrovilli.
Aktinkjedene er med pa & endre cytoskjelettet og heve mikrovilli, som etter hvert danner en
pidestall og omslutter bakterien. Intimin er ogsa med pé & stimulere immunrespons og
svulming. Disse endringene hindrer epitelcellen i & fungere som normalt og resulterer i diaré.
Shigatoksin dannes av E. coli O157 i tykktarmen og kan vandre via blodet til nyrene, hvor
nyrebetennelse kan oppsté. I tillegg kan toksinet gi skader pa tarmen og blodig diar¢ ved a
inhibere proteinsyntesen hos vertscellen, noe som resulterer i celleded (Kaper et al. 2004;

Wasteson 2007).

Mennesker som har blitt smittet med E. coli O157 kan vaere symptomfrie og samtidig spre
smitten — sakalte friske smitteberere. Enkelte kan f4 mild diaré, mens andre fér kraftig diaré.
Vanlig sykdomsforlep starter med vandig diaré som etter et par dager gar over til & vere
kraftig og blodig med magekramper. Blodmengde og utvikling av feber og oppkast varierer
(Mead & Griffin 1998; Scheiring et al. 2008; Wasteson 2007).

Som nevnt kan shigatoksin gi nyrebetennelse (Kaper et al. 2004). Ved sykdom blant barn og
eldre utvikler ca. 10 % av dem hemolytisk uremisk syndrom 5-13 dager etter diaréstart.
Hemolytisk uremisk syndrom er en svert alvorlig tilstand som omfatter akutt nyresvikt,
nedgang i antall blodplater og edeleggelse av rede blodceller. Videre kan sykdommen pavirke
hjertet, sentralnervesystemet, respirasjonen og flere indre organer. For ca. 3-5 % er utfallet
fatalt. Stersteparten av pasientene overlever altsa, men en rekke senkomplikasjoner kan

oppsté. Dette kan vare nyreskade, gallestein, smalere tykktarm, betennelse pa
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bukspyttkjertelen, diabetes, glukoseintoleranse og svekket kognitivitet (Mead & Griffin 1998;
Scheiring et al. 2008; Wasteson 2007).

Pasienter med E. coli O157-infeksjon ber hospitaliseres for oppfelging og intravenegs vaske-
og naringsforsyning. Forstoppelsesmidler ma ikke benyttes, da dette er forbundet med storre
risiko for utvikling av HUS ved at toksinene forblir i tarmen. Antibiotikabehandling er
omdiskutert. Noen studier tyder pa at antibiotika vil fere til lysering av bakteriecellene,
frigjoring av shigatoksin og ekt fare for HUS, mens andre studier indikerer at behandlingen er
beskyttende eller at den ikke pévirker faren for HUS. I tillegg kan det virke som at tidspunkt
for antibiotikabehandling spiller en stor rolle, hvor behandling innen tre degn kan redusere
faren for HUS. Ved HUS mai vaske- og elektrolyttbalansen kontrolleres, og omtrent
halvparten av pasientene har behov for dialyse (Mead & Griffin 1998; Scheiring et al. 2008).

2.2.3.3. Deteksjon av E. coli O157 ved dyrking pd agar

E. coli kan nedbryte laktose til glukose og galaktose, glukose til pyrodruesyre, pyrodruesyre
til melkesyre, etanol, ravsyre, eddiksyre, CO, og H, (Tortora et al. 2007). I motsetning til de
fleste andre E. coli, kan ikke E. coli O157 forgjere sorbitol (March & Ratnam 1986; Noveir
& Halkman 2000). Ved identifisering av bakterien er det derfor vanlig & benytte vekstmediet
Sorbitol MacConkey agar (SMAC), hvor vekst av E. coli O157 gir fargelese kolonier, i
motsetning til lillafargede kolonier fra sorbitolfermenterende bakteriestammer (Borczyk et al.
1987; Fujisawa et al. 2000). Ifolge Mead & Griffin (1998) regnes SMAC for 4 gi et generelt
palitelig resultat.

March & Ratnam (1986) fant at E. coli O157 ble gjenkjent 1 90 % av testprovene pa SMAC,
mens kun 50 % ble gjenkjent pd MacConkey agar (MAC). I motsetning til test av avfering pd
MAC hvor alle kolonier var fargede, viste SMAC béde lilla og fargelase kolonier, med svart
mange fargelose kolonier fra prover med blodig diaré. Det ble funnet at ca. 15 % av de
fargelose koloniene pa SMAC ikke stammet fra E. coli O157, men fra andre E. coli,

Proteus spp., andre koliforme bakterier og Pseudomonas spp., og Morganella spp.

Noveir & Halkman (2000) henviser til et kapittel 1 U.S. Food and Drug Administration sin
“Bacteriological Analytical Manual” fra 1998, hvor det rapporteres om vanskeligheter i
observering av E. coli O157 pa SMAC ved tilfeller med hey kontaminasjon av koliforme

bakterier, som maskerer tilstedevarelsen av E. coli O157.
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Dersom det oppstér usikkerhet rundt kolonier p& SMAC, kan antiserumkit eller
lateksagglutineringskit brukes for & detektere O157 antigen (Mead & Griffin 1998).

For et mer spesifikt vekstmedium kan cefixime og tellurite tilsettes (Fujisawa et al. 2000;
Mead & Griffin 1998; Zadik et al. 1993). I sin studie viste Zadik et al. (1993) at SMAC tilsatt
cefixime og tellurite fremmet vekst av E. coli O157 og Shigella (Sh.) sonnei, riktignok med
redusert kolonisterrelse hos Sh. sonnei, mens 67 % av andre E. coli, 95 % av Aeromonas spp,
og 100 % av Proteus spp., Morganella morganii, Providencia spp. og Plesiomonas spp. ble

inhibert.

2.2.3.4. Vekst og toleranse hos E. coli O157

Bakteriens nedre temperaturgrense for vekst er 8 °C og @vre grense er 44-45,5 °C ifolge
Desmarchelier & Fegan (2002). Ifolge Wasteson (2007) vokser E. coli O157 darlig ved 44 °C.
E. coli O157 kan overleve ved lave temperaturer, som ved 4 °C i opp til 8 uker i kjottdeig
(Cheng & Kaspar 1998). Flere studier har vist at bakterien ogsé kan overleve ved lave
temperaturer nar den lever i et surt miljo, riktignok med synkende antall overlevende bakterier
i lopet av lagringen. Slike observasjoner har blant annet blitt gjort ved 4 °C i 13 degn i
yoghurt med pH 4,11-3,94 (Bachrouri et al. 2002), ved 4 °C i 12 degn i yoghurt med pH 4,0
og 135 degn i kulturmelk med pH 4,1 (Dineen et al. 1998), ved 4 °C i over 4 uker i tryptikase
soyabuljong surgjort med melkesyre til pH 5,5 (Elhanafi et al. 2004), ved 7 °C 1 6 degn i
fruktjuice med pH 3,2 og 3,6, yoghurt med lavt fettinnhold med pH 3,9 og en japansk
fermentert melk kalt *Yakult” med pH 3,6 (Hsin-Yi & Chou 2001), ved 4 °C 1 6 degn i
afrikansk yoghurt med pH 4,2 (Ogwaro et al. 2002) og ved 4 °C i 3 degn i kulturmelk fra
Zimbabwe kalt ’Ergo’” med pH 4,3 (Tsegaye & Ashenafi 2005).

Bachrouri et al. (2002), Hsin-Yi & Chou (2001), Ogwaro et al. (2002) og Tsegaye & Ashenafi
(2005) papeker at bakterien klarte seg bedre i surt miljo ved kjolelagring enn ved
romtemperatur, hvor bakteriereduksjonen gikk hurtigere. I Dlamini & Buys (2009) sin studie
ble ogsa kjelelagring nevnt som en beskyttende faktor. Elhanafi et al. (2004) framla imidlertid
hypoteser om at bakteriens syreresistensmekanismer fungerer darligere ved kjolelagring eller
at de hydrofile cytoplasmaproteinene som produseres av E. coli ved kuldesjokk ned til 10 °C

(Goldstein et al. 1990) har en inhiberende effekt pé syreresistensmekanismene.

E. coli O157:H7 er mer syretolerant enn andre E. coli (Bachrouri et al. 2002; Lin et al. 1995;
Wasteson 2007). Lin et al. (1995) fant at E. coli O157:H7 kan vokse ved pH 4,4, og bakterien
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har ved flere studier overlevd ved pH 2,5 (Benjamin & Datta 1995; Lin et al. 1995) og ved pH
3,0 (Benjamin & Datta 1995; Cheng et al. 2003; Goodson & Rowbury 1989; Lin et al. 1995).

Det er vist at syretoleransen hos E. coli O157:H7 varierer mellom stammene (Benjamin &

Datta 1995; Cheng et al. 2003; Dlamini & Buys 2009).

Noen av E. coli O157:H7 sine syreresistensmekanismer er et oksidativt system som krever
sigmafaktoren RpoS, et arginin-avhengig system som blant annet krever genet adi, og et
glutamat-avhengig system som blant annet krever gadA eller gadB, samt flere genetiske
faktorer. RpoS er et syresjokk-gen, adi er et gen som koder for arginin dekarboksylase, og
gadA og gadB er glutamat dekarboksylase-kodende gener (Castanie-Cornet et al. 1999; Lin et
al. 1995). RpoS har vist seg & vare viktig for overlevelse i anaerobt miljo (Small et al. 1994).

Ogwaro et al. (2002) observerte i sin studie at fermenteringstemperatur pévirket vekst av

E. coli O157:H7. Bakterien vokste i lopet av fermentering ved yoghurtproduksjon med
fermenteringstemperaturene 25, 30 og 37 °C i 24 timer. Da fermenteringstemperaturen var
43 °C, sank imidlertid bakterieinnholdet fra og med fermenteringens start.

I yoghurtpravene som hadde blitt fermentert ved 25 og 30 °C var slutt-pH henholdsvis 5,0 og
4.4, og etter fermentering ved 37 °C var pH 4,0. I disse tre pravene ble antall E. coli O157:H7
redusert med 2 log-enheter etter 5 dogn ved 4 °C. Proven fra 37 °C hadde imidlertid ikke like
heyt antall E. coli O157:H7 for kjelelagringens start og reduksjonen startet tidligere
sammenliknet med de to andre nevnte provene. I proven fra fermentering ved 43 °C var ogsa
slutt-pH 4,0, men her hadde alle E. coli-bakteriene dedd etter lagring i 4 degn ved 4 °C.
Pavirkningen av fermenteringstemperatur pa utviklingen av E. coli O157:H7 var imidlertid
trolig indirekte, i den forstand at den termofile yoghurtkulturen vil vokse saktere ved de
laveste temperaturene benyttet i denne studien. Dermed vil syrekulturens vekst, ikke
fermenteringstemperaturen, vaere den inhiberende faktoren.

Denne studien viste i tillegg at slutt-pH har betydning for bakteriens overlevelse.

Dlamini & Buys (2009) studerte to kulturmelkspraver tilsatt £. coli O157:H7, som var en ser-
afrikansk kulturmelk kalt *’Amasi’. Her ble ogséd betydningen av slutt-pH vist. Ramelk ble
fermentert ved 30 °C i 3 degn og pasteurisert melk tilsatt syrekultur ble fermentert ved 30 °C i
1 dogn og kjelelagret i 2 dogn. De fant at selvsyrnet rdmelk med slutt-pH 4,0 hadde storre
hemmingseffekt mot E. coli O157:H7 sammenliknet med effekten av kommersielt fermentert

pasteurisert melk med slutt-pH 4,4. Det kan imidlertid settes spersmalstegn ved dette
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forseksdesignet. Den sistnevnte slutt-pH kunne muligens vert lavere dersom denne proven
ogsa hadde blitt lagret ved 30 °C i 3 degn slik som ramelksproven. Ulik lagring vil gjere

provene mindre egnet for sammenlikning mot hverandre.

Mufandaedza et al. (2006) inokulerte E. coli O157:H7 sammen med blant annet DL-kultur og
en renkultur av Le. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis hver for seg i UHT-melk, samt

E. coli O157:H7 alene i ramelk uten tilsatt syrekultur. I likhet med preven ved 25 °C i studien
hos Ogwaro et al. (2002), gkte antall E. coli O157:H7 i alle provene fram til uttaket ved den
18. time under fermentering ved 25 °C, hvor rdmelk hadde pH 6,7 og UHT-melk med
syrekulturer hadde pH 4,5. Etter 24 timer hadde UHT-melk med DL-kultur nadd pH 4,4 og
antall E. coli gikk noe ned, mens mengden gikk ned ca. 3 log-enheter i UHT-melk med

Lec. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis, hvor slutt-pH var 4,3. I prever laget av ramelk var
pH 5,2 etter 24 timer og innholdet av E. coli O157:H7 var stabilt.

Antall melkesyrebakterier var ca. 1 log-enhet lavere i rdmelk enn i UHT-melk tilsatt

syrekultur etter 48 timer.

Ogsa syrningshastighet har vist seg & ha betydning for overlevelse av E. coli O157:H7 1
syrnede produkter. Sammenliknet med prevene fermentert ved 25 og 30 °C, gikk syrningen
hurtigere ved 37 og 43 °C, samt i noe sterre grad ved 43 enn ved 37 °C i Ogwaro et al. (2002)
sin studie av syrning av yoghurt. Reduksjon av E. coli O157:H7 var sterst i proven syrnet ved
43 °C. Syrningsraten hadde ogsa vert noe raskere i UHT-melk med Lc. lactis subsp. lactis
biovar. diacetylactis, hvor reduksjonen av antall E. coli O157:H7 var sterst, enn i provene av
UHT-melk tilsatt DL-kultur og ramelk uten tilsatt syrekultur i forseket utfort av Mufandaedza
et al. (2006).

2.3. BARRIERETEKNOLOGI

Barriereteknologi handler om & utnytte sikalte barrierer for a kontrollere vekst av eventuelle
uenskede mikroorganismer i det aktuelle neringsmidlet (Fellows 2000).
Konserveringsmidler, hoy eller lav temperatur, pH, konkurrerende mikroflora, bakteriosiner,
modifisert atmosfzre, salt og CO; er eksempler pa barrierer; de hemmer mikrobiell vekst. Da
effektiviteten og virkningsmekanismen varierer blant barrierene, kan det vere onskelig &
kombinere to eller flere for & kunne gi en samlet sterkere barriereeffekt. Kombinering kan

ogsa senke effekten. Ved valg av barrierer ma det tas hensyn til mengde og type
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mikroorganismer som kan kontaminere naeringsmidlet, samt barrierenes effekt pd produktets
kvalitetsegenskaper (Fellows 2000; Leistner & Gorris 1995). Homeostase er et sentralt begrep
1 barriereteknologien. Dette omfatter mikroorganismers mekanismer for a opprettholde indre
stabilitet og balanse, noe som er nodvendig for vekst. A kombinere barrierer som angriper
flere av bakterienes balansemekanismer, som evnen til & justere cellens pH og saltinnhold,
kan gjere organismene mer svekket enn ved ett angrep pa ett punkt, og dermed gi god
hemmingseffekt (Leistner & Gorris 1995). Ikke alle celler i en populasjon far samme
skadegrad, og ulikt stress gir ulike typer og mengder skader pé forskjellige steder som

resulterer i ulike reparasjonsmekanismer (Wu 2008).

2.3.1. Barrierer

2.3.1.1. Kjolelagring

Melk og de fleste melkeprodukter kjolelagres ved <4 °C for a gke holdbarheten. Kjoling
senker hastigheten pa kjemiske og enzymatiske reaksjoner, og endringer i proteinstrukturer
kan forekomme (Tortora et al. 2007; Walstra et al. 2006). Mesofile bakterier, slik som E. coli,
kan utsettes for kuldesjokk. Det kan da oppstd skade pé cellemembraner, hvorfra lekkasje av
cytoplasmisk innhold kan observeres. Dette vil pavirke neringsopptak og stabilitet hos DNA
og proteiner (Adams & Moss 2008; Polissi et al. 2003). En gkning i enkelttradkutt i DNA og
syntese av spesifikke beskyttende proteiner har blitt observert som en folge av kjoling. Gram-
negative bakterier i eksponentiell fase har membraner som er mer mottakelige for kuldesjokk

enn Gram-positive bakteriers membraner (Adams & Moss 2008).

2.3.1.2. Pasteurisering
Melkeforskriften (1995) § 47 omtaler framstilling av pasteurisert melk slik:

”Pasteurisert melk skal fremstilles ved at melk oppvarmes til minst 71,7°C i minst 15
sekunder eller ved en pasteuriseringsprosess med tid/temperatur-kombinasjoner som gir
samme hygieniserende effekt. Pasteurisert melk skal gi negativ fosfataseprave og positiv

peroksydaseprove.(...)”

Animaliehygieneforskriften (2008) avsnitt IX, kapittel II, del II nummer la inneholder de

samme kravene.
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Hvilke eventuelle endringer som skjer i melka ved varmebehandling avhenger i1 hoy grad av
hvilken kombinasjon av temperatur og tid som blir benyttet. En av hovedendringene ved
pasteurisering er inaktivering av enzymet alkalisk fosfatase, som er til stede i rdimelk (Walstra
et al. 2006). Dette enzymet inaktiveres ved en noe hoyere tid/temperatur-kombinasjon enn

M. tuberculosis, som er den mest varmeresistente ikke-sporulerende patogene bakterien.
Derfor er negativ fosfatasetest en god indikator pa tilfredsstillende varmebehandling (Bylund
2003; Walstra et al. 2006). En kombinasjon av tid og temperatur, som av praktiske &rsaker er
vanlig & bruke ved sméskalaproduksjon, er 63 °C i 30 minutter, som ogsa gir negativ

fosfatasetest (Vitenskapskomiteen for mattrygghet 2006).

Utenom inaktivering av enkelte enzymer og dreping av de aller fleste bakteriene i ramelka,
har pasteurisering liten effekt pd melka. Bakteriostatiske egenskaper, smak og proteiner

forblir praktisk talt uendret (Walstra et al. 2006).

Varmebehandlingens virkningsmekanisme mot bakterier innebaerer denaturering av diverse
proteiner og senking av enzymatiske reaksjoner (Adams & Moss 2008; Tortora et al. 2007).
Veksten reduseres kraftig nar temperaturen overstiger bakteriens optimumstemperatur for
vekst, da plasmamembranen nedbrytes og proteiner denatureres. Disse endringene blir store
nok til & drepe bakterien dersom temperaturen kommer over maksimumstemperaturen for
bakterien (Adams & Moss 2008). Hoy temperatur skader celleveggen og ferer til tap av ioner,
aminosyrer, peptider og nukleinsyrer (Wu 2008).

2.3.1.3. Konkurrerende mikroflora
Dynamikken i bakteriell vekst ved et miljo er et resultat av bakterietypenes respons pa
stressfaktorer som kan oppsta (Giraffa 2004). Stressfaktorer kan vere endring 1 temperatur,

pH, n@ringsinnhold og vannaktivitet.

Lagringstemperaturen for melka pévirker i stor grad hvilke bakterier som dominerer.
Gram-positive bakterier, som melkesyrebakterier, vokser etter melking og ellers nar melka er
over 20 °C. Nér melka blir nedkjelt, vokser fortrinnsvis psykrotrofe bakterier (Lafarge et al.
2004; Rasolofo et al. 2010). Vekst av melkesyrebakterier vil gi lavere pH, som utkonkurrerer
sporedannere, koliforme bakterier og Pseudomonas spp. Noen danner bakteriosiner som

hemmer andre melkesyrebakterier, E. coli og Li. monocytogenes. Sporedannere, mikrokokker
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og laktobasiller overlever pasteurisering. Uten rekontaminering og med god kjelelagring vil

melka holde seg godt i ca. 3 uker etter pasteurisering (Frank & Hassan 2002).

Utkonkurrering av bakterietyper i den totale mikroflora skyldes ofte at naringsstoffer
forbrukes av konkurrerende bakterier, eller produksjon av hemmende metabolitter.
Eksempelvis forbruker melkesyrebakterier neringsstoffer og senker pH. Dannelsen av
metabolitter som hydrogenperoksid, hypothiocyanat, etanol, karbondioksid, bakteriosiner og
diacetyl varierer blant stammene (Hsin-Yi & Chou 2001; Piard & Desmazeaud 1991; Piard &
Desmazeaud 1992). Dineen et al. (1998) fant at vekst av E. coli O157:H7 ble hemmet i storre
grad av den termofile Lactobacillus (Lb.) delbrueckii subsp. bulgaricus enn av den mesofile
Lc. lactis subsp. lactis eller Lc. lactis subsp. cremoris. De ulike fermenteringstemperaturene

kunne ogsa ha pavirket inhiberingen.

Ved litteratursek til denne oppgaven viste det seg & vaere vanskelig 4 finne relevant litteratur

angdende konkurrerende mikroflora.

2.3.1.4. Senking av pH

Senking av pH 1 bakteriers vekstmedium péavirker makromolekylers aktivitet og stabilitet.
Eksempelvis synker bakteriens reaksjonsrate ved at enzymaktiviteten svekkes. Ved ekstreme
pH-endringer kan det oppsta denaturering av proteiner (Adams & Moss 2008; Tortora et al.
2007; Walstra et al. 2006). Innholdet i uttrykket *ekstreme pH-endringer’ ble ikke omtalt
narmere 1 den refererte litteraturen.

Organiske syrer, som melkesyre, forer til nedgang i cytoplasmisk pH, noe som forstyrrer
purinbasene i DNA og denaturerer essensielle enzymer. Organiske syrers anion, som anionet
fra eddiksyre og maursyre, kan gke bakteriecellens kaliumopptak og gi ekt vaesketrykk i
cellen. Glutamat transporteres ut for & stabilisere trykket, men dette forstyrrer cellens
osmotiske trykk. Resultatet blir redusert vekstpotensial og levedyktighet hos bakterien
(Warnecke & Gill 2005).

Rémelk har en pH pa ca. 6,7. Fermenterte melkeprodukter har ofte en slutt-pH <4,6, og
enkelte produkter, slik som yoghurt, kan ha pH <4,0 (Walstra et al. 2006).
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2.3.1.5. Vannaktivitet

Vannaktivitet (ay) er et mal for tilgjengelig vann i et produkt. Tilgjengeligheten gjelder for
mikrobielle, enzymatiske eller kjemiske reaksjoner. Prosesser som inndamping, terking,
frysing, eller tilsetting av salt eller sukker reduserer et produkts vannaktivitet (Fellows 2000).
Salt (NaCl) reduserer vannaktiviteten mer effektivt enn sukrose (Adams & Moss 2008). Ved
vannaktivitet under 0,6 vil nesten all mikrobiell aktivitet stanse (Adams & Moss 2008;
Fellows 2000). De fleste bakterier inhiberes ved a,, <0,90. Oksygen, pH, CO,,
konserveringsmidler og temperatur pavirker vannaktivitetens inhiberende effekt. Effekten av
lavere vannaktivitet oker nir noen av de nevnte faktorene er under den aktuelle
mikroorganismens krav for optimal vekst. Melk med pH >6,5 og a,, >0,99 er holdbar i noen

dager, mens yoghurt med pH <4,5 og a,, <0,95 er holdbar i noen uker (Fellows 2000).

Fajardo-Lira et al. (1997) viste i sin studie at de benyttede yoghurtkulturene produserte
synkende mengde syre ndr vannaktiviteten gikk ned, og at syreproduksjonen ble lavere ved
tilsetting av sukrose enn ved tilsetting av glyserol. Glyserol ga en mye lavere vannaktivitet,
muligens grunnet kjemikaliets evne til & bryte hydrogenbindingene i vannmolekyler.
Forskjellen i hemmingseffekt mellom sukrose og glyserol kunne skyldes at glyserol gkte det
osmotiske trykket mer enn sukrose og at denne virkningen var sterkere enn den ogkte

reduksjonen av vannaktivitet fordrsaket av glyserol.

Bakterier trenger vann for & vokse, da de henter omtrent alle naringsstoffer fra vannlesninger
omkring cellen (Tortora et al. 2007). Bakterienes cytoplasma er en vandig lesning hvor
livsneadvendige reaksjoner finner sted (Adams & Moss 2008). Cytoplasma er omsluttet av en
plasmamembran som er gjennomtrengelig for vannmolekyler, mens sterre molekyler gar
sakte igjennom eller trenger aktiv hjelp. Plasmamembranen inneholder enzymer som kan
bryte ned neringsstoffer og produsere energi (Tortora et al. 2007). Dersom
konsentrasjonslikevekten mellom cytoplasma og miljeet utenfor cellen forstyrres, kan cellen
skades. Skade kan enten skje ved krymping av plasmamembranen grunnet ferre
vannmolekyler inni cellen enn utenfor, eller ved at plasmamembranen sprekker som folge av
for mye vann pé innsiden (Adams & Moss 2008; Tortora et al. 2007). Nar plasmamembranen
losner fra celleveggen eller adelegges, inhiberes cellens vekst (Tortora et al. 2007). Lav

vannaktivitet hemmer DNA-replikasjon hos E. coli (Gabriel & Nakano 2010).

Effekt av melkesyrebakteriers metabolisme pa utviklingen av Escherichia coli O157:H7 i melk 22



Litteraturoversikt

2.3.1.6. Redokspotensial
Redokspotensialet (Ey) pavirker et mediums potensial til & oksideres eller reduseres, noe som
avgjor om vekst av aerobe eller anaerobe mikroorganismer kan forekomme. Det pavirkes av

fjerning av oksygen eller tilsetting av stoffer med reduserende effekt, slik som hydrogen og

sukrose (Adams & Moss 2008).

Molekyler fra redoksreaksjoner forstyrrer elektrontransporten hos bakterier (Bespalov et al.
1996). Under anaerobe forhold vokser E. coli godt, og redokspotensialet synker som folge av
bakteriell vekst. Nedgang i E kan gi forlenget hvilefase og langsommere eller hemmet vekst.
Kirakosyan & Trchounian (2007) observerte at tilsetting av kopperioner (Cu®") til E. coli sitt
vekstmedium forsinket reduksjonen av redokspotensialet. Kopperioner er oksidanter som i

sméd mengder er viktig for vekst av E. coli, mens store mengder kan vere skadelig.

Fersk melk inneholder som regel noe O, og har et redokspotensial pd +0,2 til +0,3 V.
Varming vil senke E, med ca. 0,05 V. Dannelse av melkesyre vil redusere redokspotensialet

kraftig, til -0,1 eller -0,2 V, avhengig av hvilke bakterier som er til stede (Walstra et al. 2006).

2.3.1.7. Atmosfeere

Aerob respirasjon, det vil si med oksygen, gir et storre energiutbytte fra naeringsstoffer i
forhold til utbyttet ved anaerob respirasjon, altsa uten oksygen. Oksygen loses darlig i vann.
Derfor har mange organismer utviklet evnen til & vokse bade med og uten oksygen. Dette er
fakultativt anaerobe mikroorganismer, som for eksempel E. coli. Deres energiutbytte blir

mindre nar oksygentilgangen synker (Tortora et al. 2007).

Karbondioksid kan pdvirke mikrobiell vekst pa flere mater. Mikrobiell produksjon eller
tilsetting av CO, gir anaerobe forhold. pH reduseres fordi CO; lgses i vann og danner
karbonsyre. Karbondioksid kan penetrere plasmamembranen og surgjere innsiden av cellen.
Ved & endre plasmamembranens fysiske egenskaper kan transport av vannleselige
naringsstoffer stanse. Enkelte intracelluleere enzymer inhiberes, og reaksjon med
aminogrupper endrer deres egenskaper og aktivitet. Oksidative Gram-negative bakterier er
mest sensitive for CO,, mens Gram-positive bakterier, serlig laktobasiller, er mest resistente.
Karbondioksid har sterkere inhiberende egenskap ved aerobe forhold enn ved anaerobe.
Inhibering av mikroorganismer eker med synkende temperatur, grunnet gkt leselighet av CO,

ved lavere temperaturer (Adams & Moss 2008).
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Rémelks oksygeninnhold er ca. 6 mg/kg. Karbondioksidinnholdet i rdmelk er ca. 0,2 mmol/l.
Melkesyrebakterier vil redusere oksygen og gjere miljoet mer anaerobt. Innholdet av CO; i
fermenterte melkeprodukter avhenger av hvilken syrekultur og temperatur som er benyttet.
Kulturmelk vil inneholde mer CO, enn yoghurt, pd grunn av noen av melkesyrebakterienes
sitratmetabolisme. Dannelse av CO; i1 yoghurt skyldes St. thermophilus’ pyruvatmetabolisme

(Walstra et al. 2006).

2.4. FERMENTERT MELK

Fermentering er en konserveringsmetode hvor mikroorganismers metabolitter fra
karbohydratnedbryting senker pH i produktet (Store norske leksikon u.4.; Walstra et al. 2006).
Spesifikke mikroorganismer som tilsettes en ravare for & fermentere den kalles gjerne en
syrekultur. Syrekulturen kan bestd av en eller flere arter eller stammer, ofte innen
bakteriegruppen kalt melkesyrebakterier. En typisk melkesyrebakterie er Gram-positiv, ikke
bevegelig, ikke sporedannende, aerotolerant, syretolerant, katalase negativ og cytokrom
negativ. Nér bakterien er cytokrom negativ innebarer det at den ikke er i stand til & danne
jernholdige porfyringrupper. Melkesyrebakterier har strenge naringskrav, deriblant krav til
spesielle aminosyrer og B-vitaminer. Hovedproduktet fra sukkerfermenteringen er melkesyre

(Axelsson 2004; Walstra et al. 2006).

Melkesyredannelse har en konserverende effekt pd melka og endrer samtidig melkas tekstur
og smak. Melkesyrebakterienes fermentering bidrar ofte med mer enn melkesyre, avhengig av
bakterietype og deres metabolisme. Diacetyl og acetaldehyd er viktige smaksmetabolitter.
Dannelse av CO; pévirker tekstur og oppfatning av smak i form av friskhet, mens dannelse av
eksopolysakkarider gir en seregen “tradtrekkende” konsistens. Nedbrytning av protein og fett
endrer produktets smak og tekstur (Walstra et al. 2006). Melkesyrebakterienes innvirkning pa

melka og sluttproduktet avhenger av hvilken syrekultur som benyttes.

2.4.1. Kulturmelk

Ifolge Melkevareforskriften (1953) § 4b er kulturmelk ”(...) sur helmelk fremstillet ved
anvendelse av renkultur av melkesyrebakterier.”. I kulturmelk benyttes en mesofil syrekultur
av typen DL, som bestér av Lc. lactis subsp. lactis, Lc. lactis subsp. cremoris, Lc. lactis

subsp. lactis biovar. diacetylactis og Leuconostoc (Leuc.) mesenteroides subsp. cremoris. De
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to forste bakteriene produserer praktisk talt bare melkesyre ved fermentering av laktose, mens
de to siste ogsd danner CO; og er aromaproduserende, fordi de danner diacetyl fra
sitratomsetning. Lc. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis danner mer melkesyre enn hva
Leuc. mesenteroides subsp. cremoris gjor. Leuc. mesenteroides subsp. cremoris er
heterofermentativ, som vil si at den i tillegg til melkesyre danner blant annet etanol, CO; og
acetaldehyd ved laktosenedbrytning (Walstra et al. 2006). Fermenteringen foregér ved ca.

22 °C i ca. 20 timer og avsluttes ved pH <4,6. Denne temperaturen benyttes for & opprettholde
kulturen i et stabilt blandingsforhold (Abrahamsen et al. 2003).

2.4.2. Yoghurt

Melkevareforskriften (1953) § 4c omtaler yoghurt som (...) sur melk fremstillet ved
anvendelse av yoghurtkultur, og med minst 2,5 % eket innhold av melketorrstoft.”.
Yoghurtkultur er en termofil syrekultur bestdende av St. thermophilus og Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus (Walstra et al. 2006). De to bakteriene lever i en protokooperasjon, det vil
si at bakteriene kan vokse hver for seg, men de blir gjensidig stimulert av hverandres
metabolitter. Begge bakteriene danner melkesyre fra laktose. Noen stammer er ogsa
eksopolysakkariddannende. St. thermophilus danner CO,, maursyre, ammoniakk, diacetyl og
acetaldehyd. Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus danner sma peptider og aminosyrer, diacetyl,
og yoghurts viktigste aromakomponent acetaldehyd (Walstra et al. 2006; Zourari et al. 1992).
Begge bakteriene produserer en betydelig andel acetaldehyd via nedbrytning av den frie
aminosyren treonin (Walstra et al. 2006). Inkubasjonstemperatur og -tid ved
yoghurtproduksjon er ca. 42-43 °C i ca. 3-6 timer, til pH 4,4 er oppnadd (Abrahamsen et al.
2003).

2.5. BRUK AV UPASTEURISERT MELK

I Norge er det hovedsakelig smaskalaprodusenter som selger meieriprodukter basert pa
upasteurisert melk. Unntakene kan vaere butikksalg av importerte oster laget av upasteurisert
melk. Bruk av upasteurisert melk i et produkt skal merkes skriftlig pa emballasjen
(Animaliehygieneforskriften 2008).

TINE definerer i praksis smaskalaprodusenter som virksomheter som behandler maksimalt
500 000 liter melk per &r (TINE 2007). En formell definisjon er ikke fastsatt.

12008 hadde Mattilsynet tilsyn hos 157 sméskalaprodusenter som foredlet melk (Dahle

2009). I litteratursek til denne oppgaven har det ikke lyktes & finne en formell oversikt over
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hvor stor andel av smaskalavirksomhetene som selger produkter basert pd upasteurisert melk.
Ragnhild Nordbg, kontaktperson i organisasjonen Norsk Gardsost, opplyste ved foresporsel at
hun kjenner til fa sméskalavirksomheter som produserer surmelk av upasteurisert melk, men
at det er ganske mange som lager romme og ferskost av upasteurisert melk med teknologi
som likner mesofil syrning. Norsk Gardsost har i underkant av 50 medlemmer som i hovedsak

produserer ost av upasteurisert melk (Nordbg 2010).

Tradisjonell matproduksjon er en vanlig arsak til at noen ensker & produsere melkeprodukter
av upasteurisert melk (Letnes 2005). Andre arsaker kan vere at produsenten ensker & beholde
rdmelkas mikroflora (Laupsa-Borge 2006a; Wouters et al. 2002), at teknologien for
varmebehandling er for kostbar og krevende i forhold til vedlikehold og dokumentasjon, eller
at en av ulike arsaker oppfatter varmebehandling som uheldig (Abrahamsen et al. 2003;
Laupsa-Borge 2006a; 2006b). Enkelte av rimelkas “forsvarere” pastér at konsum av rdmelk
gir bedre helse, at se@rlig innholdet av vitaminer, mineraler og tilgjengelig kalsium reduseres
ved pasteurisering (Enticott 2003; Laupsa-Borge 2006b) og at ramelkas innhold av inhibitorer
og melkesyrebakterier hemmer patogene mikroorganismer. Dette er pastander uten
vitenskapelig tyngde (Vitenskapskomiteen for mattrygghet 2006). Det naturlige innholdet av
inhiberende stoffer i rdmelk er tilstede i for lave konsentrasjoner til & drepe patogene
mikroorganismer. Rdmelkas mikroflora kan bidra til produksjon av spennende produkter hva

sensorikk angar, men mikrofloraen er ukontrollert, og en vet aldri hva som befinner seg der.

Ogsé ifelge U.S. Food and Drug Administration (FDA) (FoodQualitynews.com 2010) hevder
forkjempere for bruk av upasteurisert melk at rdmelk inneholder antimikrobielle stoffer som
gjor pasteurisering ungdvendig, og at rimelk er mer naringsrik enn pasteurisert melk. FDA
slér ned pa begge disse pastandene og papeker at konsum av ramelk har fort til flere hundre
sykdomstilfeller i USA i perioden 2001-2002. Det vises blant annet til et sykdomsutbrudd i
staten Washington hvor ramelk kontaminert med E. coli O157:H7 var arsaken (U.S. Food and
Drug Administration 2009a).

Videre konstaterer FDA at ramelk ikke kan drepe skadelige bakterier, at pasteurisering dreper
sykdomsframkallende bakterier uten & endre naringsinnholdet i betydelig grad, og at
pasteurisering av melk ikke forer til melkeintoleranse eller -allergi (U.S. Food and Drug
Administration 2009a; 2009b). Det norske Mattilsynet skriver ogsa at framstilling av

produkter fra upasteurisert melk betraktes som risikofylt med tanke p& konsumentenes helse
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(Statens Neaeringsmiddeltilsyn 1999; 2000). I en undersekelse utfort for Mattilsynet ble det
funnet at 3 av de 293 provene av hvit ost, ramme, smor og flate av upasteurisert melk
inneholdt E. coli O157:H7. En av fem prover hadde darlig mikrobiologisk kvalitet, blant

annet grunnet innhold av patogene bakterier (Statens Naeringsmiddeltilsyn 1999).

En liten del av den norske storfebesetningen er barere av EHEC (Statens
Neringsmiddeltilsyn 2000). Ifelge Hofshagen et al. (2009) har verotoksindannende E. coli
0157 ved separate anledninger blitt pavist i storfebesetninger i Norge. Pa en gard i Mere og
Romsdal ble det 1 2002 funnet E. coli O157 i avferingen fra én tredjedel av dyrebesetningen
bestdende av storfe, fjorfe og sau (Dyrehelsetilsynet 2002).

Syrnede produkter av upasteurisert melk oppfattes ofte som trygge (Enticott 2003), men
ifolge Abrahamsen et al. (2003) kan disse produktene kun betraktes som tryggere enn
usyrnede produkter, da syrningen ikke vil vaere en sikker barriere mot patogene
mikroorganismer. Utredningen konkluderes med at det finnes en del teknologier som kan
hemme eller drepe mikroorganismer, men ingen av dem kan erstatte pasteuriseringens effekt.

Teknologiene vil heller ikke vere aktuelle i en sméskala melkevirksomhet.

2.6. GJELDENDE NORSK LOVGIVNING VED FOREDLING AV MELKEBASERTE

PRODUKTER

Melkeforskriften (1995) ble erstattet med nytt hygieneregelverk den 1. mars 2010. I det nye
regelverket forutsettes det at hver bransje i neringsmiddelindustrien utvikler egne
bransjestandarder, noe det fremdeles arbeides med i meierisektoren. Mye av det som sto i
Melkeforskriften er ogsa med i1 det nye regelverket, men enkelte punkter er endret. Med det
nye regelverket folger kravet om innforing av HACCP i meierivirksomhetene. En viktig

forskrift er Animaliehygieneforskriften (2008).

Animaliehygieneforskriften (2008) § 21 omtaler krav til varmebehandling av rdmelk slik:

“All melk og flate som omsettes til konsum, skal veere varmebehandlet. Som unntak fra dette
kravet, kan det fra gdrd eller seter omsettes rd melk og ra flote direkte til forbruker for bruk i
egen husholdning. Dette unntaket gjelder bare dersom omsetningen skjer tilfeldig og ikke har
preg av butikksalg.”
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Melkeforskriften §20 inneholdt det samme, 1 tillegg til avslutningen (...) Melk til
fremstilling av melkebaserte produkter skal veere varmebehandlet med mindre andre tiltak

sikrer at produktet er helsemessig trygt.”.

I Animaliehygieneforskriftens (2008) avsnitt IX, kapittel II, del II, punkt 1 gis det ytterligere
uttrykk om at det apnes for bruk av upasteurisert melk til produksjon av melkeprodukter med
formuleringen ”Dersom ra melk, ramelk, melkeprodukter eller ramelkbaserte produkter
varmebehandles, (...)”. Det skal tas hensyn til HACCP-prinsippene i forordning 8§52/2004
artikkel 5 og myndighetenes krav i forordning 854/2004 dersom naringsmiddelsforetakets

driftsansvarlige vurderer om rdmelk skal varmebehandles.

Ifolge Melkeforskriften (1995) Vedlegg I skal ra kumelk beregnet til framstilling av ikke
varmebehandlede melkebaserte produkter inneholde under eller lik 100 000 kimtall/ml ved
30 °C. Pé dette punktet kan den gjeldende forskriften, Animaliehygieneforskriften (2008),
oppfattes som forvirrende: Ved to punkter blir det oppgitt to ulike grenseverdier og det er

vanskelig & se hva forskjellen pa verdienes bruksomrade. Avsnitt IX lyder slik:

”Kapittel I: Ra melk og ramelk — primcerproduksjon

1II. Kriterier for ra melk og ramelk

3. a) Driftsansvarlige for neeringsmiddelforetak skal innfore framgangsmdter for a sikre at ra
melk oppfyller folgende kriterier:

For ra kumelk: Kimtall ved 30 °C (per ml) <100 000 (...).

Kapittel II: Krav som gjelder melkeprodukter og ramelkbaserte produkter

1II. Kriterier for ra kumelk

1. Driftsansvarlige for nceringsmiddelforetak som framstiller melkeprodukter skal innfore
framgangsmdter for d sikre, umiddelbart for varmebehandlingen og dersom tidsrommet angitt
i framgangsmatene som bygger pd HACCP-prinsippene er overskredet,

a) at rd kumelk som brukes til a tilberede melkeprodukter, har et kimtall ved 30 °C pa under
300 000 per ml, og

b) at behandlet kumelk som brukes til a tilberede melkeprodukter, har et kimtall ved 30 °C pa
under 100 000 per ml.”
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3. MATERIALER OG METODER

I dette arbeidet ble de kombinerte effektene av pH, temperatur og tid pa vekst og overlevelse
av en ikke-toksindannende (apatogen) E. coli O157:H7 stamme NCTC 1200 (National
Collection of Type Cultures, Collindale, London, England) inokulert i upasteurisert og
pasteurisert melk undersokt. Melka (Bdsfjoset og Losdriftsfjoset, UMB, As, Norge) ble
fermentert ved separat bruk av to syrekulturer — en DL-kultur og en yoghurtkultur

(henholdsvis Flora Danica og YF-L702, Chr. Hansen, Danmark).

Tabell 3.1. Forkortelser som blir benyttet i dette kapitlet.

Forkortelse Betydning

SMAC Sorbitol MacConkey agar

M17 M]17-agar

PCA Plate Count Agar

VRBA Violet Red Bile Agar

R& Rémelk

Past. Pasteurisert melk (63 °C 1 30 min.)
DL DL-kultur

Y Y oghurtkultur

MSB Melkesyrebakterier

E. coli Escherichia coli O157:H7
Totaltall Totalt antall mesofile aerobe bakterier

I tillegg til at E. coli O157:H7 er en aktuell patogen bakterie, ble den valgt som
indikatorbakterie 1 denne oppgaven av praktiske drsaker. Ved bruk av tradisjonelle
mikrobiologiske metoder kan bakterien defineres blant andre koliforme bakterier, fordi den
teoretisk sett kan identifiseres med SMAC. En apatogen stamme var tilgjengelig, noe som
gjorde forseket tryggere a utfore. Det ville heller ikke vert mulig & benytte en patogen
stamme, da det kreves en Klasse 1 patogen lab for slikt arbeid, og en slik lab finnes ikke ved
UMB. Det var interessant a studere hvordan isolering av bakterien fra naeringsmidler arter
seg, blant annet om SMAC er tilstrekkelig spesifikk og om bakterien lar seg isolere fra
ufortynnet naeringsmiddel.

Beslutningen om a benytte to syrekulturer ble gjort for a studere eventuelle forskjeller pa
E. coli O157:H7 sin respons pa ulike varianter av syrekultur, inkubasjonstemperatur,
syrningstid og syrningshastighet.

Pasteurisert melk ble benyttet som “kontroller” og ble brukt for & kunne sammenlikne

“produkter” av upasteurisert melk med “produkter” av pasteurisert melk.
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Pasteuriseringstemperatur og -tid ble satt til 63 °C i 30 minutter med bakgrunn i vanlig
praksis hos smaskalavirksomheter hvor pasteurisering foretas.
Tidspunkt for preveuttak i lapet av inkubering og lagring ble valgt av praktiske &rsaker i

forhold til arbeidskapasitet, samt med tanke pa forventet syrningsforlep.

3.1. BRUK AV AGAR

For a finne totaltall bakterier i rdmelka ble det benyttet overflatespredning pa PCA (Plate
Count Agar, MERCK, Darmstadt, Tyskland) med inkubering ved 30 °C i 3 degn.

Koliforme bakterier i ramelka ble kvantifisert ved innstepning m/agarlokk med VRBA (Violet
Red Bile Lactose Agar, OX0ID, Basingstoke, Hampshire, England) med inkubering ved 37 °C

124 timer.

E. coli O157 framtradte som blanke kolonier etter overflatespredning pd SMAC (Sorbitol
MacConkey, OxoID) og inkubering ved 37 °C i 24 timer. Ifelge produktdatabladet for SMAC
(Oxoip CMO0813) kan stammer av Pseudomonas spp., Proteus spp. og Klebsiella spp. vokse
pa SMAC, men koloniene vil ha et annet utseende enn E. coli O157:H7. For nermere omtale

av SMAC, se avsnitt 2.2.3.3.

Petriskéler med M17 (M 17 broth + 14 g/l Agar-Agar, MERCK) ble inkubert 1 48 timer ved
30 °C for vekst av DL-kultur og ved 42 °C for yoghurtkultur. I tillegg til streptokokker,
laktokokker og laktobasiller, kan blant annet Staph. aureus, E. coli og Enterococcus faecalis

vokse pad M17, jfr. produktdatabladet (MERCK 115029).

3.2. FORFORSOK

For utferingen av hovedforseket kunne begynne, méitte bakteriekulturenes vekst og
overlevelse kartlegges. Enkelte resultater fra forforsekene vil bli presentert nedenfor for & gi

en god bakgrunn for hovedforsekets gang.

3.2.1. Bakterienes vekst pA SMAC og M17

3.2.1.1. E. coli O157:H7

For a sikre best mulig avlesning etter inkubering, matte E. coli-kolonienes utseende/tellbarhet
pa SMAC ved bruk av innstepningsmetoden og overflatespredningsmetoden undersekes.

Overflatespredning resulterte i best tellbarhet og ble derfor benyttet videre.
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Renheten av E. coli-kulturen ble kontrollert. En E. coli-koloni fra en petriskal ble Gram-farget
og mikroskopert. Deretter ble kolonier fra samme skal inokulert i Enterotube (BD BBL
Enterotube II Prepared multimedia tube 211832, Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, USA), som ble inkubert ved 37 °C 1 24 timer.

E. coli-kulturen ble stroket ut pd M 17 ved bruk av podenél og inkubert ved 30 og 42 °C 1 48
timer. Hensikten var & unngd forveksling av E. coli-kolonier med melkesyrebakteriekolonier
ved vekst pd M17 1 hovedforseket. Dette kunne oppnas ved & studere hvordan en koloni av

E. coli-kulturen artet seg pd denne agaren.

3.2.1.2. Melkesyrebakterier
DL-kultur og yoghurtkultur ble streket ut med podeose pd M17, for & sammenlikne disse

koloniene med kolonier av E. coli pad M17.

Ved bruk av podegse ble DL-kultur og yoghurtkultur streket ut pA SMAC og inkubert ved
37 °C 1 24 timer. Dette ble gjort for a sjekke om melkesyrebakteriene i disse kulturene kunne

vokse pd SMAC.

3.2.2. Vekst av E. coli O157:H7 ved pH 7 til 3 og i melk ved 22 °C og 42 °C
De to felgende forsekene ble utfort med den hensikt a studere hvordan E. coli-kulturen ville

oppfere seg under fermentering i hovedforseket.

3.2.2.1. Vekst av E. coli O157:H7 ved pH 7 til 3

BHI-buljong (Brain Heart Infusion broth, OxoID) ble tilsatt 2 M og 1 M HCI (Saltsyre 37 %,
MERCK) slik at pH gradvis ble redusert fra 7 til 6, 5, 4 og 3. For hver pH-enhet ble 10 ml
surgjort BHI-buljong overfort til 2 reagensror. Etter autoklavering ble pH mélt i den ene
rorserien, for 4 registrere hvilken pH buljongen hadde etter autoklavering. Den andre rerserien
ble podet med 0,1 ml E. coli. De podede rerene ble inkubert ved 37 °C i 24 timer. Vekst ble
registrert som grad av opak (blakket) buljong og mengde bunnfall.

3.2.2.2. Vekst av E. coli O157:H7 i melk ved 22 °C og 42 °C
2 sterile reagensror ble tilsatt 10 ml UHT-melk (7ineMelk Hel Langtidsholdbar, TINE

Meierier, Norge), og ble podet med 0,1 ml av E. coli-kulturen. Det ene reret ble inkubert ved
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22 °C 1 24 timer, det andre ved 42 °C i 5 timer. Deretter ble prove fra hvert ror
desimalfortynnet i Ringers losning (Ringer’s Tablets, MERCK), og petriskaler med SMAC ble
inokulert og inkubert.

3.2.3. Podemengde ved fermenteringsstart

3.2.3.1. E.coli O157:H7

Mens forforsekene pagikk, ble bakteriekulturen med E. coli oppbevart i BHI-buljong. Fer
hovedforseket startet, ble 3 ml av E. coli-kulturen inokulert i 27 ml UHT-melk og overfort til
cryorgr for batchvis nedfrysing ved ca. +20 °C, da fryser med lavere temperatur ikke var

tilgjengelig for dette forsoket.

Bakteriekulturen ble desimalfortynnet i Ringers losning og fortynningene 10°-10"® ble podet
ved overflatespredning pd SMAC for nedfrysing og etter tining. Dette ble gjort for & studere
E. coli-kulturens reaksjon pé fryse- og tinebehandling, samt fastsld omtrentlig bakterieinnhold
1 tint kultur, og dermed beregne podeprosent ved fermenteringsstart i de forskjellige

fermenteringsforsekene i hovedforseket.

Den tinte bakteriekulturen viste seg a inneholde log 7,66 kde/ml. Onsket podemengde av

E. coli var ca. log 4 kde/ml, da dette ble vurdert som en realistisk kontaminasjonsmengde ved
sméskala produksjon av melkebaserte produkter fra upasteurisert melk. Ved beregninger ble
det funnet at ved a inokulere 0,150 ml E. coli-kultur 1 150 ml melk ville ca. log 7,66 kde/ml

bli fortynnet til omtrent log 4 kde/ml.

3.2.3.2. Melkesyrebakterier

Av samme arsak som for E. coli, var det nadvendig a fastsette bakteriemengde i syrekulturene
for fermenteringsstart. Dette ble gjort ved & inokulere melk slik det var planlagt for
hovedforseket, for & ha podemengde lik omtrent log 6 kde/ml: 1 ml nytint syrekultur i 9 ml
UHT-melk, hvorfra 0,15 ml og 0,30 ml av henholdsvis DL-kultur og yoghurtkultur ble
inokulert i 150 ml UHT-melk. Herfra ble det laget fortynningsrekker, og skiler med M17 ble
inokulert med fortynningene 10°-10® og inkubert.

Det viste seg at provene fra begge de fortynnede syrekulturene inneholdt omtrent log 6

kde/ml. Dermed ble denne fortynningsgraden benyttet ved hovedforseket. Onsket
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podemengde var log 7 kde/ml fordi dette vil tilsvare omtrent en vanlig podemengde av en

syrekultur 1 melk til framstilling av et surmelksprodukt.

Syrekulturene DL-kultur og yoghurtkultur, som, i henhold til de respektive
produktdatabladene, ble oppbevart ved ca. +40 °C, ble fordelt i sterile plastror (Cellstar PP-
TestTubes 15 ml) for enkelt & kunne ta opp nedvendig mengde fra fryseren for hver

forsgksrunde 1 hovedforsaket.

3.3. HOVEDFORSOKET

3.3.1. Forseksdesignet

Hovedforsgket med DL-kultur ble gjennomfort fire ganger pa grunn av for lav podemengde

av syrekultur som ble oppdaget etter den forste forseksrunden, etterfulgt av tre forseksrunder

med yoghurtkultur. Hver forseksrunde strekte seg over totalt 30 degn, med fire proveuttak i
lopet av fermentering/inkubering og tre proveuttak under kjolelagring. Figur 3.1. viser

flytskjema over hovedforseket.
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Rémelk
Rémelk (600 ml) (< p Pasteurisert melk (450 ml)
Poding* i flasker med 150 ml melk
Ra E. coli MSB E. coli+ E. coli MSB E. coli +
MSB MSB
Fordelte 20 ml fra hver kombinasjon i 7 flasker
Fermentering
DL Y
22°Ci24t [¢ > 42°Ci6t
0Ot ot 12t 24t Ot 2t 4t ot

v

Mikrobiologisk analyse og pH-maling

Kjelelagring

10d

v

20d

v

30d

v

Mikrobiologisk analyse og pH-maling

Figur 3.1. Flytskjema over hovedforseket.

*Podemengder ved fermenteringsstart: E. coli 0,1 % (ca. log 4 kde/ml), DL 0,1 % (ca. log 7 kde/ml),

Y 0,2 % (ca. log 7 kde/ml).
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For hvert hovedforsek ble omtrent 3 liter raimelk hentet ca. kl. 08:15 fra Lesdriftsfjoset ved
UMB. Unntaket var ved forste forsgksrunde med DL-kultur, da ramelk ble hentet fra
Bésfjoset. Rdmelka var fra morgenens og foregédende kvelds melking, med unntak ved
forseksrunde 2 med DL-kultur, da det ble tappet fra melketank med kun morgenmelk. Med
noe varierende teknikk ble rdmelka overfort fra melketank til et sterilt melkespann. Teknikken
varierte delvis pé grunn av tilfeldigheter, men ogsé fordi det i lopet av hovedforseket ble
observert forskjeller i rimelkas mikroflora. Fra og med ramelkshenting til yoghurtforsekene
ble det iverksatt tiltak for & hindre kontaminering ved overfering fra melketank til

melkespann. Overforingsteknikkene vises i tabell 3.2.

Tabell 3.2. Oversikt over hvordan rdmelka ble overfort fra melketank til melkespann ved henting av

ramelk til hovedforsekets forseksrunder.

Forseksrunde | Overforingsteknikk fra melketank til melkespann

DL 1 Overfort via et litermal. Hentet pd Bésfjoset.

DL 2 Tappet direkte fra melketank til melkespann. Kun morgenmelk.
DL 3 Via en skylt bette.

DL 4 Via et vasket litermal.

Y1 Tappet direkte fra melketanken til melkespannet.

Y2 Direkte fra melketanken etter 4 ha tappet ut litt forst.

Y3 Direkte fra melketanken etter 4 ha tappet ut litt forst.

Pa patogenlaboratoriet ble atte sterile 200 ml pyrexflasker fylt med 150 ml ramelk. Fire av
disse melkeflaskene ble plassert i vannbad som holdt 63 °C, og den ene melkeflasken ble
benyttet for temperaturkontroll. Melkeflaskene ble holdt i vannbadet i 30 minutter etter at
temperaturen hadde nddd 63 °C. Etter denne pasteuriseringen ble melkeflaskene overfort til

en isoporboks med is for nedkjeling.

Ved starten av hver forsgksrunde ble et ror E. coli-kultur og et rer av den aktuelle
syrekulturen tint. E. coli-kulturen var fortynnet i UHT-melk og nedfryst ved ca. +20 °C.
Syrekulturene var fordelt i sterile plastrer og ble oppbevart ved ca. +40 °C.

Til bade rdmelk og pasteurisert melk ble én melkeflaske podet med E. coli-kultur, én med
syrekultur og én med béade E. coli-kultur og syrekultur. Flaskene ble vendt rolig i noen
minutter for & blande melk og bakterier. Den fjerde flasken med rdmelk ble ikke podet, og
denne ble benyttet for kontroll av ramelkas mikroflora. Dette ga til sammen sju ulike

provekombinasjoner.
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Podemengde E. coli-kultur var 0,15 ml i 150 ml melk (0,1 %). Etter forste forseksrunde med
DL-kultur ble syrekulturens podemengde okt, da det viste seg at pH sank for sakte.
Fortynningen av 1 ml syrekultur i 9 ml melk ble utelatt, slik at 0,15 ml (0,1 %) og 0,30 ml
(0,2 %) av henholdsvis DL-kultur og yoghurtkultur ble inokulert ufortynnet i 150 ml melk.
Podemengden gkte dermed fra ca. log 6 til ca. log 7 kde/ml, noe som fungerte som ensket ved

de tre neste forsgksrundene med DL-kultur.

For forseksrundene med yoghurtkultur begynte, ble syrningshastigheten med den nye
podemengden undersegkt. To sterile flakser med 150 ml UHT-melk ble inokulert med den
gamle og den nye podemengden. Prgvene ble inkubert ved 42 °C 1 6 timer. Det ble foretatt
pH-malinger ved start og videre hver time, hvor mélingene viste at syrningen startet tidligere

og endte ved lavere pH etter 6 timer ved bruk av den nye podemengden.

Da én melkeflaske var blitt inokulert, ble proven fordelt pa seks sterile 50 ml pyrexflasker, ca.
20 ml preve i hver flaske. Disse flaskene ble satt til inkubering i plastbaljer med vann plassert
i et inkubasjonsskap. Ved forsek med DL-kultur var det 22 °C i inkubasjonsskapet, og
provene ble inkubert i opp til 24 timer. Da yoghurtkultur ble benyttet, var temperaturen 42 °C,
og inkubasjonstiden var maks 6 timer. Umiddelbart etter inkubasjonsstart ble det utfort
mikrobiologisk analyse av preven, og pH ble malt. Deretter ble neste provekombinasjon
inokulert, fordelt og satt til inkubering, og prosessen ble gjentatt inntil alle de sju

kombinasjonene sto i inkubasjonsskapet.

I lopet av inkuberingen ble det i intervaller tatt ut én flaske av hver prevekombinasjon for &
gjore mikrobiologisk analyse og pH-maling. Nar DL-kultur ble benyttet, ble flaskene tatt ut
neyaktig 6, 12 og 24 timer etter hver provekombinasjons inkubasjonsstart. Ved bruk av
yoghurtkultur ble proveuttakene foretatt etter noyaktig 2, 4 og 6 timer. Etter 24 timer for DL-
kultur og 6 timer for yoghurtkultur ble de tre siste flaskene av hver av de sju kombinasjonene
flyttet til et kjoleskap for kjelelagring ved ca. 4 °C. Alle kombinasjonene, uavhengig av
syrekultur, hadde lagringsuttak 10, 20 og 30 dogn + 1 degn etter inkubasjonsstart. Ved disse

proveuttakene ble det ikke tatt hensyn til kombinasjonenes inokuleringsrekkefolge.

Ved forseksrundene med yoghurtkultur var det ikke praktisk mulig & fullfere de
mikrobiologiske analysene for hvert intervalls proveuttak pa to timer dersom alle sju

kombinasjoner skulle bli gjennomfoert samtidig. Dermed ble provene med rdmelk inkubert
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samme dag som melka ble hentet, mens 450 ml melk ble pasteurisert og satt i kjoleskap for &
podes og inkuberes neste dag. Av praktiske arsaker ble lagringsuttakene for prever med

pasteurisert melk foretatt samme dag som for prevene med rdmelk.

3.3.2. Mikrobiologisk analyse

Rémelka ble analysert for totaltall bakterier ved bruk av PCA, og for koliforme bakterier ved
bruk av VRBA. Ved forste forseksrunde med DL-kultur ble i tillegg provekombinasjonen
med rdmelk og DL-kultur analysert for koliforme bakterier. Dette ble ikke gjentatt ved de
andre forsgksrundene, da bakgrunnsflora i rdmelk var viktigst og vekst/utvikling av E. coli

var hovedfokuset.

Kvantifisering av E. coli ved bruk av SMAC ble gjort i prever med rdmelk og alle
kombinasjoner tilsatt E. coli. Vekst av lilla/rosa kolonier ble tatt med i beregningene av log-
verdier for petriskélene med ramelk alene, mens kun blanke kolonier ligger til grunn for log-

verdiene i de resterende provekombinasjonene.

Ved bruk av M17 ble syrekulturens vekstforlap fulgt i alle provekombinasjoner tilsatt DL-
kultur eller yoghurtkultur. Prevene med kun ramelk ble ogsa podet pd M17.

3.3.3. pH-méling

Etter uttak til mikrobiologisk analyse ble pH i hver provekombinasjon malt. pH-mélingene
ble utfert ved bruk av et pH-meter (PHM?210 Standard pH Meter, MeterLab, Radiometer
analytical AS, Kobenhavn, Danmark) med en kombinert pH-elektrode (pHC2001-8 Red Rod
Combined pH Electrode, Radiometer analytical SA, Villeurbanne Cedex, Frankrike), som ble
kalibrert med standard buffer med pH 4 og 7 (MERCK) hver morgen for analyser.

3.4. DATABEHANDLING
De grafiske framstillingene ble laget ved bruk av Microsoft® Excel 2008 for Mac (Microsoft
Corporation, USA) og Adobe”™ Photoshop” CS versjon 8 (Adobe Systems Incorporated, USA).
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4. RESULTATER

4.1. ORGANISERINGEN AV PRESENTASJONEN AV RESULTATENE

Resultater fra forforsgk presenteres i avsnitt 4.2. og resultatene fra hovedforseket presenteres 1
avsnitt 4.3. og 4.4. En synliggjering av effekt av pH pa antall E. coli vises i avsnitt 4.5.
Figurene er basert pa radata som er tilgjengelig i vedlegget.

Ved presentasjon av hovedforseket starter framleggingen med mikrobiologisk analyse, i
rekkefolgen totaltall bakterier, koliforme bakterier, E. coli O157:H7 og melkesyrebakterier.
Bakterieinnholdet oppgis i1 log kde/ml. Deretter folger resultatene fra pH-méling.

Resultatene fra forseksrunde 1 med DL-kultur vises i separate figurer, med analyser av
rdmelk i samme figur som tilherende analyser av inokulert melk.

Ved presentering av totaltall bakterier, koliforme bakterier og melkesyrebakterier i ramelk fra
hovedforsek med DL-kultur og fra hovedforsek med yoghurtkultur blir alle forseksrundene
fra sine respektive forsgk og analyser vist i samme figur. Det ble valgt & vise alle
forsgksrundene framfor & bruke figurer med gjennomsnittlig verdi, siden det enkelte steder
var betydelig variasjon mellom forseksrundene.

Av samme arsak vises ogsé E. coli O157:H7-resultatene fra alle forsgksrundene i samme
figur. Ramelksverdiene ved SMAC-analyser er basert pd kimtall inkludert lilla kolonier, mens
det for prover tilsatt E. coli O157:H7 kun ligger kimtall for fargelose kolonier til grunn.
Figurene for melkesyrebakterier i inokulerte prover er basert pa gjennomsnittlig kimtall for
alle forseksrundene fra tilherende hovedforsek. Standardavvik oppgis.
Provekombinasjonenes pH-verdi vises som gjennomsnittlig pH-verdi av mélinger fra de tre

forseksrundene i DL-forsekene og i yoghurtforsekene. Standardavvik oppgis.

Tabell 4.1. Forkortelser som blir benyttet i dette kapitlet.

Forkortelse Betydning

SMAC Sorbitol MacConckey agar

M17 M]17-agar

PCA Plate Count Agar

VRBA Violet Red Bile Agar

R& Rémelk

Past. Pasteurisert melk (63 °C 1 30 min.)
DL DL-kultur

Y Y oghurtkultur

MSB Melkesyrebakterier

E. coli, EC Escherichia coli O157:H7
Totaltall Totalt antall mesofile aerobe bakterier
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4.2. FORFORSOK

4.2.1. Bakterienes vekst pa SMAC-agar og M17-agar

4.2.1.1. E. coli O157:H7

Overflatespredning og innstepning ble sammenliknet med hensyn til £. coli-kolonienes
utseende etter inkubering. Overflatespredning ga sterre kolonier enn innstepning. Dermed ble
overflatespredning anvendt. Gram-farging og mikroskopering viste Gram-negative staver.
Enterotube viste at E. coli-kulturen ikke var sorbitolfermenterende. E. coli ga fargelose runde
kolonier pa baAde SMAC og M17 etter inkubering. Ut ifra dette kunne det bekreftes at
bakteriekulturen inneholdt E. coli O157:H7 og kulturen kunne benyttes i forsgkene.
Petriskéler med M17 inokulert med preve inneholdende E. coli-kultur métte studeres noye

ved avlesing for & unnga telling av feil kolonitype.

4.2.1.2. Melkesyrebakterier

DL-kulturens og yoghurtkulturens vekst pA SMAC og M17 ble undersokt ved poding. Verken
DL-kulturen eller yoghurtkulturen vokste pA SMAC. Veksten av melkesyrebakteriene var god
pa M17. Blant de tilsatte bakteriekulturene ved hovedforseket ville dermed kun E. coli-

kulturen gi vekst pA SMAC, og melkesyrebakteriene kunne kvantifiseres ved bruk av M17.

4.2.2. Vekst av E. coli O157:H7 ved pH 7 til 3 og i melk ved 22 °C og 42 °C

4.2.2.1. Vekst av E. coli O157:H7 ved pH 7 til 3

Ved & surgjore BHI-buljong med HCI fra pH 7 til 3, inkludert pH 6, 5 og 4, og inkubering ved
37 °C 124 timer ble vekst av E. coli ved ulik pH observert. Samtidig ble BHI-buljongens pH-
endring etter autoklavering undersokt. Tabell 4.2. viser at pH 1 BHI-buljong generelt okte i
sveert liten grad under autoklavering. Basert pa visuell vurdering, vokste E. coli darligere etter
hvert som pH ble redusert fra 7 til 3. Veksten var apenbart pavirket av pH. Dette tydet likevel
pa at E. coli-kulturen kunne vokse i et surt miljo, og det kunne forventes a detektere bakterien

1 syrnet melk under hovedforseket.
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Tabell 4.2. pH-endringer i BHI-buljong etter autoklavering, og visuell vurdering av vekstgrad av
E. coli O157:H7 i BHI-buljong med pH 7 til 3. Grad av vekst er oppgitt som 3-1, hvor 3 = mye vekst

og 1 = noe vekst.

pH i BHI for autoklavering 7,00 6,00 5,00 4,00 3,00
pH i BHI etter autoklavering 7,00 6,06 5,13 4,06 3,06
Grad av vekst av E. coli O157:H7 3 3 2 1 1

4.2.2.2. Vekst av E. coli O157:H7 i melk ved 22 °C og 42 °C

Det ble undersekt hvor godt E. coli vokste i UHT-melk under de to fermenteringsbetingelsene
22 °C 124 timer og 42 °C i 5 timer. Etter inkubering ved 22 °C i 24 timer inneholdt melka log
8,58 kde/ml E. coli, mens innholdet var log 8,30 kde/ml etter 5 timer ved 42 °C. E. coli-

kulturen ville altsd overleve og trolig vokse ved disse forholdene.

4.2.3. Podemengde ved fermenteringsstart

4.2.3.1. E. coli O157:H7

E. coli-kulturen ble podet i UHT-melk og fryst. Ved & underseke bakteriemengde for og etter
frysing ble det funnet at antall E. coli ble redusert med litt over 1 log-enhet. Innholdet var log
8,97 kde/ml for frysing (fortynning 10”) og log 7,66 kde/ml etter frysing (fortynning 10°°).
Dermed var omtrentlig bakterieinnhold i kulturen kjent, og fortynningsgrad kunne beregnes.

Se avsnitt 3.2.3.1.

4.2.3.2. Melkesyrebakterier

Det ble undersekt om fortynning av syrekulturene resulterte i ensket podemengde, som var
ca. log 7 kde/ml. Bakteriemengden i syrekulturene etter fortynning var omtrent som ensket,
henholdsvis log 6,40 og 6,54 kde/ml (fortynning 10°). Men koloniene var litt sma. Det ble
besluttet & fortynne melkesyrekulturene som planlagt under hovedforsekene. Etter forste

forsegksrunde med DL-kultur ble podemengden okt fra ca. log 6 til ca. log 7 kde/ml.
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4.3. HOVEDFORSOK MED DL-KULTUR

I lopet av forseksrundene forekom diverse problemer ved kolonitelling. I figurene indikerer
diverse symboler flere av disse problemene. Tabell 4.3. gir en oversikt over symbolenes

betydning.

Tabell 4.3. Symboler i figurene fra hovedforsgk med DL-kultur, og betydningen av disse.

Symbol | Betydning

# log-verdien er blant annet basert pa skéler inneholdende spredere

* Overgrodd — ikke mulig a telle antall kolonier

log-verdien er blant annet basert pad skiler med over 300 kolonier

log-verdien er blant annet basert pa skiler med under 20 kolonier

Ingen kolonier pé skélene

Ikke analysert

Proven ble tatt ut av datasettet pga svert darlige paralleller

=X |T|IO(A |V

Obs: Endring i temperatur og tidsintervall

4.3.1. Mikrobiologisk analyse
Ved inkubasjonsstart, etter 6, 12 og 24 timer (t) ved 22 °C og etter 10, 20 og 30 degn ved

4 °C ble det foretatt mikrobiologisk analyse av hver av de sju prevekombinasjonene.

4.3.1.1. Totaltall bakterier

Totaltall bakterier i ramelk ble kvantifisert ved bruk av overflatespredning PCA inkubert ved
30 °C1ica. 3 degn.

Totaltall bakterier (log kde/ml) i ramelk til forseksrunde 1 vises i figur 4.1. Under
inkuberingen holdt antallet seg jevnt, noe under log 4 kde/ml, fram til uttaket ved 12 t. Uttaket
ved 24 t viste en kraftig ekning til log 7 kde/ml. Totaltallet okte ogsd i lopet av
kjelelagringen: til ca. log 9,5 kde/ml ved 30 degn.

Resultatene for DL-forsek 2, 3 og 4 vises i figur 4.2. Totaltallet i rimelk var noksa stabilt
rundt log 5 kde/ml ved 0 og 6 t ved alle forseksrundene. Ved 24 t var totaltallet ca. log 7
kde/ml. Etter 10 dogn ved kjolelagring hadde totaltallet okt til rundt log 8,5 kde/ml, og

antallet holdt seg noksa stabilt under videre lagring.

I forhold til DL-forsek 1 ble totaltallet i DL-forsek 2, 3 og 4 heyere i lgpet av inkuberingen.
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Figur 4.1. Antall mesofile aecrobe bakterier (log kde/ml) i ramelk ved forsgksrunde 1 med DL-kultur.
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Figur 4.2. Antall mesofile aecrobe bakterier (log kde/ml) i ramelk ved forsgksrunde 2, 3 og 4 med DL-

kultur.
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4.3.1.2. Koliforme bakterier
Antall koliforme bakterier 1 rAmelk ble analysert ved bruk av innstepning i VRBA med
agarlokk inkubert ved 37 °C i maks 24 timer. Ved forste forseksrunde ble ogsé

provekombinasjonen med DL-kultur i ramelk analysert for koliforme bakterier.

Resultatene fra DL-forsok 1 vises i figur 4.3. De benyttede fortynningene var 10°-107.
Startmengden i rdmelk var svert lav og hadde kun en svak ekning i lopet av inkuberingens
forste 12 timer. Ved 24 t hadde antall koliforme bakterier gkt med ca. log 2,5 kde/ml. Ved
kjolelagring ble antall koliforme bakterier omtrent halvert. De samme trendene ble observert i
rdmelk inokulert med DL-kultur, riktignok med noe lavere log-verdier for koliforme bakterier

ved 24 t.

Figur 4.4. viser antall koliforme bakterier (log kde/ml) i ramelk brukt ved forseksrunde 2, 3
og 4. Innholdet av koliforme bakterier i rdmelka varierte ved forseksrundene. Ved DL-forsek
2 ble det ikke detektert koliforme bakterier 1 ufortynnede ramelksprever ved 0, 6 og 12 t,
mens det ved 24 t ble funnet i overkant av log 3 kde/ml. Ufortynnet prove fra 10 degn ved
kjelelagring inneholdt ingen observerbare koliforme bakterier. Skalene fra 20 og 30 degns
kjolelagring var imidlertid overgrodd av kolonier, henholdsvis ved fortynningene 10°-10™" og
10"-107. Ramelk ved DL-forsek 3 inneholdt ca. log 1 kde/ml koliforme bakterier ved
inkubasjonsstart. Antallet okte gjennom inkuberingen, mens antallet holdt seg noksé stabilt
under kjolelagringen. De samme trendene kunne observeres ved DL-forsek 4, men med noe

reduksjon fra 20 til 30 degn ved kjolelagring.

I forhold til DL-forsek 1 var antall koliforme bakterier i DL-forsek 3 og 4 generelt hayere.
Resultatene fra DL-forsgk 2 skiller seg fra de andre forseksrundene pa grunn av en rekke
prover uten detekterbare bakteriemengder, samt mangel pa resultater ved 20 og 30 degn

grunnet overgrodde petriskéler.
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Figur 4.3. Antall koliforme bakterier (log kde/ml) i rimelk og i ramelk med DL-kultur ved

forsgksrunde 1.
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Figur 4.4. Antall koliforme bakterier (log kde/ml) i rimelk ved forsgksrunde 2, 3 og 4 med DL-kultur.
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4.3.1.3. E. coli O157:H7

Ved bruk av overflatespredning pd SMAC inkubert ved 37 °C i maks 24 timer ble E. coli
kvantifisert i rimelk og prevekombinasjoner tilsatt E. coli-kultur. Vekst av lilla kolonier pa
SMAC ligger til grunn for beregningene av log-verdier for petriskalene med ramelk alene,
mens kun fargelese kolonier er tatt med for log-verdiene i de resterende provekombinasjonene
hvor SMAC ble benyttet. Ved overflatespredning av ramelk ble fortynningene 10°-10
benyttet. Fortynningene 10°-107 ble benyttet for kjolelagrede prever inokulert med E. coli og
DL-kultur.

Resultatet fra forseksrunde 1 vises i figur 4.5. I rdmelk ble det ikke detektert bakterier pa
SMAC fram til 20 degn. Ved 20 degn inneholdt ramelk ca. log 2 kde/ml, og antallet hadde

okt med i1 overkant av 1 log-enhet ved 30 degn.

I melk inokulert med E. coli ble det generelt observert en gkning i lgpet av inkubering og en
nedgang ved kjelelagring. Antall E. coli 1 pasteurisert melk var hgyere enn i ramelk, samt noe

hayere i prover uten DL-kultur enn i prever tilsatt syrekultur.

Figur 4.6. viser resultatene fra forseksrunde 2, 3 og 4. Ramelkas bakterieantall pA SMAC
varierte mellom de tre forseksrundene, hvor DL-forsek 2 hadde lavest bakterieantall pa

SMAC. Generelt sd bakterieantallet ut til & gke bdde ved inkubering og kjelelagring.

I de inokulerte provene gikk ogsé antallet E. coli opp 1 lopet av inkubering. Antall E. coli i
prover uten DL-kultur gkte i noe storre grad enn i provene tilsatt syrekultur. De pasteuriserte
provene hadde et hoyere E. coli-innhold enn prevene med inokulert ramelk. Denne forskjellen
i antall E. coli var imidlertid sterre mellom prever med E. coli alene enn mellom prover

inokulert med bade DL-kultur og E. coli.

Antall E. coli sank ved kjolelagring i alle inokulerte prover. Kjolelagring forte til fullstendig
reduksjon av E. coli 1 begge provekombinasjonene med DL-kultur. Unntaket var pasteurisert

melk ved DL-forsgk 4 hvor log-verdien sank fra log 5 kde/ml ved 24 t til log 3 kde/ml ved 10
dogn.

I forholdt til DL-forsek 1 ble E. coli i melk med DL-kultur hemmet i storre grad ved DL-
forsek 2, 3 og 4. I ramelk med DL-kultur gkte E. coli med ca. log 0,5 kde/ml mer i lopet av
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inkubering ved forste forseksrunde, og kun en liten reduksjon ble observert ved kjelelagring. I
pasteurisert melk med DL-kultur ekte E. coli med log 1,5 kde/ml mer ved inkubering i DL-

forsgk 1 enn ved de andre forsgksrundene.

Kjelelagring reduserte E. coli med maks log 2,5 kde/ml i DL-forsek 1, i motsetning til de
senere forsgksrundene, hvor E. coli i melk med DL-kultur ikke kunne registreres etter 10 og
20 degn. I pravene uten syrekultur ble E. coli redusert i mindre grad ved DL-forsgk 2, 3 og 4,

sammenliknet med tilsvarende prover ved DL-forsek 1.
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Figur 4.5. Antall E. coli inkludert lilla kolonier (log kde/ml) i rdmelk og E. coli O157:H7 inokulert i

ramelk og pasteurisert melk med og uten DL-kultur ved forseksrunde 1.
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Figur 4.6. Antall E. coli inkludert lilla kolonier (log kde/ml) i ramelk og E. coli O157:H7 inokulert i

ramelk og pasteurisert melk med og uten DL-kultur ved forseksrunde 2, 3 og 4.
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4.3.1.4. Melkesyrebakterier
Overflatespreding pa M 17 inkubert ved 30 °C i ca. 2 dogn ble benyttet for analyse av rdmelk

og for a folge syrekulturens vekstforlop i pravekombinasjoner tilsatt DL-kultur.

Resultater fra forseksrunde 1 vises i figur 4.7. Rdmelkas bakterieinnhold var stabilt ved ca.
log 3,5 kde/ml pd M17 de forste 12 timene, etterfulgt av en dobling ved 24 t. Verdiene fra
kjolelagring mangler pa grunn av overgrodde petriskéler, hvor fortynningene 10*-107 ble
benyttet. I pravene inokulert med DL-kultur gkte antall melkesyrebakterier fra ca. log 6 til ca.
log 9 kde/ml i lopet av inkuberingen. Ved kjolelagring holdt bakterienivdet seg stabilt i melk
tilsatt DL-kultur alene, mens prevene med E. coli hadde en reduksjon med ca. log 0,5 kde/ml

pa M17.

Resultatene fra rdmelk til forseksrunde 2, 3 og 4 vises i figur 4.8. Radmelk ved DL-forsek 2
hadde et noe lavere bakterieinnhold pd M17 enn ramelk ved de to siste forseksrundene. Grad
vekstokning var imidlertid lik ved alle forseksrundene. Det samme gjelder det noenlunde
stabile bakterieinnholdet pa ca. log 8,5 kde/ml ved kjolelagring. Overgrodde skaler ved 12 og
24 timer hadde henholdsvis fortynningene 10™-10~ og 102-10™*.

Etter DL-forsek 1 ble podemengden okt fra ca. log 6 til ca. log 7 kde/ml. Gjennomsnitt av
kimtallene fra forseksrunde 2, 3 og 4 for melk inokulert med DL-kultur vises i figur 4.9.
Provenes standardavvik er ogsa vist. Innhold av melkesyrebakterier var praktisk talt likt
mellom de ulike prevekombinasjonene inokulert med DL-kultur. Melkesyrebakterienes antall
okte til ca. log 8,8 kde/ml etter 12 timers inkubering og holdt seg stabilt pd dette nivaet til

24 t.

Etter 10 dogn ved kjolelagring hadde antall melkesyrebakterier blitt redusert til ca. log 8
kde/ml. Bakterieinnholdet ble redusert ytterligere med ca. 0,5 log-enhet ved 20 degn og holdt

seg deretter stabilt ut lagringen.

Standardavvikene var relativt smé og varierte fra 0 til ca. log 0,3 kde/ml.
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Rémelk ved alle forseksrundene sa ut til & inneholde noenlunde lik bakteriemengde.
Manglende verdier vanskeliggjor imidlertid sammenlikningen. Podemengden ved DL-forsek
1 var ca. 1 log-enhet lavere enn ved senere forseksrunder. Ved 12 t var innholdet framdeles
ca. | log-enhet lavere ved forste forseksrunde, sammenliknet med tilsvarende tidspunkt ved
de tre andre. Antallet melkesyrebakterier var omtrent likt ved 24 t ved alle forseksrundene.
Utvikling i lapet av kjolelagring varierte, hvor innholdet var relativt stabilt ved DL-forsek 1 1

motsetning til reduksjonen ved de tre andre forseksrundene.
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Figur 4.7. Antall bakterier (log kde/ml) i rdmelk p4 M17-agar og melkesyrebakterier i DL-kultur

inokulert i rdAmelk og pasteurisert melk alene og sammen med E. coli O157:H7 ved forseksrunde 1.
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MSB i ramelk, DL 2-4
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Figur 4.8. Antall bakterier (log kde/ml) i rdimelk pa M17-agar til forseksrunde 2, 3 og 4 med DL-

kultur.
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Figur 4.9. Gjennomsnittlig antall melkesyrebakterier (log kde/ml) fra DL-kultur fra forseksrunde 2, 3

og 4 inokulert i rimelk og pasteurisert melk alene og sammen med E. coli O157:H7, samt prevenes

standardavvik.
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4.3.2. pH-méling

Etter uttak til mikrobiologisk analyse ble det malt pH 1 alle provekombinasjonene.
Resultatene fra malingene ved forseksrunde 1 vises i figur 4.10. Provenes pH var noksa stabil
ved pH 6,7-6,6 fram til uttak ved 12 t. Mellom uttakene ved 12. og 24. time sank pH i alle
prover inokulert med DL-kultur. Ramelksprovene hadde imidlertid en heyere pH enn provene
med pasteurisert melk. Provene uten syrekultur viste ingen tydelig pH-utvikling gjennom

inkubasjonsperioden.

Ved kjelelagring forble pH temmelig stabil i pasteurisert melk med E. coli alene. I ramelk og
rdmelk inokulert bare med E. coli sank pH jevnt mellom uttakene ved 24 t og 30 degn, med

slutt-pH 5. Prevene med syrekultur fortsatte & syrne ved kjolelagring og endte pé ca. pH 4,6.

Figur 4.11. viser gjennomsnittlig pH-verdi i prevene ved forseksrunde 2, 3 og 4, samt
provenes standardavvik. I pravene tilsatt syrekultur hadde pH gétt noe ned ved uttak ved 6 t,
mens den sank raskere mellom 6 og 24 timer. Ved 12 t var pH noe heyere i prover av ramelk
enn i prover av pasteurisert melk. Slutt-pH 1 prevene med DL-kultur var pH 4,6-4,5. I pravene
uten syrekultur var pH stabil ved ca. pH 6,7 gjennom hele inkubasjonen. Under kjolelagring
forble pH stabil i alle provene unntatt i rdmelk og ramelk tilsatt E. coli alene, hvor pH ble

redusert til henholdsvis pH 5,55 og pH 5,35.

Standardavvikene var relativt smé, med de mest markante ved 12 t i melk tilsatt DL-kultur, og
fra 24 t til endt kjelelagring i rdmelksprevene med og uten E. coli. Ved 30 degn hadde ramelk

det hoyeste standardavviket blant alle proveuttakene pa ca. 0,3 pH-enheter.

Det var noksa store forskjeller i syrningen ved forseksrunde 1 sammenliknet med de tre andre
forseksrundene. Ved DL-forsgk 1 hadde ikke syrningen startet i prover med DL-kultur for
uttak ved 12 t, og pH ved endt inkubering var omtrent 1-2 pH-enheter hayere. I tillegg
fortsatte syrningen ved kjolelagring, noe den ikke gjorde ved DL-forsek 2, 3 og 4. Slutt-pH i
ramelk og rdmelk med E. coli alene var 0,4-0,6 pH-enheter lavere ved DL-forsgk 1 enn ved

DL-forsek 2, 3 og 4.
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Figur 4.10. pH i alle provekombinasjoner ved forsgksrunde 1 med DL-kultur.
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Figur 4.11. Gjennomsnittlig pH fra forseksrunde 2, 3 og 4 med DL-kultur for alle sju

provekombinasjoner, samt provenes standardavvik.
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4.4. HOVEDFORSOK MED YOGHURTKULTUR

Det forekom ulike problemer ved kolonitelling i lopet av forseksrundene. I figurene indikerer

diverse symboler flere av disse problemene. En oversikt over symbolenes betydning vises i
tabell 4.4.

Tabell 4.4. Symboler benyttet i figurene fra hovedforsek med yoghurtkultur, og betydningen av disse.

Symbol | Betydning

* Overgrodd — ikke mulig a telle antall kolonier

log-verdien er blant annet basert pad skiler med over 300 kolonier
log-verdien er blant annet basert pa skiler med under 20 kolonier

Ingen kolonier pé skélene

Overgrodd av lilla kolonier — ikke mulig & telle/observere blanke kolonier
Obs: Endring i temperatur og tidsintervall

—|—|o|A |v

4.4.1. Mikrobiologisk analyse
Ved inkubasjonsstart, etter 2, 4 og 6 timer ved 42 °C og etter 10, 20 og 30 degn ved 4 °C ble

det foretatt mikrobiologisk analyse av hver av de sju prevekombinasjonene.
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4.4.1.1. Totaltall bakterier
Proveuttak med rdmelk alene ble overflatespredt pa PCA for kvantifisering av totaltall

bakterier.

Resultatene fra forseksrunde 1, 2 og 3 vises i figur 4.12. Bade bakterieantall og vekstforlep
var praktisk talt likt ved sammenlikning av totaltall bakterier i rdmelk ved de tre
forsgksrundene. Startmengden var mellom log 5 og 6 kde/ml og ekte til log 7,0-7,5 kde/ml
ved 6 t. I lapet av kjolelagring gkte totaltallet til ca. log 8 ved 10 degn og noe under log 9
kde/ml ved 30 degn. Overgrodde skéler ved 4 t hadde fortynningene 102-10™*.

Sammenliknet med totaltall bakterier i ramelk til hovedforsek med DL-kultur (figur 4.1. og

4.2.) var bakterieantallet noe heyere i rdmelk til hovedforsek med yoghurtkultur.
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Figur 4.12. Antall mesofile aerobe bakterier (log kde/ml) i ramelk til forseksrunde 1, 2 og 3 med
yoghurtkultur.
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4.4.1.2. Koliforme bakterier

Antall koliforme bakterier 1 rdmelk ble funnet ved innstepning i VRBA med agarlokk.
Figur 4.13. viser resultatene fra forseksrunde 1, 2 og 3. Antall koliforme bakterier ved
inkubering var noenlunde likt ved de tre forseksrundene, hvor startmengden var ca. log 2
kde/ml. Manglende verdier grunnet overgrodde petriskaler ved 4 og 6 t ved Y-forsegk 1 og 2
vanskeliggjor imidlertid sammenlikningen. Fortynningene som ble brukt for disse uttakene

var 10°-107 ved Y-forsek 1 og 107'-10 ved Y-forsok 2.

Etter 10 og 20 degn ved kjolelagring var innholdet av koliforme bakterier rundt log 7 kde/ml
ved alle forseksrundene, med omtrent 1 log-enhet reduksjon etter 30 dogn ved Y-forsek 1 og

2. Antall koliforme bakterier var noe mer stabilt i lopet av kjolelagring ved Y-forsek 3.

Innholdet av koliforme bakterier i rdmelk til hovedforsek med yoghurtkultur var heyere enn i

ramelk til hovedforsek med DL-kultur (figur 4.3. og 4.4.).
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Figur 4.13. Antall koliforme bakterier (log kde/ml) i ramelk til forseksrunde 1, 2 og 3 med
yoghurtkultur.
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4.4.1.3. E. coli O157:H7

Overflatespredning pa SMAC ble benyttet for 4 finne antall E. coli i ramelk og E. coli i
rdmelk og pasteurisert melk med og uten yoghurtkultur. Vekst av lilla kolonier pA SMAC
ligger til grunn for beregningene av log-verdier for petriskdlene med ramelk alene, mens kun

fargelose kolonier er tatt med for log-verdiene hos prevekombinasjoner hvor E. coli ble tilsatt.

E. coli sitt vekstforlap ved forseksrunde 1, 2 og 3 vises i figur 4.14. Manglende verdier
grunnet overgrodde petriskaler vanskeliggjor sammenlikning av antall E. coli i ramelk ved de
tre forseksrundene. Fortynninger som ble benyttet for de overgrodde skélene var 10°-10 ved
inkubasjon i Y-forsek 1, 10°-10"* ved 10 degn i Y-forsek 1 og 10"'-107 ved inkubasjon i Y-
forsek 2. Utviklingen av bakterier i rdimelk pA SMAC var noenlunde lik for de tre

forseksrundene, bade under inkuberingen og under kjolelagringen.

I de inokulerte prevene var det sma variasjoner mellom de tre forseksrundene nar det gjaldt
bakterieantall og vekstforlop ved sammenlikning av samme preovekombinasjon. Pasteurisert
melk med E. coli alene ved Y-forsek 3 hadde en kraftigere reduksjon ved kjelelagring enn

ved de to foregaende forseksrundene.

Fellestrekk ved forsgksrundene var at det ikke var mulig & observere tilstedevearelse av E. coli
i ufortynnede prover med yoghurtkultur etter kjolelagring. I prever inokulert med E. coli i
ramelk var det en overvekst av lilla kolonier pé petriskdlene, hvor fortynningene varierte fra
107 til 10, Her ble lilla kolonier observert allerede ved inkubasjonsstart. Dominans av
sorbitolfermenterende bakterier ble observert ved uttak ved 4 t. Ved uttak ved 6 t kunne ikke

E. coli observeres, en trend som fortsatte ut lagringstiden.

Dominansen av lilla kolonier i ramelk inokulert med E. coli vanskeliggjor sammenlikning av
vekst i ramelk med og uten yoghurtkultur. Det var imidlertid tydelig at noen bakterietyper,
riktignok ukjente, var i stand til & vokse i rdmelk uten syrekultur, mens vekst av disse samt
tilsatt E. coli ble hemmet og stanset i raimelk tilsatt yoghurtkultur (fortynning 10°-10). E. coli
hadde omtrent likt vekstforlep i rdmelk og pasteurisert melk tilsatt yoghurtkultur. Nér E. coli
var inokulert i pasteurisert melk alene, gkte antall E. coli ved inkubering til ca. log 7 kde/ml.

Antallet ble gradvis redusert ved kjelelagring, men ikke fullstendig.
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Vekstforlep hos E. coli ved hovedforsek med yoghurtkultur skilte seg fra hovedforsek med
DL-kultur (figur 4.6.), blant annet ved at antall E. coli ikke gkte ved inkubering i alle prevene

og at E. coli ble mer redusert ved kjoling i pasteurisert melk uten yoghurtkultur.
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Figur 4.14. Antall E. coli inkludert lilla kolonier (log kde/ml) i rdmelk og E. coli O157:H7 inokulert i

ramelk og pasteurisert melk med og uten yoghurtkultur ved forseksrunde 1, 2 og 3.
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4.4.1.4. Melkesyrebakterier

Vekstforlapet hos melkesyrebakteriene ble fulgt ved overflatespredning pa M17. Bakterier i
rdmelk pd M17 ved forseksrunde 1, 2 og 3 vises i figur 4.15. Bide bakterieinnhold og
vekstforlap i ramelk var omtrent likt ved forseksrundene, riktignok med en startmengde med

1 log-enhet lavere ved Y-forsek 3 enn ved de to foregaende forseksrundene. Inkubering ved
forseksrunde 1 og 2 var preget av overgrodde petriskaler ved fortynning 107'-10. Ved 6 t ble
log 7 kde/ml observert ved Y-forsek 3. Noe vekst kunne observeres i starten av kjelelagringen
ved alle forseksrundene, hvor bakterieantallet var mellom log 7,5 og 8 kde/ml fra lagringens

start til slutt.

Figur 4.16. viser yoghurtkulturens vekstforlop, hvor log-verdiene er basert pa gjennomsnitt av
kimtallene fra forseksrunde 1, 2 og 3. Provenes standardavvik er ogsa vist. Startmengden var
noe under log 8 og ekte til noe under log 9 kde/ml innen 2 timers inkubering.
Bakterieinnholdet holdt seg stabilt ved log 9 kde/ml fra og med uttak ved 4 t fram til
kjelelagringens slutt. Det var praktisk talt ingen variasjon mellom prevekombinasjonene.
Blant alle provekombinasjonene hadde pasteurisert melk med E. coli og yoghurtkultur det
eneste nevneverdige standardavviket. Dette avviket var pa ca. 0,6 log-enheter, mens de andre

provene hadde svert sma standardavvik.

Bakterietallet i rdimelk pa M 17 til hovedforsek med yoghurtkultur startet noe heyere ved
inkubering og var en anelse lavere ved kjolelagring, sammenliknet med ramelk til
hovedforsek med DL-kultur (figur 4.8.). Inokuleringsmengden var ca. log 0,5 kde/ml hoyere
ved yoghurtforsekene enn ved DL-forsegkene. Ved 2 t i yoghurtforsekene hadde antall
melkesyrebakterier nidd samme niva som ved 24 t i DL-forsgkene. Antallet
melkesyrebakterier holdt seg stabilt gjennom kjelelagring av prever med yoghurtkultur, mens

antallet ble redusert i prever med DL-kultur.
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Figur 4.15. Antall bakterier (log kde/ml) i ramelk pd M17-agar til forsgksrunde 1, 2, 3 med
yoghurtkultur.
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Figur 4.16. Gjennomsnittlig antall melkesyrebakterier (log kde/ml) fra yoghurtkultur fra forseksrunde
1, 2 og 3 inokulert i rdmelk og pasteurisert melk alene og sammen med E. coli O157:H7, samt

provenes standardavvik.

Effekt av melkesyrebakteriers metabolisme pd utviklingen av Escherichia coli O157:H7 i melk 60



Resultater

4.4.2. pH-méling

Det ble utfort pH-maling i alle provekombinasjonene etter uttak til mikrobiologisk analyse.
Gjennomsnittlig pH-verdi fra forseksrundene, samt standardavvik, vises i figur 4.17. Det ble
observert en noksé jevn nedgang i pH i prevene inokulert med yoghurtkultur, til slutt-pH 4,5-
4,4 ved 6 t. I provene uten syrekultur forble pH stabil under inkubasjonen. Pasteurisert melk
med E. coli hadde det eneste nevneverdige standardavviket: ca. 0,25 pH-enheter ved 2 t.
Under kjolelagring var pH stabil i alle pravekombinasjonene bortsett fra i ramelk og rdmelk
inokulert med E. coli alene. I disse prevene ble pH gradvis redusert til en slutt-pH pa ca. 6,0

under kjolelagringen.

Slutt-pH 1 prevene med yoghurtkultur var noe lavere enn i prevene med DL-kultur (figur
4.11.). R&melk og ramelk med E. coli alene hadde henholdsvis 0,50 og 0,65 pH-enheter
heyere slutt-pH ved bruk av yoghurtkultur enn ved bruk av DL-kultur.
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Figur 4.17. Gjennomsnittlig pH fra forseksrunde 1, 2 og 3 med yoghurtkultur, samt prevenes

standardavvik.
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4.5. SAMMENLIKNING AV UTVIKLING AV PH 0G ANTALL E. coL1 O157:H7

Malet med denne oppgaven var a studere effekten melkesyrebakteriers syreproduksjon pa

utviklingen av E. coli. Derfor ble det laget en figur som viser samspillet mellom pH-utvikling

og utvikling i antall E. coli ved forseksrundene med DL-kultur og yoghurtkultur.

Figur 4.18., figur 4.19. og figur 4.20 viser samspillet for henholdsvis DL-forsek 1, DL-

forsekene 2, 3 og 4 og yoghurtforsekene 1, 2 og 3. Figurene viser at nir pH synker, gar

veksten av E. coli langsommere eller stanser. E. coli vokser best i melk hvor pH ikke blir

redusert. Bakterien vokser ogsa best ved langsom pH-reduksjon i forhold til ved rask pH-

preduksjon.
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Figur 4.18. Samspill mellom E. coli O157:H7 og pH i melk med og uten DL-kultur (podemengde ca.
log 6 kde/ml), forseksrunde 1.
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Figur 4.19. Samspill mellom E. coli O157:H7 og pH i melk med og uten DL-kultur (podemengde ca.

log 7,2 kde/ml), forseksrunde 2, 3 og 4.
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Samspill E. coli O157:H7 og pH, Y 1-3
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Figur 4.20. Samspill mellom E. coli O157:H7 og pH i melk med og uten yoghurtkultur (podemengde

ca. log 7,8 kde/ml), forsgksrunde 1, 2 og 3.
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5. DISKUSJON

Et gkende antall sméskalavirksomheter lager melkeprodukter av upasteurisert melk. Samtidig
kan slik produksjon eke faren for tilstedevarelse av patogene bakterier, som E. coli O157:H7,
i neringsmidlet (Desmarchelier & Fegan 2002; Frank & Hassan 2002; Mead & Griffin 1998;
Walstra et al. 2006). Denne bakterien har vist seg & ha evnen til & vokse ved lavere pH enn
flere andre patogene bakterier, inkludert andre E. coli-stammer (Bachrouri et al. 2002; Lin et
al. 1995). Flere surmelksprodukter kontaminert med E. coli O157:H7 har veert arsak til
sykdomsutbrudd (Desmarchelier & Fegan 2002; Mead & Griffin 1998; Wasteson 2007).

Malet med denne oppgaven var & studere effekten av melkesyrebakteriers metabolisme pa
utviklingen av E. coli O157:H7 inokulert i bade upasteurisert og pasteurisert melk.

Melkesyrebakteriene som ble benyttet var syrekulturene DL-kultur og yoghurtkultur.

5.1. FORFORSOK

Overflatespredning ga bedre avlesning av E. coli O157:H7 pé Sorbitol MacConkey agar
(SMAC), sammenliknet med innstepningsmetoden. Dermed ble overflatespredning benyttet
ved videre analyser, noe som fungerte godt. P4 bakgrunn av Gram-farging og resultatene fra

Enterotube ble bakteriene i E. coli-kulturen bekreftet identifisert som O157:H7-stamme.

Et av forforsekene viste at E. coli-kulturen kunne vokse bade pd SMAC og M17-agar.
Enkelte utfordringer oppstod i lapet av hovedforseket nar det gjaldt avlesning av E. coli
O157:H7 pd SMAC. Dette omtales nermere i avsnitt 5.2.2. Ved gjennomfering av
hovedforseket ble det ikke observert problemer med avlesning av melkesyrebakterier pa
M17-agar som folge av E. coli O157:H7 sin evne til & vokse pa denne agaren. Som forventet,
vokste melkesyrebakteriene fra syrekulturene tilfredsstillende pa M17-agar, og agaren ble
dermed benyttet ved videre analyser. Det ble ikke observert vekst av bakterier fra
syrekulturene pd SMAC. Dermed ville ikke inokulering av prever som inneholdt syrekultur

medfere upalitelig avlesning av E. coli O157:H7 pa SMAC.

Det ble registrert vekst av E. coli O157:H7-kulturen ved hver hele pH-enhet fra pH 7 til 3 1
BHI-buljong ved 37 °C etter 24 timer, noe som lovet godt med tanke pa hovedforseket. Det

kan tenkes at E. coli O157:H7 vil vokse annerledes i BHI-buljong enn i melk, som var
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hovedforsgkets vekstmedium, pa grunn av ulikt i neringsinnhold. Dette forforseket burde

derfor blitt utfort i UHT-melk for & oppna paralleller nermere hovedforsekets design.

Det ble utfort et forforsek hvor bakteriens evne til vekst i melk ved hovedforsekets to
forskjellige inkuberingsforhold ble studert. For & kunne vaere mest mulig likt hovedforsekets
design, burde 6 timer blitt benyttet istedenfor 5 timer under inkuberingen ved 42 °C. Her
burde det ogsa blitt utfert kvantifisering av E. coli-kulturens bakterieinnhold for inkubering
for en mer presis konklusjon av analysen. Basert pa resultatene som forelé ble det konkludert
at bakterien vokste, eller i det minste overlevde, 1 UHT-melk ved 22 °C i 24 timer og 42 °C i

5 timer.

Kontrolleringen av bakterieinnhold i E. coli O157:H7-kulturen etter frysing, videre beregning
av podemengde for hovedforseket, samt valg av ensket podemengde viste seg ved
hovedforseket & vere vellykket. Startmengde E. coli O157:H7 var omtrent log 4 kde/ml og sé

ut til & bli pavirket i varierende grad av vekstforholdene i de ulike provekombinasjonene.

Ved kvantifisering av antall melkesyrebakterier i de to syrekulturene ble det utfort
fortynninger slik det hadde blitt planlagt for hovedforseket, etterfulgt av inokulering pd M17-
agar og inkubering. Beregnet log-verdi var da omtrent som ensket. Antallet kolonier fra 107
fortynning var imidlertid lavt, noe som burde blitt viet mer oppmerksomhet. Dette var en
indikasjon pé for lav podemengde. I tillegg til analyse av bakterieantall umiddelbart etter
fortynning, burde de inokulerte melkeprevene blitt inkubert for & folge pH-utvikling i
provene. Feil podemengde kunne da blitt oppdaget.

5.2. HOVEDFORSQKET

5.2.1. Platetelling

Platetelling er en tradisjonell metode for kvantifisering av mikroorganismer i ulike medier,
deriblant naeringsmidler. Hvilke mikroorganismer som kvantifiseres er avhengig av hvilken
agar som benyttes, da innholdet i ulike agarer kan fremme eller hemme vekst av forskjellige
mikrober. Platetellingsmetoden er enkel og relativt billig i bruk og gir resultater raskt.
Resultatene er imidlertid ikke helt noyaktige: Proven ma blandes godt for & fordele bakteriene
og fa en representativ proveandel péd agarskalen; ikke alle bakteriene i inokulatet vil klare &

danne kolonier; koloniene kan ha ulik sterrelse og kan stamme fra flere enn én bakterie. Pa
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den maten kan kolonitellingen gi et for lavt eller for heyt antall kolonidannende enheter.
Sakalte spredere kan ogsa forekomme, hvor en eller flere bakterier har dannet en
sammenhengende koloni som sprer seg utover agaroverflaten. Valg av agar og
fortynningsgrad, samt fordeling av preven i eller pd agaren vil ogsa pavirke resultatet (Adams

& Moss 2008).

I dette forseket var bruk av platetelling relativt vellykket. Usikkerhet og svingning rundt
antall kolonier vil som sagt kunne oppsté, noe som kan forklare smé forskjeller observert
mellom de ulike provene. De storste utfordringene i dette forseket var ved analysering av
ramelkas bakterieinnhold. Béde antall og type bakterier i rdmelka var naturligvis ukjent pa
forhand, slik at valg av fortynningsgrad matte gjores ved kvalifisert gjetting. Denne gjettingen

hadde varierende suksess.

Bruk av et hagyere antall fortynninger for hver prove ville antakelig gitt brukbare resultater for
en storre andel av provene. Stor arbeidsmengde og korte tidsintervaller mellom preveuttak
skapte imidlertid et dilemma, og valg av fortynningsgrad ble dermed ofte basert pé resultater

fra foregdende forseksrunder.

5.2.2. Sorbitol MacConkey agar

Sorbitol MacConkey agar ble benyttet for kvantifisering av E. coli O157:H7. Tross
manglende erfaring med denne agaren, var bruk av SMAC stort sett vellykket. Inokulering av
ufortynnet lagringsprove ga grums pé agarskélene, slik at det var utfordrende & skille klumper
av provemateriale fra eventuelle kolonier. Koliforme bakterier som Klebsiella spp. og
Proteus spp., samt de psykrotrofe bakteriene i Pseudomonas-slekten, kan vokse pd SMAC og
danne lilla kolonier (March & Ratnam 1986; Zadik et al. 1993). Eventuell forekomst av et
fatall lilla kolonier, altsd sorbitolfermenterende bakterier, i enkelte prover hindret ikke

kvantifisering av E. coli O157:H7.

Problemer oppsto imidlertid nér sorbitolfermenterende bakterier ble dominerende og pa den
méten hindret observering av E. coli O157:H7 sine fargelose kolonier. Dette forekom i rdmelk
inokulert med E. coli O157:H7 ved alle forseksrundene ved hovedforseket med
yoghurtkultur. Denne heoye andelen av lilla kolonier ble ikke observert ved hovedforseket
med DL-kultur. Det kan tenkes at hoyere antall koliforme bakterier i rdmelk til

yoghurtforsekene har bidratt til vekst av sterre andel sorbitolfermenterende bakterier pa
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SMAC (Noveir & Halkman 2000). Ved kjolelagringen av ramelk tilsatt E. coli O157:H7 blir
trolig psykrotrofe bakterier mer dominerende, og E. coli O157:H7 klarer seg relativt darlig i et

vekstmiljo ved lav temperatur med konkurrerende bakterier (Wasteson 2007).

For & unngé problemet med overvekst av lilla kolonier kunne det blitt brukt tilsetningsstoffer
som cefixime og tellurite i SMAC for & gjore agaren mer selektiv for E. coli O157:H7
(Fujisawa et al. 2000; Mead & Griffin 1998), men ramelkas mikroflora og dominans av
bakterier som dannet lilla kolonier var vanskelig & forutse for hovedforseket, og med tanke pé

forseksdesign ville det vaert feil 4 endre vekstmediets sammensetning midt i forseksforlepet.

5.2.3. Rimelkas mikroflora

Inkubering ved 22 og 42 °C stimulerte vekst av rdmelkas bakterieflora. Totaltall bakterier
omfatter sveert mange forskjellige mikroorganismer som kan stamme fra en rekke kilder.
Kontaminasjonskilder som fjosmiljoet, kyrne og melkingsutstyret er omtalt i avsnitt 2.1.2.3.
Mesofile bakterier vil dominere under inkuberingen ved 22 °C og sammen med termofile
bakterier ved 42 °C, mens psykrotrofe bakterier overtar dominansen ved kjolelagringen av
usyrnet rimelk (Lafarge et al. 2004; Rasolofo et al. 2010). Temperaturen som ble benyttet ved
inkubering av agarskélene med PCA var 30 °C, noe som er en mer optimal veksttemperatur
for mesofile bakterier, men psykrotrofe bakterier kan ogsé vokse ved den temperaturen.
Dermed er antakelig PCA-resultatene fra lagringsuttakene basert pd badde mesofile og

psykrotrofe bakterier.

Kvantifiseringen av koliforme bakterier i rdmelk ble gjort ved bruk av VRBA, som er en
selektiv agar for koliforme bakterier, og med inkubasjonstemperaturen 37 °C, som hindrer
vekst av psykrotrofe bakterier. Det ble ikke observert vekst av koliforme bakterier 1 ramelk
ved kjolelagring: Bakterieveksten pd VRBA viste reduksjon i antall koliforme bakterier. Flere
av bakteriene som kan vokse pA VRBA kan som sagt ogsd vokse pA SMAC. Dette er tydelig
ved sammenlikning av bakterieantallet i rimelk inokulert pa de to respektive agarene, hvor

antallet enten var likt eller noe hayere pA VRBA.

Det samme forholdet kan trolig vere tilfelle mellom bakterieantallet i rdmelk inokulert pé
PCA og M17-agar. Med tanke pd uendret pH i ramelka ved inkubering, stammer koloniene pa
M17-agar inokulert med ramelk sannsynligvis ikke fra melkesyrebakterier. Ifolge

produktdatabladet for M17-agaren (MERCK 115029) er streptokokker og enterokokker blant
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bakteriene som kan vokse pd denne agaren, i tillegg til melkesyrebakterier. Manglende pH-

reduksjon i rdmelk ved inkubering ble observert ved alle de sju forseksrundene.

Det finnes ingen grunn til & anta at melkeproduksjonen ved UMBs to fjos skiller seg betydelig
fra andre fjos. Sannsynligheten for kontaminering med melkesyrebakterier i rdmelka vil
dermed vaere den samme i fjgsene ved UMB som i andre fjos. Dersom ramelk fra et
gjennomsnittlig fjos ikke har et naturlig innhold av et tilstrekkelig antall melkesyrebakterier
til & syrne melka pa en god mate under inkubasjonen, vil et av hovedargumentene for bruk av
upasteurisert melk til produksjon av fermenterte melkeprodukter bli betydelig svekket. Det
kunne vert interessant & utfere flere rimelksanalyser, fra flere fjos og med flere agartyper, for
a studere innholdet av melkesyrebakterier i rdmelk fra kyr i norske fjos under dagens

melkingsprosedyrer og lagringsbetingelser for melka pa garden.

Rémelkas mikroflora varierte mellom forsegksrundene. Noen av variasjonene kan skyldes
platetellingsmetoden, slik som omtalt ovenfor i avsnitt 5.2.1. Teknikkene som ble brukt for a
overfore rdmelka fra melketank til melkespann (se tabell 3.2.) kan ogsa ha bidratt til
varierende mikroflora. Med tanke pé at overforingsteknikkene benyttet ved yoghurtforsekene
teoretisk sett var mer sterile enn teknikkene ved DL-forsgkene, kunne det tenkes at ramelka
ved yoghurtforsekene fikk et lavere bakterieinnhold. Ramelk til forsgksrundene med
yoghurtkultur hadde imidlertid et hoyere antall totaltall bakterier, koliforme bakterier og
bakterier pA SMAC og M17-agar i forhold til hovedforseket med DL-kultur. Forskjellene kan
blant annet skyldes ulike rutiner blant arbeiderne ved melking, variasjoner i kyrnes mikroflora
eller utilfredsstilende rengjoring av rer- og tanksystem (Frank & Hassan 2002; Walstra et al.
2006).

Ulik vekst og utvikling av E. coli O157:H7 ved forseksrundene kan skyldes den varierende
bakgrunnsfloraen. Som tidligere nevnt kunne ikke E. coli O157:H7 observeres i ramelk
inokulert med E. coli O157:H7 ved yoghurtforsekene. I begge hovedforsgkene vokste E. coli
O157:H7 bedre i pasteurisert melk enn i rdmelk, antakelig pd grunn av manglende

konkurranse fra andre bakterier. Wang et al. (1997) observerte det samme ved 8, 15 og 22 °C.

Melkesyrebakteriene ser ikke ut til & veere pavirket av bakgrunnsfloraen, da bakterieinnholdet

1 de ulike provekombinasjonene var noksé likt ved de forskjellige forseksrundene.
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5.2.4. Bakterienes utvikling

5.2.4.1. Utvikling ved ulik temperatur

Under inkuberingen ved bade 22 og 42 °C ble det i samtlige provekombinasjoner observert en
okning i bakterieantallet ved prevenes respektive mikrobiologiske analyser. Varme gir et
bedre vekstmiljo enn kulde, men 22 °C er en bedre temperatur enn 42 °C for bade mesofile og
psykrotrofe bakterier. Psykrotrofe bakterier kan ikke vokse ved over 40 °C (Tortora et al.
2007). Observerte forskjeller i vekstforlepet av E. coli O157:H7 ved 22 og 42 °C kan
forklares med at vekst ofte foregr saktere ved temperaturer over optimumstemperaturen, som
for E. coli er 37 °C (Adams & Moss 2008; Wasteson 2007). Det kan ogsé skyldes ramelkas
mikroflora, som diskutert i avsnittet ovenfor, eller de to ulike syrekulturene, siden

vekstforlopet 1 pasteurisert melk alene er praktisk talt likt ved hovedforsekene.

Generelt ble antallet av bade koliforme bakterier, E. coli O157:H7 og DL-forsgkenes
melkesyrebakterier redusert ved kjolelagringen, mens totaltallet hadde en liten okning og
antallet melkesyrebakterier ved yoghurtforsekene forble stabilt. Blant de nevnte bakteriene er
det bare psykrotrofe bakterier i totaltallet som har evnen til 4 vokse i usyrnet ramelk ved 4 °C.
Ved kjeling senkes eller stanses de ogvrige bakterienes vekst. Bakteriene befinner seg i
stasjoner vekstfase ved inkuberingens slutt, hvor Gram-negative bakterier — som de
koliforme — er mer mottakelige for kuldesjokk enn Gram-positive — som melkesyrebakterier
(Adams & Moss 2008). Det ble observert at antall melkesyrebakterier i syrnet melk ble
redusert under kjolelagring ved DL-forsekene, mens antallet melkesyrebakterier ved
yoghurtforsekene forble stabilt. Dette var uventet, siden yoghurtkulturens bakterier er
termofile og dermed vokser darligere ved lave temperaturer enn de mesofile bakteriene i DL-
kulturen (Narvhus 2010; Walstra et al. 2006). Det kan tenkes at yoghurtbakteriene taler den
lave pH-verdien bedre enn DL-kulturen (Abrahamsen 2010).

E. coli O157:H7 i pasteurisert melk uten syrekultur ser ut til & ha blitt hemmet i sterre grad
under kjolelagringen ved yoghurtforsgkene enn ved DL-forsgkene. Arsaken kan vare at
bakteriene har blitt utsatt for et storre kuldesjokk ved overferingen fra 42 til 4 °C i forhold til
flyttingen fra 22 °C (Adams & Moss 2008).

5.2.4.2. pH-utvikling
I melk tilsatt syrekulturer blir pH redusert pd grunn av melkesyrebakterienes metabolisme,

hvor blant annet melkesyre produseres (Axelsson 2004; Piard & Desmazeaud 1991; Walstra
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et al. 2006). Ved DL-forsekene var pH en anelse hoyere i ramelk med syrekultur enn i
pasteurisert melk med syrekultur. Det kan spekuleres 1 om dette skyldes storre konkurranse i
rdmelk enn i pasteurisert melk. Muligens klarer DL-kulturen seg darligere ved konkurranse
generelt eller mot noen spesielle bakterietyper enn yoghurtkulturen. Det kan ogsé tenkes at
ramelka inneholdt enkelte bakterier som dannet metabolitter som ngytraliserte DL-kulturens

syre. Ved litteratursek lyktes det ikke & finne relevant litteratur om dette temaet.

Ifolge yoghurtkulturens produktdatablad (Chr. Hansen YF-L702) danner disse
melkesyrebakteriene lite syre etter endt inkubering, og den observerte pH-utviklingen under
inkubering likner pH-utviklingen som vises i databladet. Dette tyder pé at yoghurtkulturens

metabolisme var som forventet under denne oppgavens forsek.

Melkesyrebakteriene vil drive metabolisme ved kjolelagring, men svert sakte (Narvhus
2010). I motsetning til de andre forseksrundene, fortsatte pH & synke i syrnet melk under
kjelelagringen ved DL-forsegk 1. Under kjolelagring ble pH redusert i provene med bare
ramelk og ramelk tilsatt E. coli O157:H7 ved alle forsgksrundene. Det er mulig at psykrotrofe
bakterier kan produsere syre, men antagelig ikke i store mengder (Narvhus 2010). Det viste

seg & vaere vanskelig a finne litteratur som kunne forklare disse interessante observasjonene.

Ved DL-forsegkene hadde prevene med bare rdmelk og ramelk tilsatt E. coli O157:H7 lavere
slutt-pH enn ved yoghurtforsgkene. Dette kan skyldes tilstedevarelse av ulike bakterier som

driver ulik metabolisme 1 ramelka.

5.2.4.3. Utvikling av E. coli O157:H7 i melk tilsatt syrekultur

Det ble funnet at antallet £. coli O157:H7 i melk med syrekultur praktisk talt ikke endret seg i
lopet av inkubering ved yoghurtforsekene, i motsetning til den observerte veksten ved DL-
forsekene. Her kan flere faktorer ha hatt betydning, deriblant podemengde, syrekultur,
syrningshastighet, pH, samt temperatur, som ble diskutert i avsnitt 5.2.4.1.

Melkesyrebakteriene viste hurtigere egkning i antall ved DL-forsek 2, 3 og 4 enn ved DL-
forsek 1 pa grunn av heyere podemengde. Det ble ogsd observert hurtigere gkning i antall
melkesyrebakterier ved yoghurtforsekene — hvor podemengden var noe hoyere — enn ved DL-
forsekene. I tillegg til bedre vekst av E. coli O157:H7 ved inkubering ved DL-forsgkene enn

ved yoghurtforsekene, vokste bakterien mye bedre ved DL-forsgk 1 enn ved forseksrunde 2,
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3 og 4. Dette kan ha sammenheng med funnene i Mufandaedza et al. (2006) sin studie, hvor
E. coli O157:H7 vokste bedre i rdmelk hvor antall melkesyrebakterier var 1 log-enhet mindre
enn i UHT-melk. Jo sterre bakterieantallet i vekstmiljoet er, jo sterre vil konkurransen

mellom bakteriene vere.

Syrekulturene ser ut til & ha hatt ulik effekt pa E. coli O157:H7, da bakterien vokste bedre
sammen med DL-kultur. McIngvale et al. (2000) observerte vekst med 1 log-enhet hos E. coli
O157:H7 under fermentering ved produksjon av skummet kulturmelk. Det er sannsynlig at
bade fermenteringstemperatur og pH-utvikling har hatt betydning for utviklingen av E. coli

O157:H7 i denne oppgavens forsek.

Syrningshastighet har ved flere studier vist seg & pavirke utviklingen av E. coli O157:H7:
Hurtigere pH-reduksjon gir bedre veksthemming enn langsom pH-reduksjon (Mufandaedza et
al. 2006; Ogwaro et al. 2002). Dette ble ogsa sett i dette forseket, og det er et tydelig samspill
mellom pH-utvikling og vekst av E. coli O157:H7, hvor pH virker veksthemmende. De to
syrekulturene viste som forventet ulik syrningshastighet. Dette var noe av bakgrunnen for
forseksdesignet. Den forste forseksrunden med DL-kultur, hvor podemengden var for lav,
viste seg 4 bidra til en interessant demonstrasjon av syrningshastighetens betydning: Ved DL-
forsek 1 startet pH-nedgangen senere, og det tok atskillig lengre tid & redusere pH til ca. 4,6
enn ved de andre forseksrundene med DL-kultur. I pasteurisert melk med syrekultur ved DL-
forsek 1 gkte antall E. coli O157:H7 med 2 log-enheter under inkuberingen, i motsetning til
okningen pa under 1 log-enhet ved forseksrunde 2, 3 og 4 med DL-kultur.

I tillegg overlevde E. coli O157:H7 kjelelagringen ved DL-forsegk 1, hvor pH var hegyere enn
ved de andre forsgksrundene. Ved de resterende DL-forsekene og yoghurtforsekene var pH
4,6-4,4 etter inkubering 1 henholdsvis 24 og 6 timer. Ved disse forsekene dede E. coli
O157:H7 i lopet av kjelelagringen. Flere studier har vist at E. coli O157:H7 kan overleve i
mellom 3 og 13 dogn i fermenterte melkeprodukter ved kjelelagring (Bachrouri et al. 2002;
Dineen et al. 1998; Hsin-Y1i & Chou 2001; Ogwaro et al. 2002; Tsegaye & Ashenafi 2005).
Wang et al. (1997) undersokte vekst av E. coli O157:H7 i upasteurisert og pasteurisert melk

og fant at bakterien vokste ved 8 °C, men ikke ved 5 °C.

Ifolge Lin et al. (1995) kan E. coli O157:H7 vokse ved pH 4,4, og det har ved flere studier
blitt observert overlevelse av bakterien ved pH 3 (Benjamin & Datta 1995; Cheng et al. 2003;
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Goodson & Rowbury 1989; Lin et al. 1995). Varierende syreresistens blant stammene kan
veaere drsaken til at E. coli O157:H7 dede under kjolelagring i denne oppgavens forsegksrunder
(Benjamin & Datta 1995; Dlamini & Buys 2009). I tillegg til lav pH har kuldesjokk og
konkurrerende bakterier antakelig vert en medvirkende rsak til stress og svekket
overlevelsesevne hos E. coli O157:H7 (Adams & Moss 2008; Goldstein et al. 1990; Piard &
Desmazeaud 1991; Wasteson 2007). Det har blitt framlagt en hypotese om at bakteriens
syreresistensmekanismer fungerer darligere ved kjolelagring (Elhanafi et al. 2004). Strocchi et
al. (2006) viste at kjolelagring inaktiverer gener hos E. coli som trengs for bakteriens
metabolisme. Vold et al. (2000) fant at vekst av den samme E. coli-stammen som ble benyttet
i dette forsgket ble hemmet av ulike melkesyrebakterier i kjottdeig ved 12 °C. Under aerob
lagring ble inhiberingsgraden pévirket av type melkesyrebakterie, mens ved anaerobe forhold
ble ikke denne forskjellen observert. Det ble ogsd observert vekst av bakterien ved 8 °C under
aerobe forhold, men ikke ved anaerobe. Det kan derfor tenkes at atmosfaeren i melka har
pavirket utviklingen av E. coli O157:H7 ved forsegksrundene i denne oppgaven. Melk uten

syrekultur vil ha et aerobt milje, mens miljeet ble mer anaerobt nar syrekulturene vokser.

Bruk av SMAC for deteksjon av E. coli O157:H7 kan ha gitt flere feilkilder i denne
oppgavens forsgk enn tidligere antatt. McIngvale et al. (2000) refererer til studier som har vist
at SMAC ikke egner seg til deteksjon av E. coli som er skadet eller stresset av syre, og at
tryptisk soya-agar med VRBA-lokk burde benyttes ved slike tilfeller istedenfor SMAC. Bruk
av en ikke-selektiv agar ville derimot trolig bidratt til 4 skape problemer ved forseke i denne
oppgaven pa grunn av bakgrunnsfloraen i rdmelka. Wu (2008) skriver at skadede celler kan
unnslippe deteksjon pa selektivt medium. Dersom bakteriene blir flyttet til et bedre
vekstmiljo, kan de muligens klare & restituere seg og gjenoppta vekst i neringsmidlet. Ved
tilfeller hvor det forventes tilstedevearelse av skadede bakterier, burde forholdene

tilrettelegges for slik restitusjon for utferelse av kvantitative analyser.

5.3. PRAKTISK ANVENDELSE AV FORSOKSRESULTATENE

Det ble ikke observert pH-reduksjon i fersk ramelk i lopet av fermenteringen. Dermed mé
syrekultur tilsettes ved produksjon av fermenterte meieriprodukter, og et av
hovedargumentene for bruk av upasteurisert melk svekkes. Bruk av tilstrekkelig podemengde
og en syrekultur som gir hurtig pH-reduksjon er viktig for & forebygge utvikling av E. coli

O157:H7 under fermenteringen.
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I denne oppgaven ble det forste lagringsuttaket gjort etter 10 dogn ved 4 °C. Ved dette
tidspunktet ble det ikke detektert E. coli O157:H7 i verken kulturmelk eller yoghurt. Basert pa
denne observasjonen kan det anbefales & unngd konsum av produkter framstilt av
upasteurisert melk for de har blitt kjelelagret i minimum 1 uke. For & fi et tydeligere bilde av
utviklingen av E. coli O157:H7 i syrnet melk under kjolelagring, hadde det vert interessant &

utfore forsek med hyppigere uttak under lagringsperioden.

5.4. FRAMTIDSASPEKTER

Ramelka til forseksrundene inneholdt et varierende antall bakterier, noe som forte til
manglende resultater ved flere preoveuttak grunnet bruk av for hey eller lav fortynning.
Dersom liknende studier skal utfores, ber det benyttes flere fortynninger for 4 unngé slike hull

1 datasettet.

Naturlig tilstedevarelse av melkesyrebakterier er et av hovedargumentene for bruk av
upasteurisert melk til produksjon av melkeprodukter, og det pastas at disse bakteriene sikrer
et helsemessig trygt produkt. Dersom ramelkspravene i dette forsgket inneholdt
melkesyrebakterier, var i hvert fall ikke antallet stort nok til & redusere pH under
fermenteringen. Derfor kunne det vaere interessant & studere ramelk fra norske fjos for &
kartlegge naturlig tilstedeverelse av melkesyrebakterier under dagens melkeproduksjons- og
kjolelagringssystemer for ramelk. I tillegg til kvantifisering ville det ogsé vare spennende a
undersoke hvilke bakteriestammer som forekommer og om deres evne til & redusere pH i

melk skiller seg fra kommersielle syrekulturers egenskaper.

Dersom metabolitter fra mikrobiell omdanning av forskjellige naringsstoffer i melk hadde
blitt analysert, kunne flere av endringene som oppstér i melka under bdde inkubering og
kjelelagring blitt vist — ikke bare antall bakterier og pH-utvikling. P4 den méaten kunne
eventuelle andre bakteriechemmende komponenter enn syre detekteres, samt mengden av de

ulike syrene og komponentene.

For a gjere Sorbitol MacConkey agar mer selektiv for E. coli O157:H7 kan cefixime og
tellurite tilsettes. Dette kan hindre vekst av sorbitolfermenterende bakterier pa agaren.

Tryptisk soya-agar med VRBA-lokk kan kanskje benyttes for & gi bedre vekstvilkar til
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skadede bakterier. Muligens burde en kjelelagret preve oppbevares i et sékalt
gjenopplivingsmedium, med lite nering og stoffer som fjerner frie radikaler, for inokulering
pa en selektiv agar. Skadede E. coli kan da restituere seg og vere i stand til & vokse ved

inkubering pd SMAC.

Dersom det skal gjores videre studier basert pa denne oppgaven, vil det vaere hensiktsmessig a
utfore hyppigere lagringsuttak, for eksempel daglig. P4 den méten kan E. coli O157:H7 sin
utvikling gjennom kjelelagringen folges enda tettere, og et mer noyaktig tidspunkt for
eliminering av bakterien kan oppdages. Dette vil ogsa gjere det mulig a studere forskjellene
mellom DL-kultur og yoghurtkultur naermere, da det kan tenkes at tidspunkt for eliminering

er ulikt for disse kulturene.
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6. KONKLUSJON

I denne studien ble det vist at E. coli O157:H7 inokulert i upasteurisert og pasteurisert melk
kan vokse under inkubering ved 22 °C i 24 timer sammen med DL-kultur og overleve

inkubering ved 42 °C i 6 timer sammen med yoghurtkultur.

I bade upasteurisert og pasteurisert melk tilsatt syrekultur dede E. coli O157:H7 innen 10

degn ved kjolelagring ved 4 °C.

Ved inokulering uten syrekultur vokste E. coli O157:H7 bedre i pasteurisert melk enn i

upasteurisert melk.
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VEDLEGG

RADATA FRA ANALYSENE I HOVEDFORSOKET

Ved hovedforsek med DL-kultur ble det utfert fire forseksrunder. Pravene ble inkubert ved
22°C1i0, 6, 12 og 24 timer.

Ved hovedforsek med yoghurtkultur ble det utfort tre forseksrunder. Inkubasjonen foregikk
ved 42 °C10, 2, 4 og 6 timer.

Kjoelelagring forgikk ved 4 °C i 10, 20 og 30 degn, uavhengig av benyttet syrekultur.

Felgende forkortelser benyttes i tabellene:
DL = Forsgk med DL-kultur.

Y = Forsek med yoghurtkultur.

1 = Rémelk.

2 =Rémelk + E. coli O157.

3 = Rémelk + syrekultur.

4 = Ramelk + E. coli O157 + syrekultur.

5 = Pasteurisert melk + E. coli O157.

6 = Pasteurisert melk + syrekultur.

7 = Pasteurisert melk + E. coli O157 + syrekultur.

Tallet bak kommategnet angir tiden, hvor de fire forste tallene i en prevekombinasjon er
oppgitt i antall timer ved inkubering i varmeskap, mens de tre siste er oppgitt i antall degn ved

kjolelagring.

For eksempel: DL2, 6 = Hovedforsek med DL-kultur, Ramelk + E. coli O157, ved 6 timers
inkubasjon.
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Tabell 1. Totaltall bakterier (log kde/ml) ved alle forseksrundene i hovedforsek med DL-kultur og

med yoghurtkultur, samt gjennomsnitt og standardavvik.

Forsgksrunde 1 F.runde 2 F.runde 3 F.runde 4 Gjennomsnitt | Standardavvik
(log kde/ml) (log kde/ml) [ (log kde/ml) (log kde/ml) (log kde/ml)

DL1,0 3,73 4,81 5,23 5,26 5,10 0,25
DL1,6 3,60 4,76 5,32 5,52 5,20 0,39
DLI1, 12 3,70 5,54 6,23 7,20 6,32 0,83
DL1, 24 7,08 7,19 7,48 7,22 7,30 0,16
DL1, 10 >7,48 8,34 8,53 8,064 8,50 0,15
DL1, 20 8,76 8,52 8,70 8,09 8,04 0,10
DL1, 30 9,48 8,47 8,78 8,36 8,54 0,22
Y1, 0 5,73 5,83 5,26 / 5,61 0,30
Y1,2 6,28 6,21 5,38 / 5,96 0,50
Y1, 4 >6,48 >6,48 5,88 / 5,88

Y1, 6 7,34 7,49 7,06 / 7,30 0,22
Y1, 10 8,22 7,84 8,24 / 8,10 0,23
Y1, 20 8,09 8,53 8,83 / 8,08 0,15
Y130 8,87 8,80 8,86 / 8,84 0,04

/ Ikke analysert.
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Tabell 2. Koliforme bakterier (log kde/ml) ved alle forseksrundene i hovedforsek med DL-kultur og

med yoghurtkultur, samt gjennomsnitt og standardavvik.

Forsgksrunde 1 F.runde 2 F.runde 3 F.runde 4 Gjennomsnitt | Standardavvik
(log kde/ml) (log kde/ml) (log kde/ml) (log kde/ml) (log kde/ml)

DLI1,0 0,40 <1’ 1,16 1,72 0,96 0,88
DL1,6 1,00 <1’ 1,53 2,00 1,18 1,05
DLI1, 12 1,25 <1’ 2,83 3,41 2,08 1,82
DL1, 24 3,78 3,35 4,54 >4,48 3,95 0,84
DL1, 10 2,92 <1’ 4,65 X 2,33 3,29
DL1, 20 2,00 >3.48 4,81 5,66 5,24 0,60
DL1, 30 2,40 >5,48 4,84 4,37 4,61 0,33
DL3,0 0,40 / / / / /
DL3,6 0,60 / / / / /
DL3,12 1,30 / / / / /
DL3, 24 2,57 / / / / /
DL3, 10 1,93 / / / / /
DL3, 20 / / / / / /
DL3, 30 / / / / / /
Y1, 0 2,22 2,35 2,11 / 2,23 0,12
Y1,2 3,48 3,80 3,17 / 3,48 0,32
Y1, 4 * >5,48 5,33 / 5,33

Y1, 6 * >5,48 6,58 / 6,58

Y1, 10 6,73 7,08 6,57 / 6,79 0,26
Y1, 20 6,70 6,83 6,67 / 6,73 0,09
Y1, 30 5,85 6,13 6,38 / 6,12 0,27

/ Ikke analysert.

* Overgrodd.

x Tatt ut pga dérlige paralleller.
> kde/ml.
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Tabell 3. E. coli O157:H7 (log kde/ml) ved alle forsgksrundene i hovedforsek med DL-kultur og med

yoghurtkultur, samt gjennomsnitt og standardavvik.

Forsgksrunde 1 F.runde 2 F.runde 3 F.runde 4 Gjennomsnitt | Standardavvik
(log kde/ml) (log kde/ml) [ (log kde/ml) (log kde/ml) (log kde/ml)

DLI1,0 <1’ <1’ 0,81 1,46 0,76 0,73
DL1,6 <1’ <1’ 1,19 2,23 1,14 1,12
DLI1, 12 <1’ 1,42 3,12 >3 48 2,27 1,20
DL1, 24 <1’ 3,51 * >3.48 3,51

DLI1, 10 <1’ 1,57 5,18 5,57 4,11 2,21
DL1, 20 1,82 >3,48 5,6 5,62 5,61 0,01
DL1, 30 3,24 3,16 5,87 6,35 5,13 1,72
DL2,0 4,54 4,32 4,37 4,31 4,33 0,03
DL2, 6 4,96 4,67 4,54 4,46 4,56 0,11
DL2,12 5,09 5,00 5,03 5,02 5,02 0,02
DL2, 24 6,10 6,32 5,52 5,06 5,63 0,64
DL2, 10 6,02 6,38 5,36 5,40 5,71 0,58
DL2, 20 5,83 5,68 3,85 >6,48 4,77 1,29
DL2, 30 5,15 5,76 4,69 5,85 5,43 0,65
DL4,0 4,69 4,34 4,32 4,37 4,34 0,03
DL4, 6 4,86 4,87 4,54 4,57 4,66 0,18
DL4, 12 5,11 4,76 4,82 4,84 4,81 0,04
DL4, 24 5,54 4,94 4,96 4,77 4,89 0,10
DL4, 10 5,19 <100’ <1’ <1’ 0,00 0,00
DL4, 20 5,33 <1’ <1’ <1’ 0,00 0,00
DL4, 30 4,88 <1’ <1’ <1’ 0,00 0,00
DLS,0 4,87 4,37 4,35 4,43 4,38 0,04
DLS, 6 5,48 4,89 4,85 4,93 4,89 0,04
DLS, 12 5,88 5,57 5,38 5,31 5,42 0,13
DLS, 24 7,83 7,50 6,60 6,76 6,95 0,48
DLS, 10 7,29 7,50 6,73 7,10 7,11 0,39
DLS, 20 6,07 7,39 6,78 6,98 7,05 0,31
DLS, 30 6,90 6,96 6,46 6,74 6,72 0,25
DL7,0 5,01 4,43 4,38 4,33 4,38 0,05
DL7,6 X 4,67 4,68 4,74 4,70 0,04
DL7,12 5,90 5,04 5,10 5,05 5,06 0,03
DL7, 24 6,96 4,98 5,07 4,92 4,99 0,08
DL7,10 6,41 <100 <1’ 2,96 0,99 1,71
DL7,20 6,12 <1’ <1’ <1’ 0,00 0,00
DL7, 30 4,52 <1’ <1’ <1’ 0,00 0,00
Y1, 0 2,34 2,58 1,85 / 2,26 0,37
Y1,2 * 4,16 3,58 / 3,87 0,41
Y1,4 * >5 .48 5,65 / 5,65

Y1, 6 * * 6,71 / 6,71

Y1, 10 >6,48 7,44 6,82 / 7,13 0,44
Y1, 20 6,97 6,95 6,85 / 6,92 0,06
Y1, 30 6,16 6,38 6,61 / 6,38 0,23
Y2,0 4,20 4,30 4,37 / 4,29 0,09
Y2,2 4,30 4,53 4,58 / 4,47 0,15
Y2, 4 4,18 3,81 3,74 / 3,91 0,24
Y2, 6 <100 'L <100 L <1000°’L / 0,00 0,00
Y2, 10 <100000°’L <10000 L <10000 L / 0,00 0,00
Y2, 20 <10000’L <10000 L <1000°’L / 0,00 0,00
Y2, 30 <1000 ’L <1000 'L <1000 ’L / 0,00 0,00
Y4,0 4,21 4,37 4,33 / 4,30 0,08
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Y4,2 439 4,47 4,50 / 4,45 0,06
Y4, 4 4,44 4,49 4,64 / 4,52 0,10
Y4, 6 4,46 5,54 4,44 / 4,81 0,63
Y4, 10 <1’ <1’ <10° / 0,00 0,00
Y4, 20 <1’ <1’ <1’ / 0,00 0,00
Y4, 30 <1’ <1’ <1 / 0,00 0,00
Y5, 0 431 4,71 422 / 4,41 0,26
Y5, 2 4,86 432 4,79 / 4,66 0,29
Y5, 4 5,58 5,53 5,52 / 5,54 0,03
Y5, 6 6,92 6,72 6,69 / 6,78 0,13
Y5, 10 6,48 6,80 4,54 / 5,94 122
Y5, 20 533 6,03 4,68 / 5,35 0,68
Y5, 30 4,88 5,93 3,46 / 4,76 1,24
Y7,0 430 4,52 432 / 438 0,12
Y7,2 4,87 429 4,57 / 4,58 0,29
Y7, 4 4,52 4,56 4,49 / 4,52 0,04
Y7,6 4,47 4,49 4,45 / 4,47 0,02
Y7, 10 <1’ <1’ <10° / 0,00 0,00
Y7, 20 <1’ <1’ <1 / 0,00 0,00
Y7, 30 <1’ <1’ <1’ / 0,00 0,00

/ Ikke analysert.
* Overgrodd.

x Tatt ut pga dérlige paralleller.

> kde/ml.

L For mange lilla kolonier for & kunne observere noen blanke kolonier.
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Tabell 4. Melkesyrebakterier (log kde/ml) ved alle forsgksrundene i hovedforsek med DL-kultur og

med yoghurtkultur, samt gjennomsnitt og standardavvik.

Forsgksrunde F.runde 2 F.runde 3 F.runde 4 Gjennomsnitt | Standardavvik
1 (log kde/ml) (log kde/ml) (log kde/ml) (log kde/ml)
(log kde/ml)

DL1,0 3,60 3,18 4,57 4,83 4,19 0,89
DL1, 6 3,50 3,55 5,04 5,38 4,66 0,97
DLI1, 12 3,60 4,78 5,95 >5,48 5,37 0,83
DL1, 24 6,89 6,86 >6,48 >6,48 6,86

DLI, 10 >7,48 8,30 8,57 8,40 8,42 0,14
DLI, 20 >8,48 8,58 8,56 8,58 8,57 0,01
DL1, 30 >8,48 8,40 8,43 8,39 8,41 0,02
DL3,0 5,81 7,11 7,19 7,35 7,22 0,12
DL3, 6 6,32 7,86 7,69 7,97 7,84 0,14
DL3,12 7,48 8,00 8,70 8,74 8,70 0,04
DL3, 24 8,72 8,74 8,75 8,77 8,75 0,02
DL3, 10 8,51 8,04 7,61 7,83 7,83 0,22
DL3, 20 8,48 7,40 7,32 7,40 7,37 0,05
DL3, 30 8,35 7,39 7,09 7,33 7,27 0,16
DL4,0 5,81 7,17 7,22 7,32 7,24 0,08
DL4, 6 6,60 8,01 7,95 8,05 8,00 0,05
DL4, 12 7,84 8,80 8,78 8,80 8,79 0,01
DL4, 24 8,74 8,95 8,77 8,87 8,86 0,09
DL4, 10 8,69 8,21 7,96 7,62 7,93 0,30
DL4, 20 8,51 7,44 7,44 7,45 7,44 0,01
DL4, 30 8,16 7,44 7,30 7,33 7,36 0,07
DL6, 0 5,43 7,09 7,28 7,44 7,27 0,18
DL6, 6 6,02 7,85 8,09 7,95 7,96 0,12
DL6, 12 7,99 8,58 8,77 8,78 8,71 0,11
DL6, 24 8,90 8,23 8,81 8,80 8,61 0,33
DL6, 10 8,31 8,06 7,99 8,07 8,04 0,04
DL6, 20 8,25 7,50 7,63 7,60 7,58 0,07
DL6, 30 8,24 7,53 7,65 7,63 7,60 0,06
DL7,0 5,90 7,29 7,28 7,53 7,37 0,14
DL7,6 6,90 8,10 8,19 8,13 8,14 0,05
DL7, 12 8,05 8,82 8,81 8,79 8,81 0,02
DL7, 24 9,05 8,78 8,81 8,80 8,80 0,02
DL7,10 8,49 7,86 8,10 8,16 8,04 0,16
DL7, 20 8,14 7,36 7,53 7,71 7,53 0,18
DL7, 30 7,87 7,34 7,60 7,60 7,51 0,15
Y1, 0 5,27 5,43 4,23 / 4,98 0,65
Y1,2 >5,48 >5,48 4,74 / 4,74

Y1, 4 * >6,48 6,09 / 6,09

Y1, 6 * 7,57 6,95 / 7,26 0,44
Y1, 10 7,47 7,52 7,43 / 7,47 0,05
Y1,20 8,08 7,92 7,67 / 7,89 0,21
Y1, 30 8,11 7,90 7,73 / 7,91 0,19
Y3,0 7,84 7,84 7,70 / 7,79 0,08
Y3,2 8,81 9,03 8,79 / 8,88 0,13
Y3, 4 9,03 9,14 9,11 / 9,09 0,06
Y3,6 9,06 9,12 9,12 / 9,10 0,03
Y3, 10 8,98 9,03 9,06 / 9,02 0,04
Y3, 20 8,91 9,04 9,10 / 9,02 0,10
Y3,30 9,08 9,05 9,07 / 9,07 0,02
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Y4,0 7,77 7,91 7,76 / 7,81 0,08
Y4,2 8,83 8,97 8,78 / 8,86 0,10
Y4, 4 9,06 9,10 9,10 / 9,09 0,02
Y4,6 9,08 9,13 9,12 / 9,11 0,03
Y4, 10 8,96 8,96 8,99 / 8,97 0,02
Y4, 20 9,07 8,95 9,07 / 9,03 0,07
Y4, 30 9,00 8,78 8,97 / 8,92 0,12
Y6,0 7,85 7,78 7,63 / 7,75 0,11
Y6, 2 8,95 8,80 8,76 / 8,84 0,10
Y6, 4 9,13 9,04 9,04 / 9,07 0,05
Y6, 6 9,06 9,03 9,11 / 9,07 0,04
Y6, 10 9,03 8,91 9,03 / 8,99 0,07
Y6, 20 9,11 8,97 9,07 / 9,05 0,07
Y6, 30 9,06 8,95 9,04 / 9,02 0,06
Y7,0 7,95 7,80 7,83 / 7,86 0,08
Y7, 2 9,00 8,79 8,85 / 8,88 0,11
Y7, 4 9,20 9,06 9,06 / 9,11 0,08
Y7,6 9,10 9,03 9,12 / 9,08 0,05
Y7, 10 9,06 8,02 9,09 / 8,72 0,61
Y7, 20 9,13 8,94 9,00 / 9,02 0,10
Y7, 30 9,09 8,88 9,00 / 8,99 0,11

/ Ikke analysert.
* Overgrodd.
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Tabell 5. pH ved alle forsgksrundene i hovedforsgk med DL-kultur og med yoghurtkultur, samt

gjennomsnitt og standardavvik.

Forsgksrunde 1 F.runde 2 F.runde 3 F.runde 4 Gjennomsnitt | Standardavvik
DL1,0 6,66 6,66 6,78 6,77 6,74 0,07
DL1,6 6,39 6,70 6,78 6,72 6,73 0,04
DLI1, 12 6,74 6,72 6,78 6,09 6,73 0,05
DL1, 24 6,72 6,67 6,78 6,68 6,71 0,06
DL1, 240 6,17 6,14 6,15 6,13 6,14 0,01
DL1, 480 5,64 5,49 5,54 5,91 5,65 0,23
DL1, 720 4,99 5,64 5,21 5,81 5,55 0,31
DL2,0 6,65 6,70 6,76 6,73 6,73 0,03
DL2, 6 6,70 6,71 6,76 6,74 6,74 0,03
DL2,12 6,75 6,72 6,79 6,74 6,75 0,04
DL2, 24 6,73 6,53 6,86 6,06 6,68 0,17
DL2, 240 6,10 6,05 6,18 5,96 6,06 0,11
DL2, 480 5,50 5,54 5,85 5,92 5,77 0,20
DL2, 720 4,94 5,17 5,31 5,56 5,35 0,20
DL3,0 6,70 6,70 6,78 6,77 6,75 0,04
DL3, 6 6,69 6,50 6,57 6,38 6,48 0,10
DL3,12 6,63 5,57 5,064 5,30 5,50 0,18
DL3, 24 6,07 4,51 4,56 4,54 4,54 0,03
DL3, 240 5,06 4,43 4,55 4,50 4,49 0,06
DL3, 480 4,77 4,45 4,56 4,56 4,52 0,06
DL3, 720 4,60 4,49 4,56 4,56 4,54 0,04
DL4,0 6,64 6,67 6,79 6,70 6,72 0,06
DL4, 6 6,44 6,45 6,50 6,40 6,45 0,05
DL4, 12 6,61 5,38 5,52 5,31 5,40 0,11
DL4, 24 5,92 4,48 4,57 4,50 4,52 0,05
DL4, 240 4,99 4,43 4,57 4,46 4,49 0,07
DL4, 480 4,70 4,44 4,51 4,52 4,49 0,04
DL4, 720 4,57 4,47 4,50 4,49 4,49 0,02
DLS,0 6,64 6,67 6,71 6,70 6,69 0,02
DLS, 6 6,63 6,71 6,77 6,72 6,73 0,03
DLS, 12 6,72 6,72 6,76 6,73 6,74 0,02
DLS, 24 6,69 6,56 6,86 6,09 6,70 0,15
DLS, 240 6,65 6,63 6,75 6,50 6,63 0,13
DLS, 480 6,67 6,65 6,62 6,66 6,64 0,02
DLS, 720 6,49 6,60 6,70 6,69 6,66 0,06
DL6, 0 6,68 6,66 6,71 6,09 6,69 0,03
DL6, 6 6,64 6,47 6,41 6,34 6,41 0,07
DL6, 12 6,55 5,39 5,38 5,17 5,31 0,12
DL6, 24 5,51 4,54 4,60 4,54 4,56 0,03
DL6, 240 4,92 4,42 4,51 4,47 4,47 0,05
DL6, 480 4,96 4,45 4,53 4,54 4,51 0,05
DL6, 720 4,66 4,50 4,51 4,51 4,51 0,01
DL7,0 6,63 6,64 6,70 6,07 6,67 0,03
DL7,6 6,67 6,27 6,30 6,33 6,30 0,03
DL7,12 6,52 5,05 5,24 5,27 5,19 0,12
DL7, 24 5,27 4,50 4,58 4,51 4,53 0,04
DL7, 240 4,70 4,43 4,55 4,48 4,49 0,06
DL7, 480 4,71 4,46 4,49 4,50 4,48 0,02
DL7, 720 4,62 4,48 4,50 4,49 4,49 0,01
Y1, 0 6,67 6,76 6,68 / 6,70 0,05
Y1,2 6,63 6,71 6,63 / 6,66 0,05
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YL 4 6,57 6,67 6,73 / 6,66 0,08
YL, 6 6,62 6,59 6,61 / 6,61 0,02
Y1, 240 6,38 6,35 6,30 / 6,34 0,04
Y1, 480 6,08 6,13 6,19 / 6,13 0,06
Y1, 720 5,95 6,15 6,15 / 6,08 0,12
Y2,0 6,67 6,75 6,70 / 6,71 0,04
Y2,2 6,61 6,71 6,62 / 6,65 0,06
Y2,4 6,57 6,70 6,64 / 6,64 0,07
Y2, 6 6,56 6,64 6,60 / 6,60 0,04
Y2, 240 6,40 6,38 6,37 / 6,38 0,02
Y2, 480 6,29 6,12 6,19 / 6,20 0,09
Y2,720 5,91 6,04 6,21 / 6,05 0,15
Y3,0 6,67 6,75 6,71 / 6,71 0,04
Y3,2 5,52 5,55 5,68 / 5,58 0,09
Y3, 4 4,58 4,65 4,71 / 4,65 0,07
Y3,6 4,43 4,43 4,44 / 4,43 0,01
Y3, 240 4,40 4,44 4,46 / 4,43 0,03
Y3,480 4,41 4,38 4,44 / 4,41 0,03
Y3,720 4,42 4,43 4,43 / 4,43 0,01
Y4,0 6,68 6,75 6,70 / 6,71 0,04
Y4,2 5,58 5,43 5,72 / 5,58 0,15
Y4, 4 4,61 4,61 4,74 / 4,65 0,08
Y4, 6 4,40 4,42 4,43 / 4,42 0,02
Y4, 240 4,37 4,42 4,43 / 4,41 0,03
Y4, 480 4,45 4,42 4,43 / 4,43 0,02
Y4, 720 4,43 4,40 4,43 / 4,42 0,02
Y5,0 6,75 6,76 6,77 / 6,76 0,01
YS5,2 6,27 6,70 6,71 / 6,56 0,25
Y5,4 6,68 6,70 6,69 / 6,69 0,01
Y5,6 6,70 6,72 6,65 / 6,69 0,04
Y5, 240 6,58 6,60 6,65 / 6,61 0,04
Y5, 480 6,68 6,68 6,71 / 6,69 0,02
Y5, 720 6,66 6,68 6,72 / 6,69 0,03
Y6,0 6,76 6,75 6,76 / 6,76 0,01
Y6, 2 5,47 5,70 5,62 / 5,60 0,12
Y6, 4 4,65 4,76 4,74 / 4,72 0,06
Y6, 6 4,44 4,50 4,51 / 4,48 0,04
Y6, 240 4,39 4,51 4,53 / 4,48 0,08
Y6, 480 4,41 4,44 4,49 / 4,45 0,04
Y6, 720 4,44 4,47 4,47 / 4,46 0,02
Y7,0 6,75 6,75 6,76 / 6,75 0,01
Y7, 2 5,49 5,63 5,69 / 5,60 0,10
Y7, 4 4,67 4,75 4,75 / 4,72 0,05
Y7,6 4,47 4,47 4,45 / 4,46 0,01
Y7, 240 4,38 4,45 4,48 / 4,44 0,05
Y7, 480 4,45 4,48 4,47 / 4,47 0,02
Y7, 720 4,43 4,45 4,47 / 4,45 0,02

/ Ikke analysert.
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