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Sammendrag

Hensikten med denne oppgaven var & underseke sammenhengen mellom bakterieflora i
produksjonsmilje og i utvalgte typer varmebehandlet, skivet kjottpalegg. Malet var & oppna
mer kunnskap om forringere tilstede i produksjonsanlegg som blir overfort til produktene i

forbindelse med slicing og pakking.

To ulike lagringsforsek for kjettpalegg ble gjennomfort. I lagringsforsek 1 ble produktene
lagret uapnet ved 4°C og prover ble analysert ved ulike lagringstider i forhold til utlepsdato.
Lagring uapnet ved 4°C viste seg a vere tilnaermet optimal lagring, da sensoriske analyser
ikke péviste forringelse verken ved utlopsdato eller ved lengre tid over utlepsdato. Det ble

hovedsakelig pavist melkesyrebakterier fra palegg i lagringsforsek 1.

I lagringsforsek 2 ble betingelsene for lagring endret for & tilsvare en mer realistisk
forbrukerhandtering av produktene. Produktene ble lagret bade dpnet og uapnet, ved 4°C og
8°C. I tillegg ble produktene fra begge lagringstemperaturene inkubert ved 25°C to timer
daglig. Dette tilsvarer forskjeller i kjoleskapstemperatur og lagring av palegg i romtemperatur
under et maltid. Bade sensoriske og mikrobiologiske analyser viste at endrede
lagringsbetingelser hadde betydning for forringelse. I apnede pakker ble det i tillegg til

melkesyrebakterier pavist en andel Pseudomonas.

Det ble tatt prover av overflater ved produksjonslinjene hos to kjettprodusenter (produsent 1
og 2) etter renhold og under slicing og pakking av kjettpalegg. Utvalgte kolonier fra dyrkbar
analyse av overflatene i produksjonsanleggene og fra kjottpalegg ble identifisert ved 16S
rDNA-sekvensering. Total bakterieflora i kjottpalegg ble identifisert ved dyrkningsuavhengig

analyse, som viste hoyere diversitet i kjottpalegg sammenlignet med dyrkbar analyse.

Genotyping av dominerende bakterier fra produksjonsanlegg og fra palegg (Leuconostoc,
Lactobacillus og Pseudomonas) viste at det i visse tilfeller ble pavist samme bakteriestamme i

produksjonsanlegg og i kjettpalegg.

Det ble pavist ulikheter i bakterieflora mellom produsentene og i paleggstypene. Dette kan

vare fordrsaket av blant annet ravaren, ulikheter i hygienetiltak og produksjonsrutiner.
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Abstract

The purpose of this thesis was to investigate the relationship between bacterial flora in the
production environment and in selected heat treated cold cuts of meat. The aim was to obtain
more knowledge about spoilage bacteria present in production facilities being transferred to

the cold cuts during slicing and packaging.

Two different storage experiments were conducted on cold cuts of meat. In storage
experiment 1, the products were stored unopened at 4°C and samples were analyzed at
different time points in relation to the expitation date. These storage conditions proved to be
nearly optimal for storage of cold cuts, as sensory analysis did not observe much difference in
sensory qualities in cols cuts at the expiration date or storage beyond the expiration date. It
was mainly detected lactic acid bacteria from the cold cuts of meat in the first storage

experiment.

In the second storage experiment the conditions of storage were changed to correspond
realistic conditions used by the consumers. The cold cuts were stored in opened and closed
packages, stored at 4°C and 8°C. In addition, the cold cuts were incubated at 25°C for two
hours daily. These storage conditions corresponds to differences in consumers refrigerator
temperatures and the temperature the cold cuts are exposed to during a meal. Both sensory
and microbiological analyzes revealed that changes in storage conditions were significant for
spoilage. In the opened packages lactic acid bacteria in addition to Pseudomonas were

identified.

Samples were taken of surfaces at production lines at two meat producers (producer 1 and 2)
after cleaning and during slicing and packaging of cold cuts. Selected colonies from
culturable analysis from surfaces in production facilities and from cold cuts were identified by
16S rDNA sequencing. Total bacterial flora in cold cuts were identified by non-culturable

analysis, which showed higher diversity compared to the culturable analysis.

In some cases the same bacterial strain of Leuconostoc, Lactobacillus and Pseudomonas were

identified in the production plants and in cold cuts of meats by genotypic fingerprinting.

The results of the experiment indicated that there are differences in bacterial flora between
different meat producers and in cold cuts of meat that can be caused by the raw material,

hygiene and production routines.
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1 Innledning

Uensket vekst av bakterier er en stor utfordring for holdbarheten pa mange kjolelagrede,
spiseklare produkter, som for eksempel skivet kjottpalegg. For kjettindustrien er det av stor
okonomisk interesse a forlenge holdbarheten til slike produkter. Et viktig aspekt ved dette er &
redusere matsvinn, bade fra et okonomisk, ekologisk og miljemessig perspektiv. I en rapport
utfort av Ostfoldforskning i 2013, ble det kartlagt at i gjennomsnitt blir det kastet 51 kg. mat i
aret per innbygger i Norge. Produktgruppen ferdig mat (blant annet varmebehandlet
kjettpalegg), fersk fisk og ferskt kjott utgjor 7% av arlig matsvinn (Hanssen & Schakenda
2011).

For & oppné mindre matsvinn som skyldes forringelse, er det nedvendig med okt forstaelse
om bakteriene som er tilstede i produktene og hvordan forringelse utvikles under ulike
lagringsforhold. I lopet av produksjonsprosessen er det mange potensielle smittekilder som
kan pavirke bakteriefloraen i produktet. Det er lite kunnskap om hvilke bakterier som pavirker
forringelse mest, og hvor de overfores fra. Det er antatt at bakteriene kommer fra ravaren,
produksjonsmiljeet eller overfort fra utstyr. I hvilken grad disse faktorene pavirker
holdbarheten til produktene vil kunne variere mellom produksjonsanlegg og type produkter. I
tillegg til type bakterier og egenskapene til disse, vil forhold under lagring ha stor betydning
for produktkvalitet og og holdbarhet.

Varmebehandling av kjettpalegg dreper de fleste bakteriene tilstede, men enkelte
sporedannende bakterier som Clostridium botulinum, Clostridium perfingens, og flere arter i
slekten Bacillus kan overleve varmebehandlingen, og bidra til forringelse slik at holdbarheten
blir redusert (Hoyem 1996a). Smitte av palegget etter varmebehandling er trolig arsak til
bakterier i denne typen produkter. Manuell hindtering, kontakt med utstyr samt skiving og
pakking av palegget kan bidra til overfering av bakterier etter varmebehandling (Hoyem

1996b; Vasilopoulos ef al. 2010).

I denne oppgaven ble bakteriefloraen i deler av produksjonsprosessen hos to produsenter og i
utvalgte paleggsprodukter analysert. Mélet med dette var & studere sammenhengen mellom
bakterier i produksjonsanlegg og bakterier i kjottpalegg, samt a kartlegge foringere i
produktene. Det er onskelig & lokalisere forringerne i produksjonslokalet, slik at de kan bli

fjernet og dermed unnga at de blir overfort til produktene.



Produktene ble lagret ved ulike temperaturer, bade dpnet og uapent, i to ulike lagringsforsek. I
lagringsforsgk 1 ble produktene lagret udpnet ved 4°C til utlopsdato og en uke over
utlopsdato. I lagringsforsek 2 ble utvalgte paleggsprodukter lagret under betingleser som
tilsvarer forbrukerens handtering av produktet. Paleggspakken ble lagret apnet og uapnet ved
ulike kjoletemperaturer (4°C og 8°C), og ved 25°C i to timer daglig, for 4 tilsvare realistisk
handtering av palegg, hvor produktet lagres kjolig, men ogsa ligger vekselvis i romtemperatur

under maltider.

Mikrobiologiske analyser ble utfort pa kjettpalegg ved ulike lagringstider, og bakteriefloraen
ble identifisert ved dyrkingsavhengig og dyrkingsuavhengig analyse. Genotyping ble utfort pa
kolonier av samme slekt fra ulike paleggstyper, og fra prevepunkter i produksjonsanlegg.
Produktene ble ogsa vurdert sensorisk for & kartlegge sammenhengen mellom forringere og

endring i sensoriske egenskaper.



2 Teori

2.1 Spiseklare kjottprodukter

Spiseklare kjottprodukter utgjor en stor andel av totalt matvareinnkjop i Europa (Ovca &
Jevsnik 2009). Dette innebarer at produksjon av spiseklare kjottprodukter foregar i storskala
og blir konsumert av mange personer. Kvalitetssikring av slike produkter er derfor svert
viktig. Betingelser for spiseklare produkter er beskrevet i det norske lovverket, forskrift (EF)
nr. 2073/2005 om mikrobiologiske kriterier for naringsmidler, artikkel 2. Begrepet
“spiseferdige naringsmidler” er beskrevet pa folgende mate: “naringsmidler som produsenten
eller fabrikanten har framstilt med henblikk pa direkte konsum uten at koking eller annen
tilberedning er nedvendig for & fjerne, eller redusere til et akseptabelt niva, uenskede

mikroorganismer” (Lovdata).

Kwvalitet og god produksjonshygiene er nedvendig for & sikre konsumentene trygg mat med
optimal holdbarhet, slik at kontaminering og spredning av matbarne patogene
mikroorganismer blir forhindret. Smitte av mikroorganismer kan forringe produktet, slik at
holdbarhet og kvalitet blir nedsatt. Holdbarhet blir pavirket av blant annet hygiene under
produksjon og i produksjonslokalet generelt, grad av manuell hindtering, lagringstemperatur

og pakkemetode (Borch er al. 1996; Hoyem 1996¢).

En viktig faktor for & begrense vekst av uenskede mikroorganismer, er ved & opprettholde en
ubrutt kjelekjede fra produksjon til konsum av spiseklare kjottprodukter. Dette innebarer at

slaktet blir raskt kjolt ned, og forblir oppbevart ved lav temperatur ved videre lagring av bade
produsenten, i lopet av prosessering, pakking og distrubering, 1 butikk, og av forbrukeren nar

produktet blir oppbevart i husholdningen.

2.2 Forringelse av varmebehandlet kjottpalegg
Forringet produkt kjennetegnes ved uensket lukt, farge og smak. Slim,- og gassproduksjon og

synlig vekst av mikroorgansimer kan ogsé forekomme (Borch ef al. 1996).

Sammensetning av forringelsesflora avhenger av mange ulike faktorer, blant annet type
ravare, produksjonsprosessen, bruk av konserveringsmidler, lagringstemperatur, grad av
varmebehandling, pakkemetode og tilgang pa oksygen. Bakteriefloraen i varmebehandlet
kjettpalegg vil variere ved aerob og anaerob lagring, og ved pakkng i modifisert atmosfare

(MA).



Mikroorganimser er hovedansvarlig for forrigelse av naringsmidler, og 25% av all mat blir
kastet etter hosting og slakting pa verdensbasis grunnet mikrobiell forringelse (Gram ef al.
2002). Forringelse av produkter er ikke den eneste drsaken til matsvinn. Pa verdensbasis er
det antatt at omtrent halvparten av all mat som blir produsert blir kastet, som inkluderer at
store mengder nyttbar mat gar tapt (Lundqvist et al. 2008). I Norge er det forbrukere som star
for omtrent 80% av totalt matsvinn. Naeringsmiddelprodusenter, grossister og
dagligvarebutikker er ansvarlig for resterende 20% av arlig matsvinn (Hanssen & Schakenda

2011; Hanssen & Moller 2013).

Ostfoldforskning utforte en forbrukerundersekelse om arsaker til kasting av mat i 2013. Av de
1000 forbrukerne som deltok i undersekelsen, oppga 55 % at utlopsdato var den avgjerende

arsaken til at kjottpalegg i husstanden blir kastet (Hanssen & Moller 2013).

Dette tyder pa at okt holdbarhetstid kan redusere arlig matsvinn. En forutsetning for dette, er
at det ikke gar pa bekostning av mattrygghet, da Listeria monocytogens har evne til & vokse i
lukkede péleggspakker lagret ved kjoleskapstemperatur. @kt bevissthet om matsvinn blant

forbrukere og evne til & kontrollsjekke produktet kan bidra til & redusere matsvinn.

2.2.1 Kjettets egenskaper

Kjett inneholder naringsstoffer og vann som bakterier trenger for & utfore metabolisme.
Metabolitter og endeprodukter kan endre kvaliteten i spiseklare kjottprodukter ved & bidra til
forringelse. Kjemiske og fysiske egenskaper, vannaktivitet og pH 1 kjettet er faktorer som

pavirker vekst av mikroorganismer i varmehandlet kjottpalegg (Borch ef al. 1996).

I varmebehandlet kjottprodukter er pH-verdien mellom 6,0 og 6,5. I lopet av lagring kan pH-
verdien synke, fra 5,0 til 5,3, som en konsekvens av metabolismen melkesyrebakterier utforer
(Borch et al. 1996). Bakterier trenger ikke vann for overlevelse, men for reproduksjon og
vekst, og benytter seg av vann i fri tilstand (Hoyem 1996¢). Tilsetningsstoffer som inneholder
salter kan redusere mengde fritt vann i et produkt, og dermed hindre vekst av mikoorganismer
som er sensitive for salt, som Pseudomonas spp. og Enterobacteriaceae. Melkesyrebakterier
og Micrococcus taler hoyere niva av salt og vil dominere ved disse betingelsene (Borch et al.

1996; Egan 1983).



2.2.2 Interaksjoner mellom bakterier i kjottpalegg
Interaksjoner mellom bakterier tilstede pa produktet pavirker utviklingen av bakterieflora.
Det er antatt at mikrobiell forringelse av neringsmiddler er nddd da bakterienivéet i produktet

er mellom 107 og 10° CFU/g (Gram et al. 2002).

Antagonisme, metabiose og quorum sensing er noen mikrobielle mekanismer som pavirker
seleksjon i bakterieflora pa neeringsmidler. Antagonisme er konkurranse mellom bakteriearter
om de samme na&ringsstoffene. En av bakterieartene produserer forbindelser, som
bakteriosiner og andre toksiner, som hemmer vekst av den andre arten, slik at den blir
utkonkurrert. Et eksempel pa dette er Gram-negative bakterier som produserer NHj3 og

trimetyl-aminer, som er giftig for en rekke bakterier (Gram et al. 2002).

Metabiose er en annen interaksjon som pavirker bakteriefloraen i kjottprodukter. En
bakterieart er avhengig av et/ flere produkter som en annen bakterieart produserer, slik at
miljeet blir favoriserbart. Eksempler pa dette er Gram-negativ bakterieflora som fjerner
oksygen, slik at anaerobe organismer far mulighet til & vokse pa produktet. I andre tilfeller

kan en organisme skaffe naringsstoffer som fremmer vekst av en annen (Gram ef al. 2002).

Quorum sensing er kommunikasjon med kjemiske signaler mellom bakterier. Denne typen
kommunikasjon forer til at bakteriene i en populasjon kan koordinere genuttrykk av
fenotypiske egenskaper, som f. eks hydrolytiske enzymer. Uttrykk av egenskapene er
kontrollert av blant annet genregulering, storrelse pé bakteriepopulasjonen og neringsstoffer.
Syntetiserte peptider fungerer som kjemiske kommunikasjonssignaler, som fester seg i
reseptorer i cellemenbranen pé andre bakterier i narheten. Dette forer til at transkripsjon av
spesifikke gener blir utfort. Det er uvisst hvordan quorum sensing pavirker forringelse, men
kommunikasjonspeptider (AHL) er péavist i vakuumpakket kylling- og kjettpalegg og andre
typer neringsmidler (Gram et al. 2002).

2.2.3 Forringere pa kjottpalegg

Hvert enkelt naringsmiddel inneholder en spesifikk bakterieflora til enhver tid, som blir
pavirket av produksjonshygiene, konserveringsmidler, produktegenskaper (f.eks pH og
vannaktivitet) og lagringsforhold (Gram et al. 2002). Bakterieflora kan pavirke produktet
negativt slik at det ikke lenger er egnet for konsumering. Det er stor variasjon i

forringelsespotensialet mellom bakterier innenfor en slekt eller en art. Det er ikke



nedvendigvis de bakterieartene som er i flertall som serger for forringelse, men arter som

utgjor en liten andel av total bakterieflora. Dette gjor det vanskelig & detektere slike

forringere, da de ikke ngdvendigvis manifester seg i typiske forringelsesreaksjoner (Nychas

et al. 2008).

Forringere som ofte blir pavist pa kjott og fjerfe er listet opp i Tabell 2.1, samt Gram-reaksjon

og tilstedevarelse i ratt og behandlet kjott.

Tabell 2.1 Bakterielle forringere funnet i ratt og behandlet kjott (Nychas et al. 2008).

Bakterieslekt Gram- Tilstede i ratt Tilstede i behandlet
reaksjon kjott

Achromobacter - X*

Acinetobacter - XX° X

Aeromonas - XX X

Alcaligenes - X

Alteromonas - X X

Arthrobacter + X X

Bacillus + X X

Brochothrix + X X

Campylobacter - X

Carnobacterium + X

Chromobacterium  — X

Citrobacter - X

Clostridium + X

Corynebactrium + X X

Enterobacter - X X

Enterococcus + XX X

Escherichia - X

Flavobacterium - X

Hafnia - X X

Janthinobacterium — X

Klebsiella - X

Kluyvera - X

Kocuria + X X

Kurthia + X

Lactobacillus + X XX

Lactococcus + X

Leuconostoc + X X

Listeria + X X



Microbacterium + X X

Micrococcus + X X
Moraxella - XX

Paenibacillus + X X
Pantoea - X

Proteus - X

Providencia - X X
Pseudomonas - XX X
Shewanella - X X
Staphylococcus + X X
Streptococcus + X X
Vibrio - X

Weissella + X X
Yersinia - X

% forekommer, “ofte isolert

Melkesyrebakterier er vanligvis den sterste gruppen i bakteriefloraen pa varmebehandlet
kjottpalegg, og disse forringer kjottet ved fermentering (Egan 1983). Melkesyrebakterier
misfarger kjottet, senker pH-verdien, slik at produktet far sur smak og lukt. Den lave pH-
verdien gjor miljeet surt og kan forhindrer at patogene mikroorganismer trives.
Melkesyrebakterier har evne til & vokse under mange ulike betingelser, og kan utkonkurrere
Pseudomonas spp. og andre Gram-negative aerobe bakterier. Melkesyrebakterier har evne til
a vokse ved anaerobe forhold, som i varmebehandlet kjottpilegg som er pakket i film med lav
gasspermeabilitet, og ved aerobe betingelser. Vekst kan i storre eller mindre grad hemmes ved
hoye saltkonsentrasjoner, tilstedevarelse av nitritt, karbon dioksid eller royk. De har evne til

a handtere lavere pH-verdier enn det Gram-negative bakterier kan.

Andre forringere kan bidra til slim-, og gassproduksjon (Tabell 2.2). Leuconostoc kan
produsere slim hvis sukrose er tilstede i produktet, og Lactobacillus viridescens kan produsere
hydrogenperoksid, som er et antimikrobielt stoff. Det fnnes ogsa forringere som produserer
enzymer som bryter ned komponentene i kjottet (Borch ez al. 1996). I en studie utfort av Egan
ble det pavist at Brochothrix forringer vakuum-pakket kjottprodukter raskere enn
Lactobacillus, nar de er tilstede i ekvivalente mengder. Forringelse vil forst skje noen uker

etter at bakteriepopulasjonen har nadd likevekt (Egan 1983).



Tabell 2.2 Forringelsesreaksjoner pa kjottprodukter utfort av ulike bakterier (Nychas ef al. 2008).

Utfall Produkt Bakterie

Slimproduksjon Kjott Pseudomonas, Lactobacillus, Enterococcus, Weissella,
Brochothrix

H,0, grennfarge  Kjott Weissella, Leuconostoc, Enterococcus, Lactobacillus

H,S gronnfarge Vakuumpakket kjott ~ Shewanella

Sulfid-lukt Vakuumpakket kjott  Clostridium, Hafnia
Forratnelse Kokt skinke Enterobacteriaceae, Enterococcus
Fermentering Kokt skinke Melkesyrebakterier, Enterococcus, Micrococcus,

Bacillus, Clostridium

2.2.4 Bakterieflora blir pavirket av pakkemetode

Pakkemetode er avgjorende for hvilke vekstvilkér som er tilgjengelig i et produkt. I Tabell
2.3 er det listet opp forringere som ofte er funnet pa kjottpalegg ved ulike pakkemetoder.
Gram-negative bakterier som Pseudomonas spp, dominerer ved aerobe forhold, mens
melkesyrebakterier og Brochothrix dominerer ved lave niva av oksygen (Cayre ef al. 2005;

Doulgeraki ef al. 2010; Pennacchia et al. 2011).

Tabell 2.3 Forringere ofte funnet i kjottprodukter ved ulike pakkemetoder (Nychas et al. 2008).

Forringere ofte pavist ved ulike pakkemetoder

Pakkemetode Vanlige forringere

Aerobt Pseudomonas ssp.

Vakuum Pseudomonas ssp., Brochothrix thermosphacta, Shewanella putrefaciens
MAP; 100% CO? Melkesyrebakterier

MAP; >50% CO” med O Brochothrix thermosphacta

MAP; 50% CO? Enterobacteriaceae, melkesyrebakterier

MAP; <50% CO’ med O° B. thermosphacta

En rekke studier er utfort med formal & optimalisere pakkemetode for & begrense
bakterievekst i spiseklare produkter lagret over tid (Ingham ez al. 2005; Murcia ef al. 2003;
Quintavalla & Vicini 2002). Ved a begrense resursene bakteriene trenger for overlevelse, vil

formering og vekst bli redusert og holdbarhet i produktet gker (Aymerich et al. 2008).

Det finnes 3 ulike pakkemetoder som brukes pa kjott; vakuum-pakking, pakking i modifisert
atmosfare (MA) og i luft. IKkjettindustrien er det vanlig & pakke kjott i vakuum eller i MA.



Valg av pakkemetode avhenger av blant annet type kjott, og grad av varmebehandling kjettet
har vaert igjennom. MA bestar av en kombinasjon av lite eller ingen oksygen, CO, og inert
nitrogen. Mengden av gassene kan variere mellom produsenter og produkter. Av de nevnte
pakkemetodene, gir MA med 100% CO; lengst holdbarhet, da CO; er generelt lite gunstig
for bakterievekst. MA med lite/ intet oksygen hindrer saerlig vekst av Gram-negative

matbérne bakterier (Borch ef al. 1996; Nychas et al. 2008).

2.2.5 Patogene matbarne bakterier

Patogene, matbérne bakterier kan fore til langvarige negative effekter ved konsum for
forbrukeren. Alvorlige tilfeller av matforgiftning kan fore til utvikling av kroniske
sykdommer og i verste fall dod. L. monocytogens, Salmonella, Clostridium perfringens,
Clostridium botulinum og E.coli er noen matbarne potensielt patogene mikroorganismer som
er funnet i spiseklart kjottpalegg. (Akhtar ef al. 2009; Hellstrom et al. 2010; Hoelzer et al.
2011).

L. monocytogens er en matbaren patogen bakterie som kan overfores til mennesker via
konsumering av blant annet ulike typer kjott, fjorfe, sjomat og mykost (Hellstrom et al. 2010;
Mengesha et al. 2009). En mengde pa >1000 CFU /g™ L. monocytogens tilstede i produktet
kan gi sykdom ved komsum (Thevenot et al. 2006). L. monocytogens er isolert fra blant annet
géardsbruk, slakteri produksjonsanlegg, prosessert mat, jord, vegetasjon og kloakk (Ivanek et
al. 2006; Mengesha et al. 2009). L. monocytogens har evne til formere seg ved temperaturer
mellom 0 og 45° C. Blant annet kjolelagret kjottpalegg med lang holdbarhetsdato som ikke
krever varmebehandling er utsatt for vekst (Membre et al. 2004; Thevenot et al. 2006).
Kjettindustrien hindrer vekst av L. monocytogens ved & tilsette laktat i spiseklare
kjettprodukter (Stasiewicz ef al. 2011). Bakterien kan fore til listeriose, som inkludere
ensefalitt (hjernebetennelse), meningitt (hjernehinnebetennelse), spontanabort og ded. Eldre,

gravide, sma barn og personer med nedsatt imunforsvar er serlig utsatt (Di Pinto et al. 2010).

Bakterieslekten Salmonella kan fore til matforgiftning med symptomene diare, hodepine,
kvalme og dehydrering. Alvorlige sykdommer som reaktiv artritt og bakteriemi forekommer i
sjeldent. Infeksjoner som skyldes Salmonella kalles salmonellose (Kaistha ef al. 2011). Kjott
er den vanligste smittekilden av Salmonella, men kan i sjeldne tilfeller smitte mellom

mennekser og dyr (Hoelzer et al. 2011). Salmonella er funnet i svinekjott, fjorfe,



meieriprodukter, kloakk, vann, jord, gronnsaker og i mage, -tarmsystemet hos mennesker og

dyr (Baudart et al. 2000; van Overbeek et al. 2014).

Bakterieartene C. perfringens og C. botulinum forekommer i kjott av fjorfe (Brul ez al. 2011).
C. perfringens er en anaerob, sporedannende organisme som overlever koking. Bakterien kan
fore til to ulike sykdommer i mennesker, hvor type A er matbaren. Infeksjon medforer

kortvarig diaré og er antatt & veere den tredje mest vanlige arsaken til matforgiftning (Akhtar

et al. 2009).

C.botulinum er en anaerob sporedannende organisme som forarsaker botulisme, en sjelden,
men alvorlig matbaren sykdom. Bakterien produserer et neurotoksin som paralyserer
nervesystemet. Bakterien er isolert fra jord, avfall fra slaktehus, gjedsel og i mage og tarm hos

mennesker og dyr (Kruger et al. 2014).

2.3 Produksjon av Kjettpalegg — fra slakt til palegg
Faktorer som pavirker holdbarhet av varmebehandlet kjottpalegg under produksjon er

beskrevet i dette kapittelet.

Slakteprosessen kan ha pavirkning pa produktets kvalitet og holdbarhet. Det er nedvendig at
hygienetiltak blir opprettholdt gjennom hele produksjonsprosessen, fra slakt til bearbeiding av
ravare, til slicing og pakking. Dette er tilfellet for bade prosessert ravare og for

videreforedlede produkter som kjettpalegg.

Prosedyrene som blir utfort fra slakt til videre prosessering av kjettstykkene, foregar i en
rekkefolge for a bevare kvalitet i kjottet og for & hindre smitte av uenskede mikroorganismer.
Spiseklart kjottpalegg blir varmebehandlet mellom 60 til 85° C i 6 til 8 timer. Denne
behandlingen bevarer smak og struktur i kjettet, gjor det mort og samtidig eliminerer
vegetative celler i produktet. Bakteriesporer som C. botulinum og C. perfringens har evne til
a overleve varmebehandlingen og vekst blir forhindret ved a tilsette salt og nitritt i produktet

(Akhtar et al. 2009; Lund et al. 2000).
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2.3.1 Tilsetningsstoffer

Tilsetningsstoffer er en samlebetegnelse pa stoffer som blir tilsatt i sma mengder i
produktene under produksjon. Hensikten med disse stoffene er & gi forlenget holdbarhet eller
forbedre produktets utseende og smak. Tilsetningsstoffene er nummerert og delt inn i grupper
pa grunnlag av funksjon (Tabell 2.4). Gruppene bestar av blant annet konserveringsmidler,
antioksidanter, fargestoffer, aromaforsterkere, sotstoffer, og gasser brukt i lukkede
emballasjer. Konserveringsmidler og antioksidanter gir ekt holdbarhet pa maten ved & hindre
vekst av mikroorganismer og ved a forhindre oksidering (harskning av fett og misfaging) av
produktet. Fargestoffer blir tilsatt for at produktet skal fa ensket farge. Andre
tilsetningsstoffer forsterker aroma og smak i produktet, eller pavirker konsistens og struktur

(Mattilsynet 2004).

Tabell 2.4 Gruppering og inndeling av tilsetningsstoffene pa grunnlag av funksjon (Mattilsynet 2011a).

Funksjon E-nummer
Fargestoffer E100-E199
Konserveringsmidler E200-E299
Antioksidanter E300-E399
Konsistensmidler E400-E499

Resterende grupper (antiklumpmidler, gasser brukt i emballasje,
) E500-E1599
sotstoffer, uklassifiserte stoffer osv)

Tilsetningsstoffer brukt i naeringsmidler i EU/EOS er godkjent av EU-kommisjonen etter
anbefalinger av europeiske myndighet for naeringsmiddeltrygghet (EFSA). Krav til
godkjenning inkluderer at stoffet er nedvendig av tekniske arsaker og at stoffet i seg selv eller
bruken av det ikke vil gi helseskader. Godkjente tilsetningsstoffer er merket med individuelle
E-nummer. Produsenten skal gjere forbrukeren oppmerksom pa tilsetningsstoffer som er
benyttet i produktet ved & merke emballasjen (Mattilsynet 2011a). [ Tabell 2.5 er det listet opp
tilsetningsstoffer med navn og E-nummer, samt egenskap og funksjon for stoffer som er mye

brukt i varmebehandlet kjottpalegg.
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Tabell 2.5 Tilsetningsstoffer ofte benyttet i varmebehandlet kjottpalegg.

Tilsetningsstoff' E-nummer’ Egenskap’ Funksjon'
Fosfater E338, E339, Stabilisator Stabiliserer surhetsgraden i kjottet og binder vann.
E340, E341,
E343, E450,
E451, E452
Kaliumlaktat E326 Antioksidant, Forhindrer harskning.
surhetregulerende
middel (salt av
melkesyre)
Natriumnitritt/ E250 Konserveringsmiddel Hindrer vekst av Listeria, E. coli, Staphylococcus aureus,
nitritt Bacillus cereus og Clostridium botulinum.
Har fargestabiliserende effekt; binder til myoglobin i kjettet og
bevarer farge.
Natriumaskorbat E301 Antioksidant, Forhindrer harsking og eker produktets holdbarhet.
surhetregulerende Vedlikeholder redfargen i kjottet.
middel
Kaliumacetat E261 Konserveringsmiddel, Kontrollerer pH i kjottet, og er konserverende’.
surhetregulerende
middel
Erytorbinsyre(Iso- E315 Antioksidant, Forhindrer harsking og eker produktets holdbarhet.
askorbinsyre) surhetregulernde Vedlikeholder redfargen i kjettet.
middel
Natriumerytrobat E316 Antioksidant, Forhindrer harsking og eker produktets holdbarhet.
surhetregulerende Vedlikeholder redfargen i kjottet.
middel
Difosfater E450, E451 stabilisator Gir konsistens ved & binde vann i kjottet.
Karragenan E407 Stabilisator, Gir konsistens ved & binde vann i kjottet
fortykningsmiddel
'(Gilde u.4.-a)
2 (Mattilsynet 2011b)
3 (Saltmarsh 2013)
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2.3.2 Bakterier i produksjonsanlegg

Fra slakt til ferdig produkt er det potensielt mange smitteveier som kan tilfore bakterier til
produksjonsprosessen og videre til produktet. I muskler og vev hos levende dyr er det lite
bakterier til stede (Nychas ef al. 2008). Nar dyret blir slaktet, vil bakteriefloraen fra dyrets
indre organer bli eksponert. Det er sarlig bakterier fra mage- og tarm som er uheldig for
kontaminering av kjottet. Kontaminering kan fore til tidlig forringelse av endelig produkt,
som bidrar til gkonomisk tap for kjettindustrien. Bakteriefloraen kan ogsé inneholde patogene
organismer som kan gjore forbrukeren syk (Papadopoulou ef al. 2012) (se 2.2.5 Patogene

matbérne bakterier).

Som nevnt tidligere, blir kjottpalegg varmebehandlet for & fjerne mikroorganismer tilstede i
kjettet. Til tross for dette, er det muligheter for at produktet allikevel blir kontaminert under
senere trinn i produksjonen. Det er utfoert fi studier om opprinnelsen til disse kontaminantene
(Chevallier et al. 2006; Samelis et al. 1998), og de fleste studier angaende bakterieflora i
matproduksjon handler i hovedsak om patogene matbarne organismer (Byrne et al. 2008;
Chasseignaux et al. 2002). Det er antatt at bakterier funnet pa varmebehandlet kjottpalegg har
kommet til etter varmebehandling, i lopet av slicing og pakking, fra produksjonslokalet eller
fra personer som behandler produktene (Hoyem 1996¢; Vasilopoulos ef al. 2010).
Underliggende arsaker kan veere at renholdet som praktiseres ikke eliminerer bakteriene som
er tilstede i produksjonsanlegget eller at produksjonsrutinene bidrar til kryssmitte mellom

ravarer og produkter, eller mellom produksjonsmilje og produkter.

2.3.3 Hygienetiltak i produksjonsanlegg
Produsenter av spiseklare kjottprodukter er palagt & folge lover og forskrifter for & serge for
generell god hygiene, slik at kontaminering av produkt skjer i minst mulig grad. Dette sorger

for at kvalitet og holdbarhet i produktet blir opprettholdt.

Utforming av produksjonslokalet og produksjonslinjer er av stor betydning for & opprettholde
god hygiene. Lokalet bor vaere i en logisk og praktisk rekkefolge, slik at urene og rene soner
skal vaere separert. Produktet blir fraktet fra urene soner og gradvis over i mer rene soner i
lopet av prosessering, slikt at kryssing av rene produkt og urene soner ma forhindres. Lokalet
og alt utstyr ma vaere vaskbart og av glatte overflater, i tillegg til & vaere enkle & demontere

ved vask og flytting. Sprekker, ugunstige oppsamlingspunkter og lekkasjer i vegger, tak, og
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pa produksjonsutstyr er omrader som er vanskelig & holde rene og oppsamling av bakterier

kan finne sted pa slike steder (Hoyem 1996d).

Fastsatte avfallsrutiner mé folges, og prosedyrer for méling av temperatur, fuktighet og
kontroll av lysforhold og ventilasjon ber folges opp. Opplaring om hygiene og
arbeidsmetoder som hindrer kontaminering, rent arbeidstey og engangsutstyr skal vaere

tilgjengelig for ansatte (Hoyem 1996b).

Renhold av produksjonslinjen skal utferes daglig, med tilpasset rengjeringsmidler. Ved
slicing og pakking av ulike produkttyper ved samme produksjonslinje, er det nedvendig med
hyppigere renhold enn en gang per dag. Dette er for & hindre krysskontaminering fra en
produkttype til en annen. Darlig renhold kan fore til at forringere og matbarne patogene
organismer kontaminerer produktet, og reduserer kvalitet og holdbarhet. Ved utilstrekkelig
renhold kan noen stammer Listeria ha tilpasset seg, slik at de overlever renhold og
desinfeksjonsmidler i produksjonsanlegg. De kan vokse ved lave temperaturer og pa mange
typer overflater. Det er kjent at de kan danne “husstammer” som etablerer seg i
produksjonsmiljeet og blir veerende over lengre tid. Disse er vanskelig a fa fjernet. Bade L.
monocytogens og Pseudomonas kan danne biofilm, som er vanskelig & bli kvitt ved vanlig
vasking. Fjerning av biofilm blir derfor utfort ved mekanisk vasking (Fatemi & Frank 1999;
Thevenot et al. 2006).

2.4 Forbrukeransvar

Forbrukeren har et ansvar for oppfelging av produktene etter innkjop. Dette inkluderer
opprettholdelse av kjolekjeden, god hygiene i kjoleskapet og ellers pé kjokkenet hvor maten
blir tidvis oppbevart, og god handhygiene ved handtering av produktet. Mattilsynet anbefaler
at temperaturen i kjoleskapet ber vaere mellom 2-4°C, da mange mikroorganismer vokser
sakte ved disse temperaturene (Mattilsynet 2008). Utlopsdato pa produktet viser til siste
anbefalte dato for konsumering, dersom pakken ikke har blitt apnet. Etter apning er produktet
a anse som ferskvare, og har en holdbarhet pa 3-5 dager. Holdbarheten pé apnet produkt er
avhengig av hygieneforhold og temperatur i kjoleskapet, periodevis oppbevaring i
romtemperatur (under maltider), oksygentilgang, lysforhold og handhygiene ved handtering
av produktet. Riktig handtering bidrar til & redusere vekst av uenskede mikroorgansimer
(Gilde u.4.-b). Handtering som ikke er hensiktsmessig vil variere mellom produkter, da noen
paleggstyper er mer robuste og tiler hoyere grad av ugunstig hndtering enn andre. Det er lite

kunnskap om é&rsaker til at dette varierer.
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3 Materialer og metoder

3.1 Produsenter og produkter

Fem typer skivet, varmebehandlet kjottpalegg (pepperskinke, rokt skinke, kyllingpalegg, kokt
skinke og servelat) fra to produsenter (produsent 1 og 2), ble analysert mikrobiologisk og
sensorisk i denne oppgaven. Peppersinke og rokt skinke ble produsert av produsent 1, og
kyllingpélegg, kokt skinke og servelat ble produsert av produsent 2. Det ble utfort
mikrobiologiske analyser av produktene ved ulike lagringstider og betingelser. Det ble ogsa
tatt prover av hel pepperskinke. Det ble kjopt paleggsprodukter fra butikk og direkte fra
produsentene, med unntak av servelat som kun ble kjopt fra butikk. Palegg kjopt direkte fra

produsent ble produsert samme dag som provetaking i produksjonsanlegg ble utfort.

3.2 Provetaking i produksjonsanlegg

Under bedriftbesok ble det tatt prover av overflater i produksjonsanlegg hos produsent 1 og 2.
Provetakning ble utfert ved produksjonslinjene hvor paleggsproduktene analysert i denne
oppgaven ble slicet og pakket. Overflater i direkte kontakt med produktet og andre flater i
forbindelse med produksjonslinjene ble provetatt etter renhold (for oppstart av slicing og
pakking), og under slicing og pakking av produktene. Det ble ikke tatt prover av
produksjonslinjen hvor servelat ble slicet og pakket, grunnet tidsbegrensninger under

bedriftbesaket.

Provetaking ble utfort med engangshansker og steril, fuktig klut. Etter at kluten ble dratt hard
over overflaten, ble den plassert tilbake i posen, som ble lukket og merket med navn.
Sterrelsen pa provepunktet ble notert. Pravene ble oppbevart i kjolebag fra provetaking til
videre bearbeiding samme dag pA NOFIMA, As. I den grad det var mulig, ble tilsvarende

overflater provetatt i begge produksjonsanleggene.

3.2.1 Prevetakingspunkter produsent 1

Produsent 1 er en liten bedrift og har to produksjonslinjer for kjottpélegg. Slicing og pakking
av pepperskinke og rekt skinke ble utfort ved den samme produksjonslinjen, og linjen ble
desinfisiert mellom slicing og pakking av de ulike paleggsproduktene. Tabell 3.1 gir oversikt
over provetakningspunktene av produksjonslinjen for produksjonsstart og under produksjon
av pepperskinke og rekt skinke. Det ble tatt prover av 12 ulike overflater ved

produksjonslinjen i anlegget hos produsent 1, hvor 8 var i direkte kontakt med produktet.
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Tabell 3.1 Provepunkter tatt av produksjonslinjen for og under slicing av pepperskinke og rokt skinke.

Provepunkter tatt

etter renhold

Provepunkter tatt under

slicing av pepperskinke

Provepunkter tatt under
Bilde av prevepunkt
slicing av rokt skinke

Sprettekniv

Kontrollpanel

Vekt

Sprettebord

Metallvalse

Skjereblad

Paleggsavlaster

Sma transportband

Bléa/hvite strikker

Sprettekniv

Kontrollpanel

Vekt

Sprettebord

Metallvalse

Skjereblad

Péleggsavlaster

Sma transportband

Bla/hvite strikker

Sprettekniv

Kontrollpanel

Vekt

Sprettebord

Metallvalse

Skjereblad

Péleggsavlaster

Sma transportband

Bla/hvite strikker
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Transportband Transportband (hoved) Transportband (hoved)
(hoved)

Gulv/undersiden av Gulv/undersiden av linjen -

linjen

Sluk Sluk -

3.2.2 Provetakningspunkter produsent 2

Hos produsent 2 ble kokt skinke, kyllingpalegg og servelat slicet og pakket pé individuelle
linjer. Provetaking ble utfort pa linjene hvor kyllingpalegg og kokt skinke ble slicet og pakket.
Tabell 3.2 og Tabell 3.3 gir en oversikt over provetakningspunktene tatt for og under
produksjon av henholdsvis kyllingpalegg og kokt skinke. Det ble tatt prover av 10 ulike
punkter ved hver produksjonslinje, og halvparten av punkter var i direkte kontakt med

produktet.
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Tabell 3.2 Provepunkter tatt av produksjonslinjen for og under slicing av kyllingpalegg.

Provepunkter tatt etter renhold

Pravepunkter tatt under slicing av
Bilde av prevepunkt

(kyllingpilegg) kyllingpalegg
Stigeband Stigeband

Bla strikkband Bla strikkband
Skjeereblad -

Blatt transportband Blatt transportband
Svart valse/lekkasjepunkt -

Kontrollpanel Kontrollpanel
Oppsamlingsbord Oppsamlingsbord
Sluk Sluk

Gulv/underside av linje

Vekt
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Tabell 3.3 Provepunkter tatt av produksjonslinjen for og under slicing av kokt skinke.

Provepunkter tatt etter renhold

Provepunkter tatt under slicing

(kokt skinke) av kokt skinke

BIla band, plastdeler Bla band, plastdeler
Hyvitt transportband Hyvitt transportband
Kontrollpanel Kontrollpanel
Sprettebord Sprettebord

Valser Valser

Rode og gule strikker Rode og gule strikker
Skumvalse Skumvalse

Gulv/undersiden av linjen

Skjereblad

Lekkasjepunkt valser

Gulv/undersiden av linjen

Lekkasjepunkt valser

Bilde av prevepunkt
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3.3 Bearbeiding av provene

Hver prove (klut) ble lost i 50 ml peptonvann og deretter plassert i stomacher i ett min. Det
ble tatt ut 500 ul av den homogeniserte losningen, som ble overfort til et ror med 4,5 ml
peptonvann. Dette var utgangspunktet for en fortynningsrekke. Utvalgte fortynninger ble
platet ut for dyrkningsavhengig analyse.

3.3.1 Neringsmedier og atmosfzere

Provene ble fortynnet med peptonvann og platet ut pa de Man, Rogosa and Sharpe agar
(MRS) og Plate Count Agar (PCA). Oppskrift pa lesninger og naringsmedier er beskrevet i
Vedlegg 1.

Hver fortynning av samtlige prever ble platet ut pa totalt fire skaler, to skaler med hvert
naeringsmedie (Figur 3.1). Lesningen ble jevnt fordelt over agaren ved bruk av en steril
vinkelstav. Skalene ble torket i avtrekksskap i ca 10 min uten lokk. Etter at proven hadde
torket, ble en MRS-, og en PCA-skél med samme fortynning stablet i lukket plastpose og
inkubert aerobt. De resterende skalene med tilsvarende fortynning og naringsmedier ble
inkubert anaerobt. For & danne anaerobe forhold ble skélene plassert i en anaerobkolbe med

anaerob-poser (anaerogen, Oxoid).

Skélene ble inkubert ved 15 °C i 5-7 degn, avhengig av vekst. Etter endt inkuberingstid ble

koloniene telt, beskrevet og merket til sekvensering.

Fortynnet prove

PCA PCA MRS MRS
aerob anaerob aerob anaerob

Figur 3.1 Utplating av 100 pl fortynnet prove pa to PCA,- og to MRS- skiler. Begge
nzringsmediene ble inkubert bade aerobt og anaerobt.
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3.4 Produkter

Paleggsproduktene fra butikk og fra produksjonsanlegg var pakket i modifisert atmosfaere

(MAP), med unntak av hel pepperskinke som var vakuum-pakket. I Tabell 3.4 er det oppfort

paleggsproduktenes ingredienser, tilsetningsstoffer, naringsinnold og holdbarhetstid.

Tabell 3.4 Beskrivelse av paleggsproduktene.

Produkt Ingredienser Tilsetningsstoffer Neeringsinnhold per 100 g. vare Holdbarhet
(ubrutt
emballasje)

Pepper- Renskéret Konserveringsmiddel nitritt, Energi 427 kJ (102 kcal), protein 18 g., 40 dager fra

skinke svinekjott (80%), stabilisator karragenan og fosfat, karbohydrater 0,4 g (sukkerarter 0,4g), pakkedato

vann, pepper, salt, antioksidant, kaliumlaktat, fett 3 g mettet 1,3g), salt 2,6 g
sukker druesukker

Hel Renskaret Konserveringsmiddel nitritt Energi 427 kJ (102 kcal), protein 18 g, 60 dager fra

pepper- svinekjott (80%),  stabilisator karragenan og fosfat, karbohydrater 0,4 g (sukkerarter 0,4g),  pakkedato

skinke vann, pepper, salt, antioksidant, kaliumlaktat, fett 3 g (mettet 1,3g), salt2,6 g

sukker druesukker

Rokt Rokt, renskéret Konserveringsmiddel natriumnitritt, Energi 420 kJ (101 kcal), protein 18 g, 60 dager fra

skinke svinekjott (80 %), antioksidant natriumaskorbat og karbohydrat 0,4 g (sukkerarter 0,4g), pakkedato

vann, salt, kaliumlaktat, stabilisator fosfat og fett 3 g (mettet 1,2g),
dekstrose karragenan salt 2,0 g
Kylling- Kyllingfilet Konserveringsmiddel natriumnitritt Energi 411 kJ (97 kcal), protein 20 g, 35 dager fra
palegg (83%), vann, salt  (E250), kaliumacetat ( E261), karbohydrat 2 (sukkerarter 0,4 g), fett 1  pakkedato
glukose, krydder,  kaliumlaktat ( E326), antioksidant g (mettede fettsyrer 0,3 g, enumettede
hydrolysert natriumisoaskorbat (E316), fettsyrer 0,4 g, flerumettede fettsyrer
maisprotein, lok stabilisator difosfater (E450, E451), 0,2g),salt2,0g
karragenan (E407)
Kokt Renskaret Konserveringsmiddel natriumnitritt Energi 443 kJ/105 kcal, protein 18 g, 35 dager fra
skinke svinekjott av (E250), kaliumacetat ( E261), karbohydrat 1,1 g (sukkerarter 0,4 g) pakkedato
skinke(85%), kaliumlaktat ( E326), antioksidant fett 3,2 g (mettede fettsyrer 1,2 g
vann, salt, natriumisoaskorbat (E316), enumettede fettsyrer 1,5 g,
glukose stabilisator difosfater (E450, E451), flerumettede fettsyrer 0,5 g) salt2,3 g
karragenan (E407)

Servelat Kjott av storfe og ~ Konserveringsmiddel natriumnitritt Energi 998 kJ (240 kcal), protein 12 g, 32 dager fra

svin (E250), kaliumacetat ( E261), karbohydrat 6,5 g (sukkerarter 0,2 g), pakkedato

(58%),vann,stivel
se, hodekjott av
svin, salt , 1ok,

krydder, glukose

kaliumlaktat ( E326), antioksidant
natriumisoaskorbat (E316),

roykaroma

fett 18,6 g (mettede fettsyrer 7,3 g,
enumettede fettsyrer 8,5 g,

flerumettede fettsyrer 2,4 g), salt 1,7g

21



3.5 Lagringsforsek kjottpalegg

To lagringsforsek ble gjennomfort for kjettpalegg. Tabell 3.5 gir oversikt over paleggstyper

brukt i hvert av forsekene, antall paleggspakker av hver paleggstype og kjopssted.

Lagringsforsek 1 ble benyttet som referanse for & evaluere bakterievekst i lukkede pakninger

lagret ved 4°C. I lagringsforsek 2 ble forholdene endret for & tilsvare en mer realistisk

handtering av produktene, slik at bakterieflora fra bade dpnede og lukkede paleggspakker ble

identifisert.

Tabell 3.5 Antall paleggspakker av hver produkttype som ble lagret i de ulike forsekene, samt produktenes kjopssted.

Kjepssted/lagrings- Kokt
forsak skinke Pepperskinke Kyllingpalegg Servelat Rokt skinke
Kjopt i butikk, brukt i 5 paleggs- 5 paleggs- 5 paleggs- 8 paleggs- 5 paleggs-
lagringsforsek 1 pakker pakker pakker pakker (2 pakker
batch.nr.)
Kjopt fra produsent, 5 paleggs- 5 paleggs-
brukt i lagringsforsek 1 pakker pakker
2 hele blokker
Kjept i butikk, brukt i 7 paleggs-
lagringsforsek 2 pakker
Kjopt fra produsent, 7 paleggs- 7 paleggs-
brukt i lagringsforsek 2 pakker pakker
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3.5.1 Lagringsforsek 1

En skjematisk fremstilling av lagringsforhold og uttak av paleggspakkene analysert i

lagringsforsek 1 er vist i Figur 3.2.

Lagringsforsek 1
A 4 A 4 A 4 \ 4
Pakke nr.1 Pakke nr.3 Pakke nr.2 Pakke nr.4 Pakke nr.5
Uttak pa Uttak 1 Fryst pa Fryst 1 Lagret
Utlopsdato uke over utlepsdato uke over uapnet ved
utlepsdato utlopsdato 4°C over
lengre tid
Mikrobiologiske analyser Sensorisk benkeforsok

T

Figur 3.2 Grafisk beskrivelse av de nummererte pileggspakkene som ble analysert i lagringsforsok 1.
Oppsettet er tilsvarende for alle produkttypene.

I lagringsforsek 1 ble 5 pakker av hver paleggstype kjopt inn, nummerert fra 1 til fem og
lagret ved 4°C (Tabell 3.5). Utlgpsdato og annen relevant informasjon ble notert. I Tabell 3.6
er det beskrevet oppsettet pd de nummererte pakkene for hver paleggstype som ble provetatt i
lagringsforsek 1. I tillegg til de 5 paleggspakkene servelat, ble det senere i studien inkludert 3
nye pakker servelat fra et annet batch-nummer. Dette skyldes at en av de nye pakkene
inneholdt misfarget servelat, som ble oppdaget i butikk ved en tilfeldighet. Det ble tatt uttak
av de 3 nye pakkene pa utlopsdato (misfarget produkt) og 1 uke over utlopsdato. Den siste
pakken ble fryst pa utlepsdato, og evaluert sensorisk, for uttak til mikrobiologiske analyser

ble utfort.

Uttak til mikrobiologiske analyser ble utfort pa utlopsdato og 1 uke over utlopsdato. Det ble
benyttet en ny paleggspakke ved hvert uttak. Det ble ogsa tatt uttak av en tredje paleggspakke
som forst ble evaluert i sensorisk benkeforsek (pakke nr. 5). De fem paleggstypene ble ikke
kjopt inn samtidig og hadde dermed forskjellige utlopsdatoer. Antall dager over utlopsdato
ved uttak av den tredje paleggspakken varierte, da sensorisk benkeforsek ble utfort uavhengig

av utlepsdato.
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Tabell 3.6 Beskrivelse av oppsettet for de nummererte paleggspakkene som ble prevetatt i lagringsforsok 1.

Pakkenr. Oppsett

1 Uttak av 25 g. palegg til mikrobiologiske analyser pé utlepsdato.

Fryst uépnet pa utlopsdato. Bedemt i sensorisk benkeforsok.

2

3 Uttak av 25 g. palegg til mikrobiologiske analyser 1 uke over utlepsdato.
4 Fryst udpnet 1 uke over utlopsdato. Bedeomt i sensorisk benkeforsek.

5

Lagret uapnet ved 4°C fra innkjepsdato til sensorisk benkeforsek. Uttak av 25 g. pélegg til

mikrobiologiske analyser etter sensorisk benkeforsok.

3.5.1.1 Uttak av kjettpalegg til mikrobiologiske (dyrkningsavhengige) analyser

Uttak av kjettpalegg til dyrkningsavhengig analyse ble utfort ved lagringstidene beskrevet i
Tabell 3.6. Uttak ble utfort ved at 25 g. palegg ble skaret ut (pa tvers av alle skivene i pakken)
med en steril skalpell og overfort til en stomacher-pose. Proven ble fortynnet 10 ganger med
peptonvann og homogenisert i ett min. i stomacher. En fortynningsrekke ble dannet med den
homogeniserte proven som utgangspunkt. Fortynninger ble platet ut og inkubert som

beskrevet i avsnitt 3.3 og 3.3.1.

Det ble tatt uttak av to hele pepperskinker ved utlepsdato til mikrobiologisk analyse. Det ble
skaret ut 25 g. skinke fra to overflater og fra kjernen. Proven ble fortynnet 10 ganger med
peptonvann, platet ut og inkubert som beskrevet i avsnitt 3.3.1. Vasken i emballasjen ble ogsa

platet ut pa tilsvarende maéte.

I tillegg ble 12 ml. av den homogeniserte losningen fra hver prove fryst, som senere ble

benyttet i dyrkningsuavhengig analyse (se avsnitt 3.10).

3.5.1.2 Produkter til sensorisk benkeforsek
Paleggspakkene nummer 2 og nummer 4 i lagringsforsek 1 ble fryst udpnet pa henholdsvis
utlopsdato og en uke over utlopsdato. Disse pakkene, samt den femte pakken, ble senere

bedomt i sensorisk benkeforsek (se Tabell 3.6 og Figur 3.2).

3.5.2 Lagringsforsek 2

I lagringsforsek 2 ble det tatt uttak av bade paleggspakker (som i lagringsforsek 1) og
individuelle paleggsskiver. Det ble benyttet flere lagringsbetingelser i lagringsforsek 2.
Grafisk fremstilling over oppsettet i lagringsforsek 2 er gitt i Figur 3.3.
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Lagret ved 8°C
| | | |
Pakke nr.1 Pakke nr.2 Pakke nr.3 Pakke nr.4
Uttak pa Uttak 1 uke
utlepsdato over utlaps-
dato
L OO g Uttak 2 uker for Oo g Uttak 2 uker for
C utlopsdato O utlepsdato
a C
g D : D Uttak pé
. — = Uttltak gat . O E utlopsdato*
o r TR Inkubert O
i 2 timer Frvst b3
daglig — O G rystpa
5 tlopsdato*
S ol e s
g 25°C
) H Uttak 1 uke over o H Uttak 1 uke over
§ - I utlopsdato* ) I utlopsdato*
f
0
. Lagret ved 4°C
S
Pakke nr.5 Pakke nr.6 Pakke nr.7
9
Kk Uttak pa
utlepsdato
2
A
== Uttak 2 uker S 4 Utak2uker
o c for utlopsdato O c for utlopsdato
Uttak pa
D
OO E utlopsdato* — i
O F o D Uttak pa
Inkubert CDO E utlepsdato*
Fryst pa 2 timer
) G utlepsdato* daglig — G Fryst pd
ved O utlepsdato*
25°C
— Uttak 1 uke over S H  Uttak 1 uke over
') H utlepsdato* O I utlepsdato*
I

* Paleggsskivene ble inkubert aerobt etter “uttak 2 uker for utlepsdato”.

Figur 3.3 Grafik fremstilling av oppsettet i lagringsforsok 2. Det ble tatt uttak av bade hele pileggspakker og av enkeltskiver.
Bokstavene i figuren( A til I) refererer til enkeltskivene i paleggspakkene.



Nye paleggspakker av pepperskinke, kyllingpalegg og kokt skinke ble videre studert i
lagringsforsek 2. Syv pakker av hvert palegg ble benyttet til mikrobiologiske analyser. Etter
innkjop ble pakkene merket fra en til syv og lagret ved 4°C. To uker for utlopsdato ble fire
pakker flyttet til 8°C, og de resterende pakkene forble lagret ved 4°C gjennom hele
lagringsforseket. Oppsett for lagringsforhold og uttakstider er beskrevet i Tabell 3.7.

I paleggspakkene 3.4, 6 og 7, ble enkeltskiver i paleggspakken brukt til mikrobiologisk uttak.
Skivene ble nummerert alfabetisk. To uker for utlopsdato ble to pakker fra 4°C (pakke nr. 6
og nr. 7) og to pakker fra 8°C (pakke nr. 3 og nr. 4) &pnet. Det ble tatt uttak av de tre gverste
skivene (A, B, C) i hver pakke. De resterende skivene ble plassert enkeltvis i petriskaler og
plassert i en fuktig plastboks. Skivene fra pakke nr. 3 og nr. 6 ble satt tilbake til respektive
lagringstemperaturer fram til neste uttak. Det samme gjelder ogsé for skivene fra pakke nr. 4
og nr. 7, men i tillegg ble de inkubert ved 25°C to timer daglig (hverdager). Neste uttak ble
utfort pa utlepsdato av tre nye skiver (D, E og F) for samtlige paleggspakker. Det siste uttaket
ble utfort 1 uke over utlopsdato for kokt skinke og kyllingpalegg. Pakken med pepperskinke
hadde ikke tilstrekkelig med skiver til dette uttaket.

Det ble ogsa tatt uttak av uapnede pakker lagret ved 4°C og 8°C ved utlepsdato, og 1 uke
over utlgpsdato (kun 8°C).

Péleggsskivene ble enkeltvis overfort til en stomacher-pose, fortynnet 10 ganger med
peptonvann og homogenisert i stomacher. Den homogeniserte losningen dannet grunnlaget for
en fortynningsrekke. Fortynningene ble platet ut og inkubert som beskrevet i avsnitt 0, med

unntak av anaerob inkubering, da provene i lagringsforsek 2 ble inkubert aerobt.

I tillegg ble 12 ml. av den homogeniserte losningen fra hver preve fryst, som senere ble

benyttet i dyrkningsuavhengig analyse (se avsnitt 3.10).
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Tabell 3.7 Oppsett for hver paleggspakke/ paleggsskive i lagringsforsok 2.

l.uttak 2.uttak 3.uttak  Vak/fryst pa
Pakke Lagrings- Inkub. 2 t.
(2 uker (utlops- (1 uke utlepsdato til
nr. temp. daglig, 25°C
f/utl.d) dato) o/utl.d) sensorisk benkeforsok
1 8°C - 25 g. - Resten av pakken
2 8°C - - 25 ¢g. -
A,B,C D,E.,F H *
3 8°C G
H,I**
D,E.,F H
4 8°C v A,B,C G
H.I
5 4°C 25 g. - - Resten av pakken
H
6 4°C A.B,C D.E,F G
H.I
4°C A,B,C H
7 v D,E.F G
H.I
* kokt skinke

* * kyllingpalegg

3.5.2.1 Produkter til sensorisk benkeforsek
Etter uttak til mikrobiologisk analyse av paleggspakke nr. 1, og nr 5, ble resterende produkt
vakuumert og fryst. I pakke nr. 3.4, 6 og 7 ble G-skivene vakuumert og fryst ved utlepsdato.

De fryste produktene ble senere bedemt i sensorisk benkeforsek (se avsnitt 3.6.2).

3.6 Sensorisk benkeforsek

Produkter fra lagringsforsek 1 og 2 ble bedemt i tre uavhengige sensoriske benkeforseok.
Sensoriske egenskaper (lukt) ble bedemt pa en skala fra 0 til 9, hvor 0 er ingen tilstedevarelse
av egenskapen, og 9 er den hoyeste intensiteten egenskapen kan oppné. Ved forste
benkeforsek var ikke sensoriske egenskaper fastlagt pa forhand, slik at det var opp til hver
enkelt paneldommer & beskrive egenskapene i produktene. I resterende benkeforsek var
egenskapene fastlagt, slik at de samme egenskapene ble bedomt av alle paneldommerne. Det
ble benyttet fire paneldommere i det forste sensoriske benkeforsgket, og tre av de deltok ogsa
i benkeforsek 2 og 3. Tabell 3.9, Tabell 3.10 og Tabell 3.11 viser produktene som ble bedemt
i benkeforsek 1, 2 og 3. Palegg ble bedomt pa gunnlag av egenskapene listet opp i Tabell 3.8.
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Tabell 3.8 Produktene ble bedomt pa grunnlag av 8 sensoriske egenskaper.

Sensoriske egenskaper (lukt)

Syrlig

Metall

Kjott
Fermentert, sur
Set

Fjos

Kjoleskap

Emmen

3.6.1 Sensorisk bedemmelse av palegg fra lagringsforsek 1

Tabell 3.9 viser produktene som ble bedemt i benkeforsek 1. Produktene er fra lagringsforsok
1 og er kjopt i butikk. Tre pakker kyllingpalegg og kokt skinke, og fem pakker servelat ble
bedomt. I benkeforseket ble det benyttet 2 kontrollpakker til hvert produkt, hvor den ene
pakken hadde veert fryst og tint pa lik linje med pakkene fra lagringsforsek 1. Den andre
pakken var en kontrollpakke som ikke hadde blitt fryst, og ble benyttet som referanse. Begge
kontrollpakkene var nyinnkjepte og hadde ikke gatt ut pa dato. Pakke nummer fire i tabellen
nedenfor ble inkubert ved 15 °C i to uker for benkeforseket ble utfort. Seks pakker av hvert
produkt, med unntak av servelat (atte pakker) ble bedemt i benkeforsek 1, totalt 20
paleggspakker.

De fryste produktene i lagringsforsek 1 ble tint over natt ved 4°C dagen for benkeforseket ble
utfort. Pakkene ble &pnet og produktene ble tatt ut og plassert pa plastbrett omtrent 15 min.
for bedemmelsen, slik at kjottet ble temperert og at gass og eventuelt andre dufter som
skyldes pakkemetoden ikke pavirket bedemmelsen av palegget. P4 forhand ble det laget
randomiserte 3-sifret tall som presenterte hver enkelt paleggspakke. Disse ble festet pa

plastbrettet med det respektive kjottpalegget.
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Tabell 3.9 Sensorisk bedemmelse av kyllingpélegg, pepperskinke og servelat fra lagringsforsek 1 (sensorisk

benkeforsok 1).

Kyllingpalegg fra Pepperskinke fra Servelat fra
Oppsett

butikk butikk butikk
1.Fryst pa utlopsdato 1 paleggspakke 1 paleggspakke 2 paleggspakker

2.Fryst 1 uke o/utlepsdato
3.Reservepakken, lagret uapnet ved
4°C siden innkjop

4.Utlepsdato, 15°C; inkubert uapnet
ved 15° C i 2 uker

5. Kontroll, vert fryst

6. Kontroll, ikke veert fryst

1 paleggspakke
1 paleggspakke

1 péleggspakke

1 paleggspakke
1 paleggspakke

1 paleggspakke
1 paleggspakke

1 paleggspakke

1 paleggspakke
1 péleggspakke

1 paleggspakke

2 paleggspakker

1 paleggspakke

1 paleggspakke
1 paleggspakke

I sensorisk benkeforsek 2 ble rokt skinke og kokt skinke fra butikk og pepperskinke fra

produsent 1 bedemt. Oppsettet i sensorisk benkeforsek 2 var tilsvarende oppsettet i sensorisk i

benkeforgk 1. I benkeforsek 2 ble det benyttet seks pakker av hvert produkt, inkludert to

kontroller og en pakke lagret udpnet ved 15°C to uker for benkeforseket ble utfort. Totalt 18

produkter ble bedemt i benkeforsek 2 (Tabell 3.10).

Tabell 3.10 Sensorisk bedemmelse av rekt skinke, pepperskinke og kokt skinke fra lagringsforsek 1 (sensorisk

benkeforsok 2).

Oppsett

Rokt skinke fra
butikk

Pepperskinke fra

produsent

Kokt skinke fra
butikk

1.Fryst pa utlopsdato

2.Fryst 1 uke o/utlepsdato

3. Reservepakken, lagret uapnet
ved 4°C siden innkjep

4. Utlepsdato, 15°C ( inkubert
udpnet ved 15°C i 2 uker)

5. Kontroll, veert fryst

6. Kontroll, ikke veert fryst

(referanse)

1 paleggspakke
1 paleggspakke
1 paleggspakke

1 paleggspakke

1 paleggspakke
1 paleggspakke

1 paleggspakke
1 paleggspakke
1 paleggspakke

1 paleggspakke

1 paleggspakke
1 paleggspakke

1 paleggspakke
1 paleggspakke
1 paleggspakke

1 péleggspakke

1 paleggspakke
1 paleggspakke
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3.6.2 Sensorisk bedemmelse av palegg fra lagringsforsek 2

I benkeforsek 3 ble produkter fra lagringsforsek 2 bedemt. I dette forsgket var det mindre
materiale & bedemme fra de fleste pakkene, 1 paleggsskive fra pakke nr. 3, 4,6 og 7. I tillegg
var det skéret ut 25 g. fra pakke nr. 1 og 5 til mikrobiologisk analyse. Pa tilsvarende mate ble
produktene tint over natt ved 4°C dagen for forseket ble utfort. I benkeforsek 3 ble det ikke
inkludert referanser. Da de fleste av pakkene ble representert ved kun en péleggsskive, ble det
ved bedommelsen benyttet en paleggsskive ogsa fra pakke nr. 1 og 5, for at produktene ble
bedomt ut i fra de samme betingelsene. Pakkene ble dpnet omtrent 15 min. for bedemmelse
ble utfort. Skivene ble brettet i fire og plassert i hver sin plastskal med lokk. Tabell 3.11 gir en

oversikt over lagringsbetingelsene til produktene som ble bedomt i benkeforsek 3.

Tabell 3.11 Oppsett over lagringsbetingelsene til produkter fra lagringsforsek 2 som ble bedemt i sensorisk
benkeforsok (sensorisk benkeforsek 3).

Lagringstemp. Lagringsbetingelser for palegg bedemt sensorisk

8°C Lagret uapnet til utlepsdato. Etter uttak ble resten av pakken vakuumert og fryst.

8°C Pakken er apnet to uker for utlopsdato. Skive G er vakuumert og fryst pé utlopsdato.

o~ Pakken er apnet to uker for utlepsdato og skivene ble inkubert ved 25°C to timer
daglig. Skive G ble vakuumert og fryst pa utlepsdato.

4°C Lagret uapnet til utlopsdato. Etter uttak ble resten av pakken vakuumert og fryst.

4°C Pakken er apnet to uker for utlepsdato. Skive G er vakuumert og fryst pa utlepsdato.

4oc Pakken er apnet to uker for utlopsdato og skivene ble inkubert ved 25°C to timer

daglig. Skive G ble vakuumert og fryst pa utlepsdato.
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3.7 Statistiske analyser
Statistiske sammenhenger ble testet med Anova analysis i Excel, Anova Tukeys test i Minitab

16 og Fishers eksakt test. Grensen for statistisk signifikans ble satt pa 5%-niva (p<0,05).

3.7.1 Statistisk analyse av data fra produsenter

Data fra provetakingspunktene hos produsent 1 ble samlet for hvert neeringsmedie og
inkuberingsforhold, til statistisk analyse. Tilsvarende utregninger ble utfort for data fra
provetakningspunkter ved produksjonslinje F (kyllingpalegg) og K (kokt skinke) hos

produsent 2.

3.7.2 Statistisk analyse av data fra lagringsforsek
I lagringsforsek 1 ble det ikke utfort gjentak av uttak for samtlige paleggsprodukter. Data fra
alle produkter ble samlet og testet statistisk for endring i bakterienivé ved utlopsdato og

lagring utover utlepsdato, og for forskjeller mellom naringsmedier og inkuberingsforhold.

I lagringsforsek 2 ble data fra hver paleggstype (pepperskinke, kokt skinke og kyllingpalegg)
testet i flere statistiske analyser. Statistisk signifikans ble testet mellom &pnede og uipnede
paleggspakker, mellom paleggspaakker lagret ved 4°C og 8°C, mellom utlopsdato og 1 uke
over utlepsdato, og mellom lagring ved 25°C og 4°C/ 8°C.

3.7.3 Statistisk analyse av sensoriske data

Statistisk analyse med Fishers eksakt test ble utfort pa data fra sensorisk bedemmelse i
sammenheng med hoye bakterienivé i paleggsproduktene. Sammenheng mellom hoye
bakterieniva (> log 7) og negativ sensorisk score (<3 -9) pa egenskapene fermentert (sur) lukt,
og sammenheng mellom lave bakterieniva (<log 7) og hoy score (<3 -9) pa den positive

sensoriske egenskapen syrlig lukt.

3.7.4 Statistisk analyse av dominerende slekter i apnet og uapnet produkt
Sammenhengen mellom dominerende slekter (Lactobacillus, Carnobacterium, Brochothrix,
Pseudomonas og Leuconostoc) 1 apnet og udpnet produkt, ble statistisk analysert med Fishers

eksakt test.
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3.8 Identifisering av kolonier

Grafisk fremstilling av identifiseringsprosessen er beskrevet i Figur 3.4.

1.Valg av koloni basert pa ]
i
2. Rendyrke koloni ]
l
3. Inkubere i to dogn ved 30 °C ]
l
4. Lysere i mikrobelgeovn
l
5. Amplifisere DNA fra koloni
l

6. Gelelektroforese av PCR-produkt

!

7b. PCR-produkt ikke visualisert

!

7a. PCR-produkt visualisert 8.Lysere koloni ved koking i TE.

Repetere trinn 5 og 6 til PCR-produkt

9. Identifisere koloni ved 16S rDNA-sekvensering

l

10. Sekvensredigering

Figur 3.4 Grafisk fremstilling av sekvenseringsprosessen, fra valg av koloni til identifisering.
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3.8.1 Valg av kolonier til identifisering

Kolonier fra spesifikke provetakningspunkter i produksjonsanleggene ble valgt for
identifisering. Kolonier fra produktkontaktflater ble prioritert, serlig prover tatt for
produksjonsstart, da dette er bakterier som overlever renhold. Opptil 3 kolonier med lik
morfologi ble valgt fra PCA inkubert acrobt. Bakterier med unik kolonimorfologi fra MRS
inkubert aerobt ble ogsé plukket til identifisering.

Hos produsent 1 ble det pavist fa bakterier for produksjonsstart. Kolonier fra utvalgte
provetakningspunkter under produksjon av pepperskinke ble derfor i tillegg valgt til
identifisering (Tabell 3.12). Totalt 19 kolonier ble identifisert fra produsent 1, samtlige fra
PCA inkubert aerobt.

Tabell 3.12 Antall kolonier fra ulike prevepunkter valgt til identifisering fra produsent 1.

Provetakning For slicing av pepperskinke Under slicing av pepperskinke
Bla og hvite strikker 2 -
Gulv/undersiden av linjen 2 1
Sprettekniv - 3
Skjereblad - 4
Paleggsavlaster - 7

Hos produsent 2 ble det tatt prover ved produksjonslinje F (kyllingpélegg) og K (kokt skinke).
Det ble pavist bakterier ved flere av produktkontaktflater for produksjonsstart, sarlig ved
produksjonslinje K. Totalt 15 kolonier ble identifisert (Tabell 3.13). Ved produksjonslinje F
ble det pavist 2 kolonier fra en produktkontaktflate som begge ble identifisert. Det ble ikke
identifisert kolonier fra prover tatt under slicing av palegg. I hovedsak ble det plukket
kolonier fra PCA inkubert aerobt, men en andel ble ogsé plukket fra MRS inkubert aerobt.

Tabell 3.13 Antall kolonier fra ulike prevepunkter valgt til identifisering fra produksjonslinjene hos produsent 2.

Provetakning For produksjon (linje K) For produksjon (linje F)
Hyvitt transp.band 5 -
Valser 2 -
Rade og gule strikker 1 -
Skumvalse 4% -
Skjereblad 3% -
Oppsamlingsbord - 2

*Kolonier fra MRS inkubert aerobt. 33



3.8.2 Lagringsforsek 1
I likhet med valg av kolonier fra produksjonsanleggene, ble kolonier fra kjottpalegg i

lagringsforsek 1 og 2 valgt ut i fra tilsvarende betingelser.

Kolonier valgt til sekvensering ble hovedsakelig tatt fra palegg platet ut pa utlepsdato. Dette
gjelder for hel og skivet pepperskinke, rokt skinke og kyllingpalegg. Kokt skinke og servelat
var under deteksjonsgrensen (<log 5 CFU/g) ved utlepsdato, og kolonier fra senere lagringstid
ble valgt. Kolonien fra kokt skinke er fra 1 uke over utlopsdato, og kolonier fra servelat er fra
14 og 27 dager over utlopsdato. Antall kolonier identifisert fra hver paleggstype er oppfort i
Tabell 3.14.

Tabell 3.14 Antall kolonier fra palegg i lagringsforsok 1 valgt til identifisering.

Palegg Antall kolonier identifisert Neeringsmedie
P Kinke (skivet) 7 PCA
epperskinke (skivet
PP 7 MRS
Pepperskinke (hel) 29 PCA
5 PCA
Rokt skinke
11 MRS
Kollinendl 5 PCA
ingpéle
yllingpalegg 4 MRS
Kokt sinke 1 PCA
6 PCA
Servelat
2 MRS

3.8.3 Lagringsforsek 2

I lagringsforsek 2 ble pepperskinke, kyllingpédlegg og kokt skinke lagret &pnet og uapnet ved
blant annet 4°C og 4°C/ 25°C. Identifisering av kolonier ved disse lagringsbetingelsene ved
utlopsdato ble valgt for alle paleggstypene. For kokt skinke ble ogsa kolonier fra palegg
lagret uapnet ved 8°C identifisert. I Tabell 3.15 er det oppgitt antall kolonier fra hvert palegg

som ble valgt til identifisering.
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Tabell 3.15 Antall kolonier fra palegg i lagringsforsok 2 valgt til identifisering.

Palegg Antall kolonier identifisert Neeringsmedie
: 30 PCA

Pepperskinke g MRS

40 PCA
Kyllingpal

27 PCA
Kokt skinke

14 MRS

3.8.4 Lysering av bakterier

For a identifisere en koloni, ma bakteriecellene lysere slik at DNA blir tilgjengelig for
sekvensering. De utvalgte koloniene ble rendyrket og inkubert ved 30 °C i to dogn. Etter
oppdyrkning ble en andel av hver koloni overfort til individuelle brenner i et PCR-brett.
Brettet ble plassert i mikrobelgeovn og koloniene ble lysert ved full styrke i 1 min. De lyserte
bakteriene ble amplifisert i PCR-reaksjon (Tabell 3.17).

3.8.5 Polymerase chain reaction (PCR)
PCR ble utfort for & amplifisere et stort antall kopier av DNA fra bakterier i palegg og

produsenter til sekvensering.

Initiell aktivering ble utfert for & aktivere HotStar DNA polymerase i losningen ved 95°C i 15
min. Deretter ble dobbelttrddig DNA-fragmenter denaturert til enkelttrader, ved 94°C. Etter
denaturering ble temperaturen senket til 55°C, slik at primerne kan hybridisere seg med
komplimentaere DNA-sekvenser pa hver enkeltrad. Polymerisering av enkelttradene ble utfort
ved 72°C. Denaturering, hybridisering og polymerisering ble utfort i 30 omganger og antall
polymeriserte DNA-trader okte eksponensielt (Joshi & Deshpande 2011).

Oppskrift pa mastermiks benyttet i PCR er beskrevet i Tabell 3.16. Et totalvolum pa 20 ul ble
tilsatt hver bronn med lyserte bakterier. Brettet ble spunnet ned ved 10.000 rpm i 1 min og
plassert i termosykler (Veriti Thermal Cycler, Life Technologies). Tabell 3.17 viser

programmet brukt for amplifisering.
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Tabell 3.16 Oppskrift pd mastermiks benyttet PCR

Losning Mengde per bronn
2 x Qiagen Multiplex PCR mastermix 10 pl

Forward primer, 27F 0,5 pl

Reverse primer, 1542R 0,5 pl

dH,O 9 ul

Totalt 20 ul

Tabell 3.17 Amplifiseringsprogram for lyserte bakterier

Trinn Temperatur Tid Antall omganger
Initiell aktivering 95°C 15 min 1
Denaturering 94°C 30s

Hybridisering 55°C 90 s 30
Polymerisering 72°C 90 s

Siste polymerisering  72°C 10 min 1

3.8.5.1 Optimalisering av PCR

Lysering i mikrobelgeovn kombinert med amplifisering ved bruk av 5 PRIME HotMasterMix

(5 PRIME), hybridiseringstemperatur 55°C med primere 27 F og 1541 R, ga lite PCR-

produkt. Ved bruk av Qiagen HotStarTaq Master Mix Kit (Qiagen) kombinert med de samme

primerne, hybridiseringstemperaturen og lyseringsmetoden, ga derimot PCR-produkt pa en

storre andel av koloniene (Figur 3.5). Resterende kolonier ble lysert ved koking i TE, etter a

ha undersekt totalt fire ulike lyseringsmetoder (Figur 3.6). Ved amplifisering ble primerne 27

F og 1541 R benyttet med hybridiseringstemperatur 55°C i kombinasjon med Qiagen

HotStarTaq Master Mix Kit (Qiagen), uavhengig av lyseringsmetode.
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Figur 3.5 Kjent DNA benyttet i amplifisering med Qiagen,- og S"PRIME mastermix. Hybridiseringstemperatur ble satt til
55°C og primerne 27F og 1541R ble benyttet i begge amplifiseringsreaksjonene.
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Figur 3.6 Et utvalg kolonier fra diverse pélegg visualisert etter amplifisering. Koloniene er lysert ved ulike metoder (i
mikrobelgeovn, ved koking og ved koking i TE).

3.8.5.2 Genomisk DNA isolering med koking i TE

Lysering ved koking i TE ble utfert som beskrevet i tidligere publisert litteratur (Yang ef al.
2008) med modifikasjoner. Det ble tilsatt 50 pul TE til hver koloni i et PCR-brett. Kolonien ble
lost opp/resuspendert. PCR-brettet ble plassert i termosykler ved 99,9°C i 1 min. Deretter fryst i

3 min. ved -80°C og kokt i termosykler ved 99,9°C i 2 min. De to sistnevnte trinnene ble utfort
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totalt 3 ganger. PCR-brettet ble deretter spunnet ned ved 4500 rpm i 10 min. 1 pl supernatant ble

benyttet som templat, og PCR-reaksjonen ble utfert som beskrevet i avsnitt 3.8.5.

3.8.6 Gelelektroforese

Agarosegelelektroforese ble utfort for a vertifisere PCR-produktet. Agarosegel (0,7%) ble laget
ved & veie ut 0,7 g. agarose (Multi ABgarose) som ble blandet ut i 100 ml. 0,5 X TBE-buffer (40
nM Tris-acetat, | mM EDTA, pH 8.3) i en 200 ml. glassflaske. Losningen ble forsiktig blandet
sammen, og varmet i mikrobelgeovnen til losningen naddde kokepunktet. Flasken ble tatt ut av
mikrobelgeovnen og bunnfallet i flasken ble last opp. Metoden ble repetert ytterligere to ganger
til. Agarosegelen ble nedkjolt til 50°C i varmeskap og 7.5 pl GelRed (Biotium) ble tilsatt 75 ml
agarosegel og losningen ble helt over i stopeskal. En kamrad ble plassert overst pa gelen for a
danne bronner. Etter at gelen hadde stivnet, ble den plassert i elektroforesekar som ble fylt opp
med TBE-buffer. Det ble tilsatt 3,5 ul storrelsesladder, standard 1V, i forste brenn, og 1 pl
orange G ble tilsatt 5 ul PCR-produkt i resterende brenner, som ble separert ved 100 V i 40 min.
PCR-produktene ble deretter visualisert under UV-lys (Gel Doc™ EZ Imager, BIO-RAD).

3.9 16S-rDNA sekvensering

Kolonier som ga PCR-produkt ble forberedt for sekvensering. Produktene ble fortynnet og
deretter renset med ExoSaplt (Affymetrix). ExoSaplt er en enzymatisk reaksjon som fjerner
overflodige nukleotider og primere i PCR-lgsningen, slik at de ikke forstyrrer sekvenseringen.
Det ble tilsatt 2 ul ExoSaplt fortynnet 1:5 til 5 ul PCR-produkt. Lesningene ble spunnet ned i 1
min ved 1000 rpm. Brettet med ExoSaplt og PCR-produkt ble plassert i termosykler (Veriti
Thermal Cycler, Life Technologies), og programmet beskrevet i Tabell 3.18 ble benyttet.

Tabell 3.18 Programmet brukt for a4 behandle PCR-produktet med ExoSaplt.

Temperatur Tid
37°C 30 min
80°C 15 min

Etter at overflodige nukleotider og primere ble fjernet fra PCR-lgsningen, ble den siste
nukleotiden i 3" -ende av fragmentene i PCR-produktet merket med fluoriserende farge.
Prosessen ble utfort med BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Life technologies).
Losningene listet opp i Tabell 3.19 ble overfort til et optisk mikrotiterbrett. En totalmengde pa 10
ul ble tilsatt hver brenn. Mikrotiterbrettet ble spunnet ned i 1 min ved 1000 rpm og plassert i
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termosykler (Veriti Thermal Cycler, Life Technologies). Tabell 3.20 viser programmet som ble

brukt for & inkorprere fluorusentene.

Tabell 3.19 Losninger brukt i sekvenserings-PCR per brenn.

Losning Mengde per bronn
Big dye buffer 1,5 pl
Big dye 1.1 1,0 pl
Primer, 3,2 uM Mangala F 1,0 ul
dH,O 5,5 ul
PCR-produkt 1,0 pl
Totalt 10 pl

Tabell 3.20 Programmet brukt for & inkorporere fluorusenter i sekvenserings-PCR.

Temperatur Tid Omganger
96°C 15s

25
60°C 4 min

De overfladige fluorusentene som ikke ble bundet til DNA, ble felt ut ved & bruke BigDye
XTerminator® Purification Kit (Applied Biosystems®), som inneholder X Terminator-losning og
SAM-lesning. 10 pl XTerminator og 45 pul SAM ble tilsatt i hver bronn med PCR-produkt i
mikrotiter-brettet, som ble ristet ved 1500 rpm i 30 min. Direkte etter risting ble brettet spunnet
ned ved 2500 rpm i 2 min. Sekvensering ble utfort pa platformen 3130 xI Genetic Analyzer
(Applied Biosystems).

3.9.1 Sekvensredigering
Sekvensene ble redigert i sequence skanner og i Bioedit, for & fjerne uensket stoy i starten og i
slutten av sekvensene. Deretter ble de sammenlignet med kjente sekvenser pa nettsiden

ribosomal database project (RDP).

3.10 Dyrkingsuavhengig analyse (Miseq)
Grunnet tidsbegrensninger ble dyrkingsuavhengig analyse utfort av ingenior Merete Rusas

Jensen ved Nofima. Deler av utforelsen ble observert.

High-throughput sekvensering ble utfort pa palegg fra lagringsforsek 1 og 2. De fryste

paleggsprovene (stomacher-lesningene) ble tint pa is. Mengde prove som ble spunnet ned til
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pellet ble avgjort pa grunnlag av log CFU/ml i hver enkelt paleggsprove. For prover med log
CFU/ml >6 ble det spunnet ned 1 ml, og prover med log CFU/ml <6 ble det brukt 5 ml. Fra
lagringsforsgk 2 ble det laget en samleprove av 3 prover (3 paleggsskiver) fra samme uttaksdato
(1 uke for utlopsdato, utlopsdato og 1 uke uke over utlopsdato). Samleprovene hadde et
totaltvolum pa 1 eller 5 ml, basert pa log CFU/ml, som beskrevet ovenfor. Provene ble spunnet

ned ved 13000 x g1 5 min.

Pelleten ble renset med QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen) for & isolere DNA ved & fjerne
PCR-inhibitorer. Det ble tilsatt 500 pul ASL buffer til pellet fra QiaAmp DNA Stool kit (Qiagen).
Den loste pelleten ble overfort til et fastprep ror (matrix E) og knust ved 1 x 40 s. ved 6m/s.
Losningen ble sentrifugert, tilsatt 500 ul ASL buffer og ristet pa vortex. Etter inkubering ved
70°C 1 5 min., ble lgsningen sentrifugert ved 14000 x g i 5 min. Supernatanten ble overfort til et
nytt 2 ml.- ror og tilsatt 400 pul ASL buffer. Protokollen QIAmp DNA Stool Handbok 06/2012,
ble deretter fulgt fra punkt 5 til punkt 18. I punkt 19 ble elueringsvolumet pa Buffer AE redusert
til 100 pl.

Renset DNA ble amplifisert i triplikater med PCR. Metoden ble utfort som beskrevet i publisert
litteratur (Costello et al. 2009) med modifikasjoner. Tabell 3.21 og Tabell 3.22 beskriver
henholdsvis oppskrift p4 mastermix og PCR-programmet brukt ved amplifisering. Den samme
forward primeren ble tilsatt alle provene. Individuelle revers primere med 12 pb barcode ble

tilsatt hver enkelt prove. Metoden ble utfort som beskrevet i publisert litteratur (Caporaso et al.

2012).

Tabell 3.21 Oppskrift pd mastermiks brukt i PCR amplifisering i triplikater.

Lesning Mengde
5 Prime HotMasterMix 10pl
Forward primer, 515F (10 uM) 0,5ul
Revers primer m/ unik barcode (5 uM) Tl
DNA (ufortynnet) Tl
Molecular grade H,O 12,5ul
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Tabell 3.22 Program brukt i amplifisering ved dyrkingsuavhengig analyse.

Trinn Temperatur Tid Antall omganger
Initiell aktivering 94°C 3 min. 1

Denaturering 94°C 45 s.

Hybridisering 50°C 60 s. 35
Polymerisering 72°C 90 s.

Siste polymerisering 72°C 10 min 1

Gelelektroforese av PCR-produktet ble utfert for & bekrefte amplifisering. Elektroforese ble

utfort som beskrevet i avsnittt 3.8.6.

Triplikatene av samme prove ble slatt sammen etter amplifisering og gelelektroforese, og renset
med Agencourt AMPure XP. Det ble tilsatt 90 ul AMPure XP til 50 pl PCR produkt. Utferelsen
er beskrevet i Agencourt AMPure protokoll for 96-brenners plate. Dette fjernet uinkorporerte

dNTP- er, primere, primer-dimere, salter og de minste DNA-fragmentene i losningen.

Kvantifisering av renset PCR produkt ble utfort med Quant-iT Picogreen ds-DNA Assay Kit
(Invitrogen). Det ble dannet duplikater av provene, og utforelse av kvantifiseringen er beskrevet i
protokoll fra leverander. Kun dobbeltradet DNA i losningen blir mélt. Prover med lavt

bakterietall (under 9,7 ng/ml) blir fjernet fra losningen.

Fra hver prove ble det tatt ut et volum som tilsvarer 50 ng DNA. Provene med unike barkoder
ble slatt sammen i ekvivalente konsentrasjoner. Samleproven ble renset med Agencourt AMPure
XP, som beskrevet ovenfor. Den rensede samleproven ble kvantifisert med Quant-iT Picogreen
ds-DNA Assay Kit (Invitrogen). Utforelse er beskrevet i protokoll fra leverander. Samleproven
ble malt p4 Nanodrop (Saveen Werner) for & oppna 260/280 forhold. Etter kvantifisering ble
samleproven fortynnet til 4 nM, hvor det ble benyttet 7 pM samleprove og 10% PhiX spike
(kontroll-DNA). Hensikten med PhiX spike er a gke diversiteten i samleproven. Read 1 sequence
primer (forward primer), read 2 sequence primer (reverse primer) og index primer (leser
barkode) ble fortynnet til 0,5 uM og tilsatt i "Reagent Cartridge” sammen med samleproven
(Caporaso et al. 2012). Sekvenseringsprosessen ble utfort pa platformen MiSeq Desktop

Sequencer (Illumina).
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3.11 DNA fingerprinting av isolater
Grunnet tidsbegrensninger ble DNA fingerprinting utfert av ingenier Signe Marie Dremtorp ved

Nofima.

DNA fingerptinting (typing) ble utfert pa et utvalg av isolater fra palegg og fra overflater hos
produsent 1 og 2, til stammeniva. Typingen ble utfort med to PCR-baserte metoder; Random
amplified polymorphic DNA (RAPD-PCR) og repetetive sequence-based PCR (rep-PCR).
Isolater fra slektene Lactobacillus, Pseudomonas og Leuconostoc ble pavist ved 16S-rDNA
sekvensering fra bade palegg og fra overflater hos produsent 1 og 2. Disse isolatene ble derfor

valgt til typing. Fingerprintingmetodene inkluderer isolering av DNA, PCR og gelelektroforese.

3.11.1 Isolering av DNA

Kolonier fra aktuelle prover ble plukket og dyrket opp i buljong (Nutrient Broth (NB) eller MRS,
avhengig av hvilket neringsmedie koloniene ble plukket fra). Koloniene ble inkubert ved 20°C i
5-10 dager, avhengig av vekst. DNA ble deretter isolert ved bruk av Genomic DNA purification
Kit (Bacterial Ver. 5 #85171 — Edge Biosystems) med modifikasjoner.

Bakteriekulturen (1,5-3 ml) ble sentrifugert ved 3500 rpm i 10 min. etter oppdyrkning.
Supernatanten ble fjernet og pelleten vasket i 1 ml. TES. Pelleten ble resuspendert i 360 pl
speroplast-losning, for 20 pl lysozym (40 mg/ml), 16 ul RNase A (19ug/ml), og 8 pl
mutanolysin (5000 U/ ml) ble tilsatt. Lesningen ble inkubert ved 37°C i 30 min, og 20 pl
proteinase K (20 mg/ml) ble tilsatt, og losningen ble inkubert ytterligere 10 min. ved 37°C.
Deretter ble 100 pl av henholdsvis Lysis buffer 1 og Lysis buffer 2 tilsatt, og lasningen ble
resuspendert og inkubert ved 65°C i 5 min. Henholdsvis 100 ul av losningene Advamax '™ Beads
og Extraction buffer ble tilsatt og rerene ble vendt i ca 2-3 min, og plassert pa vortex i 10
sekunder. Rorene ble sentrifugert i en mikrosentrifuge ved 13000 rpm i 20 min. Supernatanten
(blant annet DNA) ble overfort til et rent eppendorfrer, og 800 pl isopropanol ble tilsatt, og roret
ble vendt flere ganger, slik at losningene ble godt blandet. Rorene ble inkubert i romtemperatur i
10 min for & felle ut DNA, og sentrifugert i 10 min ved 13000 rpm. Supernatanten
(isopropanolen) ble fjernet og 500 pl 70% EtOH (RT) ble tilsatt pelleten. Roret ble vendt 2-3
ganger, og sentrifugert ved 13000 rpm i 1 min. EtOH ble fjernet og pelleten ble torket i roret
uten lokk i ca 30 min. DNA ble deretter lost i 50 pl 0,1 x TE. Konsentrasjon og kvalitet pA DNA
ble kontrollert ved hjelp av NanoDrop (Saveen Werner).
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3.11.2 Random amplified polymorphic DNA (RAPD-PCR)

Metoden ble utfort som beskrevet av Ercolini et al. Etter isolering av DNA ble losningene i

Tabell 3.23, inkludert primeren XD5 (5°-CTGGCGGCTG-3"), benyttet i RAPD-PCR. Et

totaltvolum pa 25 pul ble overfort til hver bronn i et PCR-brett. Etter applisering ble brettet

spunnet ned i 1 min ved 10000 rpm og plassert i termosykler (Veriti Thermal Cycler). I Tabell
3.24 er det beskrevet PCR-programmet som ble benyttet i RAPD-PCR (Ercolini et al. 2009).

Tabell 3.23 Losninger og mengde benyttet i RAPD-PCR.

Lesning Mengde
10 x TagPolymerase Bf 2,5 ul
MgCl, 25 mM (sluttkons. 2,5 uM) 2,5 ul
dNTP 10 mM (sluttkons. 1,2 mM) 3ul
Primer XD5 10 uM (sluttkons. 1, 08 uM) 2,7 ul
TaqDNA polymerase (invitrogen) 0,5 ul
DNA templat (20 ng/pl) 1 ul
dH,O 12,8 ul
Totalt 25 ul

Tabell 3.24 Program benyttet i RAPD-PCR.

Trinn Temperatur Tid Antall omganger
Initiell aktivering 94°C 1 min 1

Denaturering 94°C 1 min

Hybridisering 31°C 1 min 30
Polymerisering 72°C 2 min

Siste polymerisering ~ 72°C 7 min 1

Etter amplifisering ble gelelektroforese utfort som beskrevet i avsnitt 3.8.6, med modifikasjoner.

Det ble tilsatt 5 pl Orange G til 17 ul PCR-produkt. Amplifiseringsproduktet ble separert pa

1,5% agarosegel ved 120 V i 2 timer.

3.11.3 Repetetive sequence-based PCR (rep-PCR)

Etter isolering av DNA, som beskrevet i avsnitt 3.11.1, ble metoden utfert som beskrevet av Y.

Zh. Xu et al. Primeren (GTG)s (5°- GTG GTG GTG GTG GTG -3") ble benyttet i rep-PCR.

Losningene brukt i amplifiseringsreaksjonen er oppfort i Tabell 3.25. Et totaltvolum pé 25 ul ble

overfort til hver bronn i et PCR-brett. Etter applisering ble brettet spunnet ned i 1 min ved 10000
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rpm og plassert i termosykler (Veriti Thermal Cycler). I Tabell 3.26 er det beskrevet PCR-
programmet som ble benyttet i rep-PCR (Xu et al. 2010).

Tabell 3.25 Losninger og mengde benyttet i rep-PCR.

Lesning Mengde
10 x TagPolymerase Bf 2,5 ul
MgCl, 25 mM (sluttkons. 2,0 uM) 2 ul
dNTP 10 mM (sluttkons. 1,2 mM) 3ul
Primer (GTG);s 10 uM (sluttkons. 0, § uM) 2,7 ul
TaqDNA polymerase (invitrogen) 0,25 pl
DNA templat (20 ng/pl) 2 ul
dH,O 13,5 pl
Totalt 25 ul

Tabell 3.26 Program benyttet i rep-PCR.

Trinn Temperatur Tid Antall omganger
Initiell aktivering 94°C 4 min 1

Denaturering 94°C 30s.

Hybridisering 45°C 1 min. 30
Polymerisering 65°C 8 min.

Siste polymerisering 65°$C 16 min. 1

Etter amplifisering ble gelelektroforese utfort som beskrevet i avsnitt 3.8.6, med modifikasjoner.
Det ble tilsatt 3 pl Orange G til 10 ul PCR-produkt. Amplifiseringsproduktet ble separert pa
1,3% agarosegel ved 120 V i 90 min.
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4 Resultater

4.1 Prevetakning av overflater hos kjottbedrifter

Det ble tatt prover hos to produsenter for produksjonsstart og under produksjon av kjettpalegg.
Pepperskinke og rokt skinke ble produsert av produsent 1, mens produksjon av kokt skinke,
kyllingpélegg og servelat ble utfort av produsent 2. Provene ble platet ut pA PCA og MRS, og

begge naringsmediene ble inkubert bade aerobt og anaerobt.

Slicing og pakking av pepperskinke, etterfulgt av rokt skinke ble utfort ved den samme
produksjonslinjen. Vask av linjen ble utfort mellom slicing av paleggstypene, ved a sprite
transportband, strikker og andre produktkontaktflater. Kokt skinke og kyllingpélegg ble

prosessert ved ulike produksjonslinjer hos produsent 2, henholdsvis linje K og linje F.

Det ble funnet fa bakterier pa overflater for produksjonsstart hos bade produsent 1, og ved begge
produksjonslinjene hos produsent 2 (Tabell 4.1, Tabell 4.2 og Tabell 4.3). For prover platet ut pa
PCA inkubert aerobt, var bakterienivéet <log 1 CFU/cm? for 7 av 8 produktkontaktflater hos
produsent 1, og 3 av 5 produktkontaktflater ved begge produksjonslinjene hos produsent 2. Av
produktkontaktflater for produksjonsstart, ble hayeste bakterieniva funnet pa bla og hvite
strikker (log 2 CFU/cm?) hos produsent 1. Ved produksjonslinje K (kokt skinke) var det hoye
bakterieniva pa skjereblad (log 1,78 CFU/cm?) og pa rede og gule strikker (log 2 CFU/ cm?).
Oppsamlingsbord (log 1,42 CFU/cm?) tilknyttet produksjonslinje F (kyllingpalegg) var den
eneste produktkontaktflaten det ble pavist bakterier for produksjonsstart (Figur 4.1, Figur 4.2 og
Figur 4.3).

Under produksjon ble det pavist hoyere bakterieniva pa overflater hos begge produsentene.
Bakterienivaet fra produktkontaktflater under produksjon er lavest for kokt skinke, hvor 2 av 4
provepunkter var under deteksjonsgrensen. For kyllingpalegg var 3 av 5 punkter <log 2,5
CFU/cm? . Bakterienivaet for rokt skinke for 6 av 8 punkter var >log 4 CFU/cm?, og heyest for
pepperskinke hvor 5 av 8 punkter er > log 5 CFU/cm’.
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Tabell 4.1 Gjennomsnittlig bakterieniva pa overflater for produksjonsstart og under produksjon av pepperskinke og rokt
skinke hos produsent 1. Verdiene er oppgitt i log CFU/cm’.

Dyrknings-
Produktkontaktflater Andre overflater
forhold
For
For produksjons- Under prod. av Under prod. av ) Under prod. av.~ Under prod. av
) ) produksjons- . )
start pepperskinke rokt skinke pepperskinke rokt skinke
start
PCA aerobt 0,23 (-0,70-3,10)* 5,95 (4,76-7,30) 4,70 (2,95-6,37) 0,12 (0-1,44) 4,49 (1,00-6,88) 2,50 (1,00-3,99)
PCA anaerobt 0,26 (-0,70-1,70) 5,86 (4,77-6,80 4,74 (3,52-6,57) 0,34 (0-2,3) 3,12 (1,00-4,41) 2,70 (1,00-4,39)
MRS aerobt 0,36 (-0,70-3,02) 5,45 (3,52-6,85) 4,34 (2,85-5,99) 0,82 (0-1,78) 4,29 (1,00-6,49) 2,68 (1,00-4,36)
MRS anaerobt 0,48 (-0,60-2) 5,75 (4,73-6,71) 4,59 (2,82-5,99) 1,02 (0-2,57)  3,75(1,00-6,79) 2,19 (1,30-3,07)

* Gjennomsnittlig bakterieniva (log CFU/cm”) av provetakningspunkter inkubert ved samme betingelser. Verdiene i
intervallet er laveste og hoyeste bakterieniva for hvert provetakningspunkt. For prever som ikke ga vekst etter
inkubering er laveste verdi for deteksjon (<log 5 CFU/g) benyttet i utregningene.

Det var ikke signifikante forskjeller i bakterieniva (log CFU/cm?) mellom naringsmedier og

inkuberingsforhold (P=0,90) fra provene tatt av produksjonslinjen hos produsent 1.

Tabell 4.2 Gjennomsnittlig bakterieniva pa overflater for produksjonsstart og under produksjon av kokt skinke hos

produsent 2. Verdiene er oppgitt i log CFU/cm?.

Andre overflater

Dyrkningsforhold Produktkontaktflater
For produksjonsstart

PCA aerobt 0,82 (-0,70-2,00)*

PCA anaerobt 0,81 (-0,70-1,78)

MRS aerobt 0,70 (-0,70-1,78)

MRS anaerobt

0,44 (-0,70-1,40)

Under prod. av kokt

skinke

1,87 (1,30-2,40)
1,68 (0,30-2,40)
1,58 (0,30-2,40)
1,65 (0,30-2,48)

Under prod. av kokt
skinke

2,17 (0,92-3,93)

For produksjons-start

2,05 (1,18-2,48)

1,52 (0,08-2,48)
0,99 (-0,70-2,48)
1,00 (-0,22-2,48)

2,14 (0,92-4,30)
1,59 (0,92-2,30)
2,06 (0,92-4,78)

* Gjennomsnittlig bakterieniva (log CFU/cm®) av provetakningspunkter inkubert ved samme betingelser. Verdiene i
intervallet er laveste og hoyeste bakterieniva for hvert provetakningspunkt. For prever som ikke ga vekst etter
inkubering, er laveste verdi for deteksjon (<log 5 CFU/g) benyttet i utregningene.
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Tabell 4.3 Gjennomsnittlig bakterieniva pa overflater for produksjonsstart og under produksjon av kyllingpélegg hos
produsent 2. Verdiene er oppgitt i log CFU/cm?.

Dyrkningsforhold  Produktkontaktflater Andre overflater
) Under prod. av For produksjons- Under prod. av
Feor produksjonsstart )
kyllingpalegg start kyllingpélegg

PCA aerobt 0,67 (-0,70-1,42)* 2,06 (0,92-2,35) 1,76 (0,30-2,57) 2,95 (2,57-3,28)
PCA anaerobt 0,71 (-0,70-1,62) 2,09 (0,92-2,60) 1,76 (0,30-2,57) 2,97 (2,55-3,37)
MRS aerobt 0,63 (-0,70-1,40) 1,88 (0,92-2,40) 1,14 (0,30-2,57) 1,98 (1,45-2,24)
MRS anaerobt 0,28 (-0,70-1,40) 2,13 (0,92-2,40) 1,01 (0,30-2,57) 1,63 (0,92-2,44)

* Gjennomsnittlig bakterieniva (log CFU/cm”) av provetakningspunkter inkubert ved samme betingelser. Verdiene i
intervallet er laveste og hoyeste bakterieniva for hvert provetakningspunkt. For prever som ikke ga vekst etter
inkubering, er laveste verdi for deteksjon (<log 5 CFU/g) benyttet i utregningene.

Det var ikke signifikante forskjeller i bakterieniva (log CFU/cm?) mellom naringsmedier og
inkuberingsforhold ved linje F (P=0,985) eller ved linje K (P=0,63) hos produsent 2. Det ble
heller ikke pavist statistisk signifikans i bakterienivd (log CFU/cm?®) mellom naringsmedier og
inkuberingsforhold i en samleprove fra begge produsentene (P=0,96). Videre i resultatdelen er

det derfor presentert data fra PCA inkubert aerobt.

Bakterieniva (log CFU/cm?) fra overflater for og under produksjon av kjettpalegg hos produsent
1 og 2 er vist i Tabell 4.1, Tabell 4.2 og Tabell 4.3. Det ble tatt prover av 12 punkter hos
produsent 1, og 20 prever hos produsent 2, 10 fra hver produksjonslinje. For begge produsenter
var bakterienivaet lavt etter renhold, men okte i lopet av produksjon. Bakterieniva var sarlig
hoyt under produksjon av pepperskinke hos produsent 1 (<log 7,3 CFU/cm?). For kokt skinke og
kyllingpalegg var hoyeste bakterieniva henholdsvis log 3,9 CFU/ecm? og log 2,9 CFU/cm?. For
alle flater provetatt for produksjonsstart hos begge produsenter var bakterienivaet lavt (<log-

0,70- 3,10 CFU/cm?).
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Figur 4.1 Bakterieniva (log CFU/cm?) pé provetakningspunkter tatt for og under produksjon av pepperskinke og rekt
skinke hos produsent 1. Verdiene er fra PCA inkubert aerobt.
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Figur 4.2 Bakterieniva (log CFU/cm?) pa prevetakningspunker hos produsent 2 for produksjonsstart og under
produksjon av kokt skinke. Verdiene er fra PCA inkubert aerobt.
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Figur 4.3 Bakterieniva (log CFU/cm?) pa prevetakninspunkter hos produsent 2 for produksjonsstart og under
produksjon av kyllingpilegg. Verdiene er fra PCA inkubert aerobt.

4.2 Lagringsforsek 1

Det forste lagringsforseket ble gjennomfert med hensikt pa & bestemme niva og diversitet i
bakterieflora, og sensoriske egenskaper i kjottpalegg. Paleggsproduktene ble lagret ved 4°C
uapnet i originalemballasje, og uttak til mikrobiologiske analyser ble utfert pa utlepsdato, 1 uke
over utlopsdato, og etter enkle sensoriske bedemmelser. Det ble tatt uttak av en ny paleggspakke

ved hver uttaksdato. En andel av alle palegsskivene i pakken ble benyttet til uttak (totalt 25 g).

4.2.1 Bakterieniva i kjottpalegg

Bakterienivaer (log CFU/g) ved utlegpsdato for pepperskinke, rokt skinke og kyllingpélegg er vist
i Figur 4.4. Verdiene er fra PCA og MRS, inkubert aerobt og anaerobt. Verdiene for kokt skinke
og servelat er fra 1 uke over utlepsdato, da bakterienivaet var under deteksjonsgrensen (<log 5
CFU/g) ved utlepsdato. For kokt skinke ble det pavist bakterievekst pa PCA inkubert aerobt og
anaerobt 1 uke over utlopsdato. De andre inkuberingsbetingelsene var under deteksjonsgrensen

(<log 5 CFU/g).
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Figur 4.4 Bakterieniva (log CFU/g) for kjettpilegg ved utlopsdato og 1 uke over utlepsdato. *Under deteksjonsgrensen
(<log 5 CFU/g).

Det var ikke signifikant ekning (p>0,05) i bakterieniva ved lagring utover utlepsdato, i en
statistisk test av alle paleggsprodukter samlet. Det var heller ikke signifikante forskjeller
(p>0,05) mellom naeringsmedier og inkuberingsbetingelser i bakterieniva. Videre i resultatene er
det derfor presentert verdier fra PCA inkubert aerobt. Data fra resterende dyrkningsbetingelser er

presentert i Vedlegg 2.

Bakterienivaer (log CFU/g) i de ulike paleggstypene ved alle uttaksdatoer er gitt i Figur 4.5.
Bakterienivaet (PCA aerobt) for servelat og kokt skinke var under deteksjonsgrensen (< log 5
CFU/g.) ved utlopsdato. Kokt skinke forble under deteksjonsgrensen ved bade 7 og 38 dager
over utlopsdato. Bakterienivaet i de ovige paleggsproduktene niddde kimtall pa ca log 8-9 CFU/g,
som ikke gkte videre i lagringsperioden. Ved lengere tids inkubering, ble det observert en

nedgang i bakterieniva for servelat og rokt skinke.

Det ble ogsa utfert mikrobiologiske analyser av en pakke servelat som var misfarget (A2).
Pakken var fra en annen batch enn de nevnte ovenfor. Bakterienivéet for misfarget servelat ved
utlopsdato var log 8,5 CFU/g pa PCA inkubert aerobt (Tabell Vedlegg 2 a). Misfarget servelat er
ikke vist 1 Figur 4.5.
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Figur 4.5 Bakterieniva (log CFU/g; PCA, aerob inkubering) for palegg lagret uapnet ved 4°C. Dag 0 er utlopsdato.
Bakterieniva pa kokt skinke var under deteksjonsgrensen (<log 5 CFU/g) ved alle uttak.

Det ble tatt uttak av bade skivet og hel pepperskinke pa utlopsdato (Figur 4.6). Fra hel
pepperskinke ble det tatt prover fra overflaten og fra kjernen. Det var lavest bakterieniva i
kjernen (log 4,1 CFU/g), og heyest pa overflaten (log 4,8 CFU/g). Skivet pepperskinke har
narmere 100.000 ganger mer bakterier sammenlignet med hel pepperskinke (log 8,5 CFU/g).
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Figur 4.6 Bakterieniva (log CFU/g) i skivet og hel pepperskinke ved utlepsdato.
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4.2.2 Sensorisk bedemmelse av lagret Kjottpalegg

Det ble gjennomfort sensorisk bedemmelse (lukt) av paleggsproduktene (pepperskinke, rokt
skinke kokt skinke, kyllingpélegg og servelat) ved ulike lagringstider (Figur 4.7- Figur 4.11).
Nyinnkjept palegg fra butikk ble benyttet som referanse. Detaljert beskrivelse om oppsett og
utforelse er oppgitt i Materialer og metoder, avsnitt 3.6. Resultatene er basert pa gjennomsnittet

av sensorisk bedemmelse utfort av 3 paneldommere.

Referansene hadde mellom 17 og 29 dager igjen til utlopsdato da sensorisk bedemmelse ble
utfort. Generelt sett viste palegg ved utlopsdato og referansene smé sensoriske ulikheter. En
tendens i alle paleggstypene, med unntak av kokt skinke, var nedgang i syrlig lukt og kjettlukt i

produkter lagret over lengre tid, samtidig som at fermentert lukt okte.

Figur 4.7 viser sensoriske egenskaper til pepperskinke fra butikk. Referansepakken hadde 17
dager igjen til utlopsdato ved bedemmelse. De sensoriske egenskapene er relativt stabile over tid,
med unntak av syrlig lukt som ble redusert, samtidig som at fermentert lukt, set lukt og fjeslukt
okte. I Figur Vedlegg 3 a er det vist sensorisk bedemmelse av pepperskinke fra
produksjonsanlegg. Den storste forskjellen i sensorikk mellom pepperskinke fra butikk og fra
produksjonsanlegg, er ved 17 dager over utlopsdato fra produksjonsanlegg, har lav intensitet i
fermentert lukt (ca 2), mens 6 dager senere har pepperskinke fra butikk heyere intensitet ved

samme egenskap (ca 7).

For kokt skinke (Figur 4.8) hadde egenskapene lav intensitet ved alle lagringstidene fra 21 dager
for utlopsdato til 38 dager over utlopsdato. Ved bedommelse var det 21 dager igjen til

utlopsdato for referansepakken.

Utover sensoriske forskjeller i referansepakken og utlepsdato for kyllingpélegg, (Figur 4.9) var
det relativt stabile intensiteter i egenskapene ved resterende lagringstider. Egenskapen "fjoslukt”

ble ikke registert ved noen av lagringstidene i kyllingpédlegg av paneldommerne.

Ved bedommelse av rokt skinke (Figur 4.10) ble det pavist sma forskjeller mellom ulike
lagringstider og referansen, som gikk ut pa dato 29 dager for bedommelsen. De sensoriske
egenskapene var relativt stabile over tid, med unntak av syrlig lukt og kjettlukt som ble redusert,

og okning av fermentert lukt.

Intensiteten av sensoriske egenskaper pa servelat er vist i Figur 4.11. Ved bedemmelse var det 19
dager igjen til utlopsdato for referansepakken. Begge pakkene ved utlepsdato (ulike batch nr.)

har noe heyere intensitet av egenskapene syrlig lukt og kjettlukt enn referansen. Servelat er mer
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fermentert ved 14 dager over utlopsdato enn ved 27 dager, hvor fermentert lukt ikke er

registrert.

Det var ikke statistisk signifikans (p>0,05) mellom heye bakterienivi i palegg bedemt sensorisk
og hoy negativ sensorisk score for fermentert lukt, mot lavt bakterieniva og hoy positiv
sensorisk score av syrlig lukt for palegg i lagringsforsek 1 og 2, eller i en samlet test. Det ble

heller ikke pavist statistiske forskjeller (p>0,05) mellom &pnede og lukkede paleggspakker.

M Referanse

H Utlopsdato

Intensitet

i 1 uke over utlopsdato

M 23 dager over
utlopsdato

M Utlopsdato, 15°C

Sensoriske egenskaper

Figur 4.7 Sensorisk bedemmelse av pepperskinke ved ulike lagringstider.
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Figur 4.9 Sensorisk bedemmelse av kokt skinke ved ulike lagringstider.
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Figur 4.10 Sensorisk bedommelse av rekt skinke ved ulike lagringstider
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Figur 4.8 Sensorisk bedommelse av kyllingpalegg ved ulike lagringstider.
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Figur 4.11 Sensorisk bedemmelse av servelat ved ulike lagringstider.
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Lagringsforsek 2

Lagringsbetingelsene i lagringsforsek 2 ble endret for 4 tilsvare en realistisk handtering av
produkt hos forbruker. Produktene ble lagret ved 8°C og 4°C, samtidig ble palegg lagret daglig
ved 25°C i to timer. Betingelsene tilsvarer optimal og forheyet kjoleskapstemperatur, og palegg
liggende i romtemperatur under et maltid. Bade dpnede og lukkede paleggspakker ble benyttet i
lagringsforsgk 2. Detaljert beskrivelse av oppsett er gitt i Materialer og metoder, avsnitt 3.5.2.

4.2.3 Bakterieniva i kjettpalegg

Bakterienivaer (log CFU/g) for pepperskinke, kokt skinke, og kyllingpélegg ved utlopsdato er
gitt i Figur 4.12. Bakterienivaet ved utlepsdato ligger relativt jevnt (og heyt) for kyllingpalegg
og pepperskinke ved alle lagringsbetingelser, inkludert uéapnet pakning lagret ved 4°C.
Bakterienivaet ligger mellom log 8-9 CFU/g uavnhengig av lagringsbetingelsene. Det var liten/
ingen péavirkning pé bakterienivaet ved lagring ved 8§°C/25°C, sammenlignet med optimal
lagring (<4°C). For kokt skinke har lagring ved 8°C/25°C gitt det hoyeste bakterienivaet, men

har generelt lavere bakterieniva enn pepperskinke og kyllingpalegg.
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Lagringsbetingelser palegg
Figur 4.12 Bakterieniva (log CFU/g) for kyllingpalegg, kokt skinke og pepperskinke ved utlopsdato. Provene ble inkubert
aerobt pa PCA og MRS.
Da det ikke var signifikant forskjeller (p>0,05) i bakterienivd mellom aerob og anaerob
inkubering i lagringsforsek 1, ble provene i lagringsforsek 2 inkubert aerobt pA MRS og PCA.
Det var ikke signifikante forskjeller (p>0,05) i bakterieniva mellom lagring ved 4°C og 8°C eller
ved lagring av &pnede og udpnede pakker .Det var heller ikke signifikante forskjeller (p>0,05) i

bakterieniva ved utlepsdato og lagring utover utlepsdato og ved inkubering ved 25°C. Dette var
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tilfellet for kyllingpalegg og pepperskinke i lagringsforsek 2. Det ble derimot pavist statistisk
signifikans mellom é&pnet og uapnet produkt for kokt skinke (P=0,01).

I resten av resultatdelen er resultatene fra PCA inkubert aerobt presentert. Resultatene fra MRS

inkubert aerobt er gitt i Vedlegg 2.

Bakterieniva i pepperskinke ved ulike lagringsforhold er gitt i Figur 4.13. Generelt er
bakterienivaet ganske hoyt, mellom log 8-9 CFU/g, ved alle lagringsbetingelser, bade i apnede
og uapnede pakker, med unntak av 4°C/25°C ved utlepsdato i dpnet pakke (log 6,7 CFU/g). |
paleggspakken til pepperskinke var det ikke tilstrekelig antall skiver til uttak 1 uke over
utlepsdato for apnede pakker.
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Figur 4.13 Bakterieniva (log CFU/g) for pepperskinke ved ulike lagringsbetingelser. Uttak for start lagring ble utfort 2
uker for utlepsdato.

Bakterienivaet i kokt skinke ved ulike lagringsforhold er gitt i Figur 4.14. Ved 8°C og 8°C/25°C
blir bakterienivaet redusert fra utlopsdato til en uke over utlgpsdato i &pnet pakke. Ved 4°C og
4°C/25°C er tilfellet motsatt; bakterienivaet oker fra utlopsdato til en uke over utlepsdato.
Apning av pakken forer til hoyere bakterieniva, serlig ved lagringsbetingelsene 8°C/25°C ved
utlepsdato, og 4°C/25°C 1 uke over utlgpsdato.
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Figur 4.14 Bakterieniva (log CFU/g) for kokt skinke ved ulike lagringsbetingelser. Uttak for start lagring ble utfert 2 uker
for utlopsdato.

Bakterieniva ved 8°C og 8/25°C endrer seg lite fra utlopsdato til en uke over utlepsdato for
kyllingpalegg (Figur 4.15). Ved 4°C og 4°C/25°C er det en okning pa omtrent log 1 CFU/g, fra
utlopsdato til 1 uke over utlopsdato. Det var generelt hoyt bakterieniva ved de ulike
lagringsbetingelsene, bade for apnede og uapnede pakker. I udpnet pakke lagret ved 4°C er det

hoyere bakterieniva enn i pakken lagret uapnet ved 8°C.
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Figur 4.15 Bakterieniva (log CFU/g) for kyllingpalegg ved ulike lagringsbetingelser. Uttak for start lagring ble utfort 2
uker for utlepsdato.

4.2.4 Sensorisk bedemmelse av lagret kjottpalegg
Et tilsvarende sensorisk benkeforsek som i lagringsforsek 1, ble utfort pa palegg i lagringsforsek

2 . For detaljert beskrivelse av oppsett, se avsnitt 3.6.2.

I Figur 4.16 - Figur 4.18 er det vist intensiteten til senoriske egenskaper (lukt) for henholdsvis
kyllingpélegg, kokt skinke og pepperskinke. Fermentert lukt og emmen lukt er mest
fremtredende i apnet palegg lagret ved 8°C, og ved 8°C/25°C for alle 3 péleggstypene, og de
resterende egenskapene var relativt stabile ved utlopsdato. Apnede pakker lagret ved 8°C viste
tydelig okt intensitet i negative sensoriske egenskaper sammenlignet med uapnede pakker lagret

ved samme temperatur.

Figur 4.18 viser intensiteten pa sensoriske egenskaper i pepperskinke. Pélegget hadde lavest
intensitet av fermnetert lukt og emmen lukt ved bade apnede og lukkede pakker ved alle

lagringstemperaturer, sammenlignet pa kokt skinke og kyllingpélegg.

Intensiteten av fermentert lukt og emmen lukt var hoy i apnet pakke lagret ved 8°C for kokt

skinke ved utlopsdato (Figur 4.17).

Hoye nivé av fermentert lukt og emmen lukt er tilstede i &pnede pakker av kyllingpalegg lagret
ved 8°C, ved 8°C/25°C og ved 4°C/25°C (Figur 4.16). Kyllingpalegg har storst forskjeller i grad

av intensitet mellom apnede og lukkede pakker sammenlignet med pepperskinke og kokt skinke.
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Figur 4.16 Sensorisk bedemmelse av kyllingpalegg fra lagringsforsok 2.
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Figur 4.18 Sensorisk bedommelse av pepperskinke fra lagringsforsek 2.
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Figur 4.17 Sensorisk bedommelse av kokt skinke fra lagringsforseok 2.
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4.3 Identifisering av bakterier

Det ble gjennomfort identifisering av bakterier pavist fra overflater i produksjonsanlegg hos
produsent 1 og 2, for og under slicing og pakking. Utvalgte bakterier fra kjottpalegg produsert i disse
anleggene ble ogsa identifisert. Opptil 3 kolonier med tilsynelatende lik morfologi ble plukket fra
overflater hos produsenter og fra palegg. Sammensetning av bakterieflora i kjottpalegg ble bestemt
ved dyrkingsuavhengig analyse (Miseq, [llumina). Identifisering av kolonier ble utfort pa grunnlag av
16s rDNA-sekvensering. Detaljert beskrivelse av oppsett og valg av kolonier til identifisering er gitt i

avsnitt 3.8.1.

4.3.1 Identifisering av bakterier fra produksjonsmilje

Som tidligere nevnt i avsnitt 4.1, ble det pavist fa bakterier fra produktkontakflater for
produksjonsstart. I Tabell 4.4. er det listet opp bakterier pavist hos produsent 1 og 2, for og under
produksjon av kjettpélegg. Fra produsent 1 ble det pa vist 4 bakterier for produksjonsstart;
Lactobacillus (n=2), Staphylococcus (n=1) og Pseudomonas (n=1). To kolonier med lik morfologi
ble identifisert som Lactobacillus, og koloniene fra gulv/undersiden av linjen var morfologisk like,
men ble identifisert somulike bakterier, Staphylococcus og Pseudomonas. Staphylococcus (n=2) ble
funnet pa gulvet bade for og under produksjon av pepperskinke. Pseudomonas (n=2) ble ogsa funnet
pa gulvet for produksjonsstart, og pé sprettekniv under produksjon av pepperskinke. Lactobacillus

(n=2) var tilstede pa bla og hvite strikker (transportband) for produksjonsstart.

Under produksjon av pepperskinke ble det identifisert totalt 15 bakterieisolater (Tabell 4.4), og
Carnobacterium dominerte i produksjonsmiljeet. Koloniene pé sprettekniv hadde lik morfologi, men
ble identifisert som Carnobacterium (n=2) og Pseudomonas (n=1). Pa skjereblad og péaleggsavlaster
ble kolonier med ulik morfologi identifisert som Carnobacterium (n=8). Det ble ogsa identifisert

kolonier med lik morfologi som Leuconostoc (n=3) pa paleggsavlaster.

Sikkerheten pa identifisering av koloniene fra produsent 1 var >96% sekvenslikhet for alle
koloniene, med unnak av Pseudomonas pavist pa sprettekniv (62% sekvenslikhet) og Staphylococcus

pavist pa gulv/undersiden av produksjonslinjen (76%) under produksjon av pepperskinke.

Hos produsent 2 ble det pavist flere bakterier for produksjonsstart, serlig av linjen hvor kokt skinke
ble slicet og pakket (linje K). Fra denne linjen ble det identifisert totalt 15 bakterieisolater. Serratia
dominerer ved produksjonslinje K for produksjonsstart. Pa transportband ble det pavist Serratia
(n=5) som ble beskrevet med ulike morfologier. Serratia ble ogsa pavist pa metallvalsen (n=1). Pa

skumvalsen ble det pavist Pseudomonas (n=1), Brevibacerium (n=1), Lactobacillus (n=1),
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Carnobacterium (n=1) og Jeotgalicoccus (n=1). Pa skjereblad ble det pavist Enterococcus (n=1), og

kolonier med lik morfologi identifisert som Raoultella (n=2). P4 rode og gule strikker

(transportband) ble det pavist Lactobacillus (n=1).

Koloniene fra linje K (kokt skinke) ble identifisert med sikkerhet pad >97% sekvenslikhet for alle

koloniene med unntak av 2 Serratia pavist pa henholdsvis metallvalsen og transportbandet med

sikkerhet pa 53% og 82% sekvenslikhet pavist for produksjonsstart.

Fra linje F (kyllingpalegg) ble det identifisert 2 kolonier fra oppsamlingsbordet for produksjonsstart,

med ulik morfologi. Begge ble identifisert som Pseudomonas med 98% og 73% sekvenslikhet.

Tabell 4.4 Identifiserte kolonier pavist for og under produksjon av kjottpalegg hos produsent 1 og 2.

Produsent 1 Produsent 2
Miljo' Kontaktflater” Miljo' Kontaktflater®
Bakterieslekt For prod.’ Under prod.*  Fer prod.’ Under prod.*  For prod.’ For prod.” (n=11)
(n=2) (n=1) (n=2) (n=14) (n=6)
Carnobacterium X (P) X (Ko)
Serratia X (Ko) X (Ko)
Leuconostoc X (P)
Lactobacillus X X (Ko) X (Ko)
Staphylococcus X X (P)
Enterococcus X (Ko)
Raoultella X (Ko)
Brevibacterium X (Ko)
Jeotgalicoccus X (Ko)
Pseudomonas X X (P) X (Ko) X (Ky)

1 Provepunkter ved produksjonslinjen som ikke er i direkte kontakt med produktet

2 Provepunkter ved produksjonslinjen som er i direkte kontakt med produktet
3 Provepunkter tatt for produksjonsstart
4 Progvepunkter tatt under produksjon. Bokstavene i parantes refererer til paleggstypen som ble produsert ved provetaking.
P:pepperskinke, Ko:kokt skinke, Ky: kyllingpélegg.
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4.3.2 Identifisering av bakterier i kjottpalegg

Identifisering av utvalgte kolonier og bakterieflora i palegg fra lagringsforsgkene ble utfort ved delvis

sekvensering av 16S-rRNA-genet og ved dyrkingsuavhengig analyse (Miseq, Illumina). Koloniene

ble plukket hovedsakelig fra palegg platet ut ved utlopsdato inkubert aerobt pa PCA.

4.3.2.1 Identifisering av kolonier ved 16S-rDNA

Paviste kolonier fra palegg i lagringsforsek 1 (uapnede pakker lagret ved 4°C) er gitt i Tabell 4.5.

Kolonier fra pepperskinke, rokt skinke og kyllingpalegg er plukket ved utlopsdato. Kolonier

identifisert fra kokt skinke og servelat er fra et senere tidspunkt, da de var under deteksjonsgrensen

(<log 5 CFU/g.) ved utlepsdato. Koloni fra kokt skinke er plukket ved 1 uke over utlepsdato, mens

for servelat er koloniene fra 17 og 27 dager over utlopsdato. Det ble hovedsakelig valgt kolonier fra

PCA inkubert aerobt, men unike kolonier fra MRS inkubert aerobt ble ogsé valgt til sekvensering.

Totalt 48 kolonier ble identifisert fra lagringsforsek 1.

Basert pa plukkede kolonier ble det pavist sterst mangfold i rokt skinke, og flest kolonier pavist

sammenlignet med de andre paleggstypene. For kokt kokt skinke var bakterienivéet lavt ved 1 uke

over utlepsdato, og kun 1 koloni ble dyrket opp og identifisert. Leuconostoc og Lactobacillus er

tilstede 1 alle paleggstypene, med unntak av kokt skinke. Det ble ogsa identifisering kolonier ved

utlopsdato for hel pepperskinke fra PCA inkubert aerobt. Alle kolonier fra overflate ble pavist som

Pseudomonas (n=29). Pseudomonas ble ikke pavist i de andre paleggstypene, heller ikke i skivet

pepperskinke.

Tabell 4.5 Paviste bakterieslekter fra ulike palegg i lagringsforsok 1.

Bakterieslekt Pepperskinke Rokt skinke' Kokt skinke’ Kyllingpalegg' Servelat®  Servelat'
' (n=14) (n=16) (n=1) (n=9) (n=3) (n=5)
Leuconostoc X (n=11) X (n=6) X (n=5) X (n=2) X (n=3)
Carnobacterium X (n=6) X (n=1)
Lactobacillus X (n=2) X (n=3) X (n=2) X (n=1)
Staphylococcus X (n=1) X (n=1)
Micrococcus X (n=1) X (n=1) X (n=1)
Karlingiomyces* X (n=1)

! Utlepsdato, “1 uke over utlepsdato, ’14 dager over utlgpsdato, 427 dager over utlgpsdato, *muggsopp

62



I Figur 4.19 og Figur 4.20 er paviste bakterieslekter fra palegg i lagringsforsek 1 fordelt pa
naringsmediene de ble plukket fra, henholdsvis PCA og MRS. Totalt 25 kolonier ble plukket fra
PCA, mens 23 kolonier ble plukket fra MRS. Andel péviste Leuconostoc, Carnobacterium og
Staphylococcus er relativt like ved begge naringsmediene. Leuconostoc dominerete ved bade PCA
og MRS. En sterre andel Lactobacillus er pavist pA MRS i forhold til pa PCA. Det ble pavist de

samme bakterieslektene pa begge mediene, med unntak av Micrococcus pa PCA og Karlingomyces

(muggsopp) pd MRS.

50, 4%

[~}
M [euconostoc Leuconostoc

M Lactobacillus M Lactobacillus

. M Carnobacterium
M Carnobacterium

M Staphylococcus
¥ Staphylococcus PRy
M Karlingiomyces
M Micrococcus gromy
Figur 4.19 Paviste bakterieisolater fra lagringsforsok 1. Figur 4.20 Paviste bakterieisolater fra lagringsforsok 1.
Isolatene er plukket fra PCA inkubert aerobt (n=25). Isolatene er plukket fra MRS inkubert aerobt (n=23).

Lagringsforsek 2 var mer omfattende enn lagringsforsek 1, og flere kolonier ble identifisert fra
lagringsforsek 2 (pepperskinke, kokt skinke og kyllingpalegg). For detaljert beskrivelse av oppsett og
utforelse, se Materialer og metoder, avsnitt 3.5.2. Det ble identifisert 47 bakterieisolater fra
pepperskinke, 41 fra kokt skinke og 38 fra kyllingpélegg. Totalt 127 kolonier ble identifisert fra
palegg i lagringsforsok 2.

Leuconostoc og Pseudomonas er pavist i alle paleggstypene (Tabell 4.6). Leuconostoc var tilstede i
apnede og lukkede pakker, mens Pseudomonas var pavist i apnede pakker. En relativt stor andel
Carnobacterium var tilstede i kokt skinke og kyllingpalegg, men ikke pavist i pepperskinke. Derimot
ble det pavist Lactobacillus 1 pepperskinke, men ikke i de andre paleggstypene. Pepperskinke har
storst diversitet med 7 ulike bakterieslekter pavist. I kyllingpalegg ble det pavist 5 ulike
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bakterieslekter, mens 4 ulike bakterieslekter ble pavist i kokt skinke. Flertallet av Brochothrix ble
pavist i kyllingpélegg, men ble ogsa identifisert fra pepperskinke. For pepperskinke er det lavere
diversitet 1 &pnet pakke lagret ved 4°C sammenlignet med &pnet pakke lagret ved 4°C /25°C. For
kokt skinke er tilfellet omvendt; apnet pakke lagret ved 4°C/ 25°C viste storst diversitet. I
kyllingpalegg er det pavist Pseudomonas, Leuconostoc og Brochothrix ved apnet pakke lagret 4°C.
De to sistnevnte slektene er ogsé pavist ved 4°C /25°C, i tllegg til Carnobacterium. 1 udpnede pakker
av kokt skinke, ble det pavist Carnobacterium ved bade 4°C og 8°C som eneste identifiserte

bakterieslekt.

Statistisk ssmmenheng mellom dominerende slekter i &pnet og uapnet produkt ble testet med Fishers
eksakt test. Det var ikke statistisk forskjell (p>0.05) om slektene Lactobacillus, Carnobacterium,
Brochothrix, eller Pseudomonas dominerte i lukkede eller 4pnede péleggspakker. Prosentvis

fordeling av Leuconostoc var hgyere (p<0.05) 1 udpnede enn i dpnede pakker.
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Tabell 4.6 Identifiserte isolater fra palegg i lagringsforsek 2. er fra pilegg lagret Apnet og udpnet ved utlepsdato ved angitte lagringstemperaturer. I parantes er det oppgitt antall
bakterier identifisert av hver slekt. Totalt antall bakterier identifisert er oppfort etter hver paleggstype.

Bakterieslekt Pepperskinke (n=46) Kokt skinke (n= 43) Kyllingpalegg (n=38)

Carnobacterium X (8) X (6) X (5) X (1) X(7) X @3)

Leuconostoc X 4) X 4) X(3) X(7) X (6) X 3) X (5)

Brochothrix X (1) X 3) X (6) X (2)

Staphylococcus X (1) X (1)
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I Figur 4.21 og Figur 4.22 er paviste bakterieslekter fra pepperskinke, kokt skinke og
kyllingpélegg fordelt pa neringsmediene de ble plukket fra. Totalt ble det plukket 96 kolonier
fra PCA, og 31 fra MRS. Fra PCA ble det identifiert 8 ulike bakterieslekter, mens for MRS ble 4
ulike bakterieslekter pavist. PA PCA dominerte Pseudomonas, og pAa MRS dominerte
Leuconostoc. De fire bakterieslektene pavist pA MRS, Carnobacterium, Leuconostoc,
Lactobacillus og Staphylococcus, er ogsa pavist pa PCA. 1 tillegg er det pavist bakterieslektene

Janthinobacterium, Pseudomoas, Brochothrix og Micrococcus pa PCA.
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¥ Staphylococcus
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Figur 4.22 Identifiserte bakterieisolater fra

Figl{r 4.21 Identifiserte bakterieisolater fra lagringsforsok 2. Isolatene er plukket fra MRS
lagringsforsok 2. Isolatene er plukket fra PCA inkubert aerobt (n=31)

inkubert aerobt (n=96).

4.3.2.2 Identifisering av bakterieflora ved dyrkingsuavhengige analyser

Identifisering av bakterieflora ble gjennomfort ved bruk av dyrkningsuavhengige analyser (16S
rDNA sekvensering ved bruk av Miseq) pa paleggsprover fra lagringsforsek 1 og 2. Det ble ikke
oppnadd data for kokt skinke pa grunn av lavt celletall i provene. Figur 4.23 presenterer de mest

dominerende bakteriene i provene (andel >1% av totaltallet) fra palegg i lagringsforsek 1.

Figur 4.23 viser at bakteriefloraen i pepperskinke var domineret av Leuconostoc bade ved
utlepsdato (A1, A2), 7 (B1, B2) og 23 dager (C) over utlopsdato, og nivéet holder seg relativt
stabilt over tid. Resterende bakterieflora er identifisert som familien Lactobacillaceae og
ordenen Lactobacillales. Familien Lactobacillaceae dominerer bakteriefloraen i rokt skinke og
blir redusert 1 uke over utlopsdato (B). Samtidig eker andelen Leuconostoc fra utlepsdato (A) til
1 uke over utlopsdato (B). En liten andel Carnobacterium og ordenen Lactobacillales er ogsa

tilstede 1 rokt skinke ved begge lagringstidene, men i noe ulikt forhold. Kyllingpélegg viste
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nedgang over tid av Leuconostoc, og en ekning av Lactobacillaceae. Bakteriefloraen i servelat
viser stor diversitet, serlig ved utlopsdato (Al). I begge pakkene ved utlopsdato og ved 2 uker

over utlepsdato dominerer Lactobacillaceae, mens Leuconostoc dominerer ved 27 dager (E) over

utlepsdato.

100 % - i Acinetobacter
90 % ~ i Yersinia
80 % - M Pseudomonadaceae
70% + ® Bacilli
60 % 1 M Lactobacillaceae
jg:j: : H Weissella
309 - M Streptophyta
0% A M Pseudomonas
10% - M Brochothrix

B Lactobacillales

0% -
¥ Carnobacterium

® Lactobacillaceae (Other )

| M Leuconostoc

Produsent 1 | Produsent 2

Figur 4.23 Bakterieflora i palegg fra lagringsforsek 1. Bokstavene refererer til lagringstid. (A: utlepsdato, B: 1 uke over
utlepsdato, C: 23 dager over utlopsdato, D: 26 dager over utlepsdato, E: 27 dager over utlopsdato, F: 14 dager over
utlepsdato. 1 og 2 er fra ulike batch-nummer).

Figur 4.24 viser antall av ulike bakterier i palegg fra lagringsforsek 1. For pepperskinke, rokt
skinke og kyllingpélegg dominderer Leuconostoc, og resterende bakterieslekter er relativt stabile
over tid for samtlige paleggstyper. Niva av bakterieslektene endrer seg lite over tid. For servelat
ved utlopsdato (A1) dominerer Brochothrix og Lactobacillaceae. Det er relativt stor forskjell

mellom bakterieniva i servelat-pakkene ved utlopsdato.
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Figur 4.24 Antall av ulike bakterieslekter i paleggstypene ved ulike lagringstider. Bokstavene refererer til lagringstid. A:
utlepsdato, B: 1 uke over utlepsdato, C: 23 dager over utlopsdato, D: 26 dager over utlopsdato, E: 27 dager over
utlopsdato, F: 14 dager over utlepsdato. Tallene viser til produkter av samme paleggstype som er fra ulike batch-
nummer. *: Laveste deteksjonsniva (1,00¥10° CFU/g.) ble benyttet i utregningene. Antallet er beregnet pa grunnlag av
bestemt totaltall i provene og andel av de ulike bakterieslektene pavist etter dyrkningsuavhengig analyser.

Bakteriesammensetning i pepperskinke fra lagringsforsek 2, viste at det var relativt liten
bakteriediversitet med enkelte dominerende slekter ved samtlige lagringsbetingelser (Figur 4.25).
Leuconostoc og Lactobacillaceae varierer med & dominere ved ulike lagringsforhold. En mindre
andel Lactobacilliales er ogsa tilstede ved alle lagringsforhold. Prevene a, b, ¢ og d lagret lukket
ved 4°C, representerer 4 ulike paleggspakker. Pakke b skiller seg ut ved hoyere niva av
Leuconostoc, og lavere niva av Lactobacillacea, i forhold til de andre paleggspakkene lagret
under samme lagringsbetingelser. Det er forskjeller i bakterieflora i palegg fra samme batch-

nummer lagret under samme forhold.
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Figur 4.25 Bakterieflora i pepperskinke ved ulike lagringsbetingelser. Dyrkningsuavhengige analyser ble utfort pa fire

paleggspakker ( a, b, ¢c og d) med samme batch-nr. Bokstavene i parantes presenterer den gitte paleggspakken ved ulike

uttakstider.

I flere av lagringsbetingelsene hos kokt skinke var bakterienivéet under deteksjonsgrensen (Figur

4.26). Det var liten diversitet og fa slekter med forekomst over 1%. Leuconostoc og

Carnobacteriaceae dominerer ved ulike lagringsbetingelser, men det kommer ikke tydelig fram

hvilke lagringsforhold som er optimale for dominans. Pakke a og b lagret lukket ved 4°C var

under deteksjonsgrensen, mens i pakkene c og d har hgye nivé av henholdsvis Leuconostoc og

Carnobacteriaceae.
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Figur 4.26 Bakterieflora i kokt skinke ved ulike lagringsbetingelser. Dyrkningsuavhengige analyser ble utfert pa fire
paleggspakker (a, b, ¢, d) med samme batch-nr. Bokstavene i parantes presenterer den gitte paleggspakken ved ulike

uttakstider.
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Kyllingpalegg viser stor diversitet ved samtlige lagringsforhold (Figur 4.27). Som i tilfellene ved
pepperskinke og kokt skinke, er det ogsa ulikheter i bakterieflora i pakker fra samme batch-
nummer lagret under like forhold. Leucnostoc er tilstede ved alle lagringsforhold, med unntak av

paleggspakken lagret lukket ved 8°C ved utlopsdato.
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Figur 4.27 Bakterieflora i kyllingpalegg ved ulike lagringsbetingelser. Dyrkningsuavhengige analyser ble utfert pa fire
paleggspakker (a, b, ¢, d) med samme batch-nr. Bokstavene i parantes presenterer den gitte paleggspakken ved ulike

uttakstider.

4.4 DNA fingerprinting av isolater

Fingerprinting (typing) av utvalgte isolater ble utfort ved hjelp av to PCR-baserte metoder, som
beskrevet i Materialer og metoder, avsnitt 3.11. Hensikten med typingen var & fa mer kjennskap
til diversiten i bakteriene isolert fra palegg og fra overflater hos produsent 1 og 2. Sekvensering
av 16S-rDNA ga informasjon om bakteriene pa slektsniva, og typingen ga ytterligere
informasjon om diversiteten innen hver slekt pa stammeniva. Slektene Leuconostoc,
Pseudomonas og Lactobacillus ble pavist bade pa ulike paleggstyper og i produksjonsanlegg, og
ble derfor valgt til typing. Figur 4.30 og Figur 4.29 viser typing av de nevnte slektene utfort med
RAPD-PCR, mens typing utfert med rep-PCR er gitt i Figur 4.30 og Figur 4.31.

Resultatene viste at de ulike PCR-metodene ga ulik diskriminering av Lactobacillus og
Pseudomonas, med 6 og 5 ulike typingsprofiler for Lactobacillus fra henholdsvis rep-PCR og
RAPD-PCR. For Psedusomonas viste rep-PCR 9 ulike typingsprofiler, ssmmenlignet med
RAPD-PCR som viste 8 ulike typingsprofiler. For Leuconostoc viste bade rep-PCR og RAPD-
PCR 4 ulike profiler. Det ble pavist ulike profiler ved begge metodene, men ogsa like profiler for
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isolater fra samme slekt som var fra ulike typer palegg. Oppsummerte resultater, samt

identifisering ved 16S rDNA og kilden isolatene er plukket fra er gitt i Tabell 4.7.

Lactobacillus fra kyllingpalegg og fra pepperskinke viste lik profil fra RAPD-PCR (RAPD 4).
Dette er palegg som er produsert fra ulike produsenter. Typing av Leuconostoc ved hjelp av
RAPD-PCR viste at seks isolater (paleggsavlaster under produksjon av pepperskinke,
pepperskinke, rokt skinke, kokt skinke, og to isolater fra kyllingpalegg) hadde lik profil, RAPD-
profil nr. 6. Samtidig ble to andre isolater Leuconostoc fra pepperskinke diskriminert som like
profiler, RAPD-profil nr. 9. Rep-PCR viste ogsé at seks ulike isolater Leuconostoc ga samme
profil, delvis de samme isolatene med lik profil fra RAPD-PCR; begge isolatene fra
paleggsavlaster under produksjon av pepperskinke, tre isolater fra pepperskinke og ett isolat fra

rokt skinke (rep-profil nr. 7).

To andre isolater, en fra kyllingpélegg og en fra kokt skinke, viste samme profil av Leuconostoc

(rep-profil nr. 9).

Pseudomonas var den slekten som viste mest variasjon pa stammeniva, og dermed flest ulike
profiler. To isolater Pseudomonas (pepperskinke og kokt skinke) ga samme profil ved hjelp av

RAPD-PCR (RAPD15), mens rep-PCR viste at alle isolatene identifisert som Pseudomonas ga

ulike profiler.
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Figur 4.28 Genotyping av Lactobacillus og Leuconostoc med RAPD-PCR.
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Figur 4.29 Genotyping av Pseudomonas med RAPD-PCR.
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Figur 4.30 Genotyping av Lactobacillus og Leuconostoc med rep-PCR.
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Figur 4.31 Genotyping av Pseudomonas med rep-PCR.
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Tabell 4.7 Oppsummerte resultater fra typing med RAPD-PCR og rep-PCR. Tabellen viser kilden isolatene er plukket

fra, 16S identifisering og nummererte typingsprofiler.

Profiler typing
16S
Isolat Kilde RADP- RAPD-PCR
identifisering rep-PCR
PCR + rep-PCR

9A2B Blé/hvite strikker for Lactobacillus RAPDI1 Repl 1-1

produksjon (produsent 1)
B11A Rokt skinke* Lactobacillus RAPD 2 Rep2 2-2
B12 Rokt skinke* Lactobacillus RAPD 3 Rep3 3-3
KY13B Kyllingpélegg* Lactobacillus RAPD 4 Rep4 4-4
P42F1A Pepperskinke** Lactobacillus RAPD 4 Rep5 4-5
P43D1A Pepperskinke** Lactobacillus RAPD5 Rep6 5-6
TB2A Paleggsavlaster under Leuconostoc RAPD6 Rep7 6-7

prod. av pepperskinke
7B2B Paleggsavlaster under Leuconostoc RAPD7 Rep7 7-7

prod. av pepperskinke
PP12A Pepperskinke* Leuconostoc RAPD6 Rep7 6-7
BP12A Rokt skinke* Leuconostoc RAPD6 Rep7 6-7
KYIT1A Kyllingpélegg* Leuconostoc RAPDS Rep8 8-8
P42D6A Pepperskinke** Leuconostoc RAPD9 Rep7 9-7
P42E2A Pepperskinke** Leuconostoc RAPD9 Rep7 9-7
KYP6D2A  Kyllingpéalegg** Leuconostoc RAPD6 Rep9 6-9
KYP7EIC  Kyllingpélegg** Leuconostoc RAPD6 Repl0 6-10
KOP7E2B Kokt skinke** Leuconostoc RAPD6 Rep9 6-9
K5A3C Valser for produksjon Pseudomonas RAPD10 Repll 10-11

(produsent 2)
F7A1A Oppsamlingsbord fer Pseudomonas RAPDI11 Repl2 11-12

produksjon (produsent 2)
PB1AIS Hel pepperskinke* Pseudomonas RAPDI12 Repl3 12-13
P42F3A Pepperskinke** Pseudomonas RAPDI13 Repl4 13-14
P42F4B Pepperskinke** Pseudomonas RAPD14 Repl5 14-15
P43F1A Pepperskinke** Pseudomonas RAPD15 Repl6 15-16
KYP7E2A  Kyllingpéalegg** Pseudomonas RAPDI16 Repl7 16-17
KOP6F1A Kokt skinke** Pseudomonas RAPDI15 Repl8 15-18
KOP7D4B Kokt skinke** Pseudomonas RAPD17 Repl19 17-19

*Palegg fra lagringsforsek 1
**Palegg fra lagringsforsok 2
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S Diskusjon

5.1 Bakterieniva hos produsenter og pa produkter

Bakterie-,typer og niva ble kartlagt i kjottpalegg og pa overflater i produksjonsanlegg hos
produsent 1 og 2. Provene ble platet ut pa neringsmediene PCA og MRS og inkubert bade
aerobt og anaerobt. Da det ikke var signifikant forskjell (p>0,05) i bakterieniva mellom
naringsmedier og inkuberingsforhold, ble det avgjort & identifisere kolonier hovedsaklig fra
PCA inkubert aerobt. PCA er et neringsmedie som ikke er selektiv for spesifikke
mikroorganismer, og ble antatt & gi et representativt bilde av alle bakteriene tilstede i provene.
Bakterier som krever spesifikke naringskrav for vekst vil i mindre grad bli pavist pa PCA. Dette

kan ha fort til at enkelte forringere ikke ble pavist.

5.1.1 Bakterienivaer hos produsent 1 og 2

Resultatene fra provetakning hos produsent 1 og 2 viste at det var ulikheter i bakterieniva
mellom forskjellige kjottbedrifter (Figur 4.1, Figur 4.2 og Figur 4.3). Hos produsent 2 hadde
begge produksjonslinjene, som er uavhengige linjer, lave bakterienivéer bade for og under
slicing av produktene, sammenlignet med produksjonslinjen hos produsent 1. Bakterienivéet var

spesielt hoy under slicing av pepperskinke (produsent 1).

Vask av produksjonslinjen etter slicing av pepperskinke hos produent 1 var effektiv, da

bakterienivaet var lavere under slicing av rokt skinke.

Produsent 1 hadde gjennomsnittlig hoyere bakterieniva pa overflater som var i direkte kontakt
med prouktene, sammenlignet med overflater som ikke var kontaktflater (Tabell 4.1). Hos
produsent 2 var tilfellet motsatt for begge produksjonslinjene; bakterienivaet var lavest pa
produktkontaktflater og hoyest pa overflater som ikke var i direkte kontakt med produktene
(Tabell 4.2 og Tabell 4.3).

Produsent 1 har hoyere grad av manuell handtering av produktene sammenlignet med produsent
2. Hos produsent 1 ble blant annet hele kjottprodukter sprettet opp for hand. Dette krever
sprettekniv, sprettebord og skjarefjol, som er de forste kontaktflatene for kjettproduktene. Okt
manuell hindtering gir trolig ogsa okt sjanse for smitte av kjottpalegget. Eventuelle bakterier fra
emballasjen som produktet er pakket inn i, kan bli overfort til sprettekniven og skjarefjolen, og
videre til kjottet for det flyttes manuelt over til transportbéndet for slicing. Dette kan igjen fore til
videre kontaminering av produksjonslinjen. Manuell handtering kan vere en arsak til hoyere

bakterieniva pé produktkontaktflater under produksjon hos produsent 1.
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Hos produsent 1 ble det i tillegg til kjottpilegg, oppbevart og prosessert andre ravarer som ost og
spekemat. Disse produktene kan gi okt risiko for smitte mellom ulike typer révarer, og bidra til et

storre mangfold av bakterier generelt i produksjonslokalet.

Hos produsent 2 var det hoyere grad av automatisk handtering av palegg ved slicing og pakking.
Emballasjen som hele paleggsstykker var pakket inn i, ble fjernet automatisk i forste ledd av
produksjonslinjen ved begge produksjonslinjene. Dette gir redusert manuell handtering og

reduserer faren for kontaminering.

Det var ikke mulig & avdekke konkrete arsaker til forskjeller i bakterieniva pa overflater hos
produsent 1 og 2, men er trolig en kombinasjon av flere faktorer, som grad av manuell/
automatisk handtering av produktene, hygienetiltak utfort giennom produksjonsprosessen,
utforming av produksjonslinjen og anlegget generelt, renholdsrutiner for og under produksjon,

samt ulike produksjonsrutiner.

5.1.2 Bakterieniva i kjottpalegg

Bakterienivaet i pepperskinke lagret uapnet ved 4°C (lagringsforsek 1), ble malt ved utlepsdato,
7, 17 og 23 dager over utlopsdato. Bakterienivéet ved forste lagringstid var log 8,5 CFU/g og
synker til log 8,3 CFU/g 1 uke over utlopsdato. Ved 17 og 23 dager over utlopsdato okte
bakterienivaet til henholdsvis log 8,5 CFU/g og log 8,9 CFU/g. Ved &pning av paleggspakker og
lagring ved hoyere temperatur (lagringsforsek 2) var bakterienivéet i pepperskinke relativt stabilt
gjennom hele lagringsperioden, ogsa ved ulike lagringsbetingelser. Lagring av dpnede og
lukkede pakker viste liten forskjell i bakterieniva. Ved samtlige lagringsbetingelser var
bakterienivaet ca log 8,5 CFU/g for pepperskinke, med unntak av paleggspakken lagret dpnet til
utlopsdato ved 4°C og tidvis lagret ved 25°C, var bakterienivaet lavere (log 6,7 CFU/g).
Bakterieniva i pepperskinke lagret uapnet ved 8°C blir noe redusert fra utlopsdato til 1 uke over
utlopsdato, fra log 8,7 CFU/g, til log 8,5 CFU/g. Det stabile bakterienivaet i pepperskinke ved
bade apnede og lukkede pakker, og ved lave lave (4°C) og heye (8°C) lagringstemperaturer, kan
tyde pa at bakterienivaet allerede ved utlespdato er naer maksimum og vil derfor ikke utvikle seg
ved lengre lagringstid, hoyere lagringstemperatur eller ved a dpne pakkene slik at oksygen blir
tilgjengelig for bakteriefloraen pa palegget. Det var ikke signifikante forskjeller (p>0,05) i
bakterieniva (log CFU/g) fra utlepsdato til en uke over utlopsdato. Tilsvarende gjaldt for rokt

skinke hvor bakterienivaet endret seg lite ved lagring over lengre tid (Figur 4.5).

Bakterienivaet i hel pepperskinke ved utlopsdato, 14 pa log 4 CFU/g i kjernen av blokken, log 4,7

CFU/g pé overflate. Det var neermere 100.000 ganger hoyere bakterieniva i skivet pepperskinke i

forhold til hel pepperskinke pa utlepsdato (Figur 4.6). Dette kan tyde pa at slicing og pakking av
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pepperskinke bidrar til & overfore bakterier fra produksjonsmiljeet til ferdig produkt. Hel
pepperskinke har vaert varmebehandlet, men bakterienivaet kan tyde pa at varmebehandlingen
ikke har veert tilstrekkelig, eller at det har veert kryssmitte av skinken etter varmebehandling.
Siden det ble tatt prever av kun to hele pepperskinker, ber resultatene bekreftes med flere

gjentak.

Bakterieniva i kyllingpédlegg var hoyt ved alle lagringstider, serlig ved 1 uke over utlepsdato
lagret apnet ved 8°C / 25°C (log 9 CFU/g). Dette var det hoyeste bakterienivaet oppnadd
sammenlignet med alle paleggstypene (Figur 4.15). Sammensetning av bakterieflora vil vaere
pavirket av ravaren som palegget er produsert av. Bakteriefloraen i kylling kan besta av andre
mikroorganismer enn bakteriefloraen i svin, som kan vare en arsak til hoyere bakterieniva i
kyllingpédlegg. Andre faktorer som kan pavirke bakterienivaet er konserveringsmidler, pH i

produktet og pakkemetoden.

Bakterieniva i kokt skinke (lagringsforsek 1) var under deteksjonsgrensen (<log 5 CFU/g) ved
bade utlopsdato, 7 og 38 dager over utlopsdato for produkt lagret udpnet ved 4°C (Figur 4.5). Det
var forventet et hoyere bakterieniva i kokt skinke og fortynningene hadde deteksjonsgrense pa

log 5 CFU/g. Dette var ogsa tilfellet for servelat ved utlopsdato.

Kokt skinke (lagringsforsek 2) lagret uapnet ved 4°C to uker for utlopsdato viste hoyere
bakterieniva (log 4,7 CFU/g) enn ved utlopsdato (log 3,8 CFU/g). Arsaken til hoyere
bakterieniva 2 uker for utlopsdato i forhold til utlepsdato er uvisst (Figur 4.14). En mulig
forklaring kan veere forskjeller i bakterienivad mellom skivene i pakken, eller feilaktig utfort

fortynninger og utsding.

Béde kokt skinke lagret apnet ved 8°C og 8°C/25°C viste en reduksjon i bakterienivéet fra
utlopsdato til 1 uke over utlopsdato. For kokt skinke lagret &pnet ved 4°C og 4°C/25°C er tilfellet
motsatt, og bakterieniviet gkte fra utlopsdato til en uke over utlopsdato. Dette kan tyde pa at
bakterieveksten skjer raskere ved 8°C, enn ved 4°C, og at bakterienivaet har naddd sitt maksimum
raskere ved hoyere temperatur (8°C). Tilgang pa nedvendige naringsstoffer kan vare avgjerende
for & begrense maksimum for bakterievekst. Lagring utover dette tidspunktet forer til celleded og

bakterienivéet blir redusert.

Bestemmelse av bakterieniva i servelat ble utfort pa utlepsdato, 7, 14 og 27 dager over
utlopsdato (Figur 4.5). I servelat (misfarget/A2) var bakterieniva fra utlepsdato til 1 uke over
utlopsdato relativt stabilt (fra log 8,5 CFU/g til log 8,6 CFU/g), og okte fram til 14 dager over
utlepsdato (log 9,2 CFU/g). Etter 27 dager over utlopsdato var det en nedgang i bakterienivaet
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(log 7,5 CFU/g). En mulig arsak til dette kan vare at det fortsatt er naeringsstoffer tilgjengelig for
bakterievekst etter 1 uke over utlgpsdato, slik at populasjonen eker. Ved 27 dager over
utlopsdato har bakterieniva blitt redusert, noe som kan tyde pé at fa slekter har oppnadd

dominans. Begrenset tilgang pa naringsstoffer kan ha fort til celleded.

Uavhengig av lagringsbetingelser okte ikke bakterieniva utover log 9 CFU/g for samtlige
paleggsprodukter. Tidligere studier har vist at maksimum bakterienivé ved forringet kjottprodukt
lagret ved kjeleskapstemperatur ikke oversteg log 9 CFU/g (Borch et al. 1996; Gram ef al.
2002).

5.2 Paviste bakterier hos produsenter og i kjottpalegg

Identifisering av kolonier fra overflater hos produsentene ble utfort for & bestemme bakterieflora
tilstede i produksjonsanleggene. Utvalgte kolonier fra palegg ved spesifikke lagringstider ble
ogsé identifisert for & kunne kartlegge eventuelle forringere. Det var onskelig a se pa
sammenhengen mellom bakterier i produksjonsanlegg og bakterier i kjottpalegg. Det ble utfort
identifisering via bade dyrkingsavhengig og dyrkingsuavhengig analyse av palegg. Koloniene
ble plukket hovedsakelig fra PCA inkubert aerobt. Kolonier med unik morfologi fra MRS
inkubert aerobt ble ogsé identifisert. Tabell 4.4, Tabell 4.5 og Tabell 4.6 viser identifiserte

kolonier fra henholdsvis produsenter, palegg fra lagringsforsek 1 og 2.

5.2.1 Paviste bakterier hos produsent 1, pepperskinke og rekt skinke

Hos produsent 1 ble bakterieslektene Lactobacillus (n=2), Staphylococcus (n=1), og
Pseudomonas (n=1), pavist for produksjonsstart ved dyrkbar analyse. Dyrkningsuavhengig
analyse av provepunktene fra produsent 1 ble ikke utfort. Lactobacillus er den eneste
bakterieslekten som ble pavist bade for og under produksjon, og i begge paleggstypene.
Lactobacillus ble pavist pa bla/hvite strikker, som er en del av transportbandet. Alle produktene
passerer dette omradet, og det kan tyde pa at Lactobacillus ble overfort til produktet i lopet av
slicing og pakking. Leuconostoc ble pavist under produksjon av pepperskinke og i bade

pepperskinke og i rekt skinke.

I pepperskinke lagret apnet ble det pavist Pseudomomas, Leuconostoc, Janthinobacterium,
Lactobacillus og Micrococcus ved dyrkningsavhengig analyse. Carnobacterium ble pavist under
produksjon av pepperskinke, men ikke i produkt lagret &pnet. Bakteriene pavist i palegg kan ha
vert tilstede for produksjon, men ikke blitt pavist. Det er derfor uklart hvilke prevepunkter som

er smittekilden til palegget.
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Ved dyrkingsuavhengig analyse ble ogsa Leuconostoc, Lactobacillaceae og Lactobacilliales
pavist i pepperskinke. Slekten Lactobacillus pavist ved dyrkbar analyse, er klassifisert under
ordenen Lactobacillales og familien Lactobabacillaceae. Pavisning av de sistnevnte stemmer
overens med pavisning av Lactobacillus ved dyrkbar analyse. Sekvensering av et begrenset
omrade pa 16S rDNA, differensierte ikke alle bakterier pé slektsniva. For & oppna dette er det

nedvendig med mer dyptgéende sekvensering (dette ble ikke utfort i denne studien).

Pepperskinke viste relativt stabile niva av de ulike bakterieslektene ved samtlige lagringsforhold,
da Leuconostoc og Lactobacillaceae utgjorde store deler av total bakterieflora. Pepperskinke
lagret ved 8°C og tidvis ved 25°C ved utlepsdato, hadde den hoyeste andelen Lactobacillaceae
(omtrent 75% av total bakterieflora) sammenlignet med bakteriefloraen ved resterende

lagringsforhold.

Det ble pavist Pseudomonas ved dyrkingsavhengig analyse, fra hel pepperskinke, men ikke i
skivet, udpnet pepperskinke. Derimot ble en liten andel Pseudomonas (niva ca 1%) pavist ved
dyrkingsuavhengig analyse i skivet pepperskinke lagret apnet ved 4°C ved utlopsdato. Tidligere
studier (Borch et al. 1996; Nychas et al. 2008) har vist at Pseudomonas kan vare tilstede i
luftpakket og vakkuumpakket kjottpilegg, men ikke i MAP. Dersom Pseudomonas ble overfort
til produktene i lopet av produksjonen, vil de i liten grad hatt evne til & vokse i1 dette miljoet, da
Pseudomonas er avhengig av oksygen for god vekst. Ved épning av pakken vil imidlertid tilgang
til oksygen gi vekstmuligheter for Pseudomonas, som kan ha vert tilstede i pakken.
Pseudomonas ble pavist pd gulv/undersiden av linjen, men det er liten sannsynlighet for

kontaminering av produktene fra gulvet.

I rokt skinke ble Leuconostoc og Carnobacterium pavist ved dyrkbar og dyrkningsuavhengig
analyse. I tillegg ble Lactobacillus og Micrococcus pavist ved dyrkbar analyse, mens
Lactobacillaceae og Lactobacilliales ble pavist ved dyrkningsuavhengig analyse. Micrococcus
ble ikke pavist ved provetaking av produksjonslinjen, men er tilstede i bade pepperskinke og rokt
skinke. Dette tyder pa at Micrococcus kan ha vert tilstede i produksjonsmiljeet, men det er

uvisst hvilket provepunkt som var smittekilden.

5.2.2 Paviste bakterier hos produsent 2, kyllingpalegg, kokt skinke og servelat

For produksjon av kyllingpalegg ble det pavist Pseudomonas pa oppsamlingsbordet. Dette var

det eneste provetakningspunktet fra denne produksjonslinjen hvor det ble pavist bakterier.

Dyrkningsuavhengig analyse av provepunktene fra produsent 2 ble ikke utfort. Lactobacillus,

Leuconostoc, Karlingiomyces, Staphylococcus og Brochothrix ble pavist ved utlepsdato i

lukkede pakker av kyllingpalegg lagret ved 4°C ved dyrkbar analyse. Pseudomonas ble pavist i
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produkter lagret &pnet og var den eneste bakterien pavist for produksjon og i produktet. Dette
tyder pé at Pseudomonas kan ha blitt overfort til produktet via oppsamlingsbordet. Paviste
bakterier i produktet kan ha vaert tilstede pa provetatte overflater, men ikke blitt fanget opp, eller
de kan ha vert tilstede ved andre overflater ved produksjonslinjen som ikke ble provetatt. Det er

derfor uklart hvilken kilde bakteriene ble overfort fra.

Ved dyrkingsuavhengig analyse av kyllingpalegg ble det ikke pavist muggsoppen
Karlingiomyces eller Staphylococcus, men det ble pavist flere ulike bakterier, og dermed hoyere
diversitet i bakteriefloraen ved denne analysen enn ved dyrkbar analyse. Det er derfor storre

sikkerhet i resultatene fra dyrkningsuavhengig analyse.

Dyrkningsuavhengig analyse viste at det var forskjeller i bakterieflora i kyllingpalegg i
paleggspakkene apnet 2 uker for utlopsdato, til tross for at samtlige paleggspakker var lagret og
behandlet p4 samme mate (Figur 4.27). Da utgangspunktet i bakteriefloraen var forskjellig, har
de ogsa endret seg ulikt over tid (fra dpning til utlepsdato). Det ble pavist at Leuconostoc
dominerte i de fleste udpnede paleggspakkene, med unntak av pakken lagret uapnet ved 8°C. I
pakke a, b og ¢ har niva av Leuconostoc blitt redusert, mens i pakke d har nivaet holdt seg
stabilt. Grunnen til reduksjon av Leuconostoc, kan vare at tilgang pé oksygen og okte
lagringstemperaturer ga gode vekstvilkér for Carnobacteriaceae, Carnobacterium og
Brochothrix, og utkonkurrerte en andel Leuconostoc. 1 kyllingpalegg lagret uédpnet ved 8°C, var
nivéet av Leuconostoc nesten ikke eksisterende, mens 1 uke senere dominerte Leuconostoc
bakteriefloraen (70% av totalniva). Dette tyder ogsé pa at anaerobe forhold gir bedre vekst av
Leuconostoc, sasmmenlignet med aerobe forhold i kyllingpalegg. Tidligere studier har vist at
Leuconostoc ofte blir pavist i kjettpalegg lagret ved anaerobe forhold (Borch ef al. 1996; Nychas
et al. 2008).

Kyllingpalegg var den paleggstypen som viste det hoyeste nivaet av diversitet ved
dyrkningsuavhengig analyse, og hoye bakterieniva (CFU/g), sammenlignet med de andre
paleggstypene. De andre paleggstypene bestod hovedsakelig av svinekjott, og rdvaren kan vaere
en faktor som er arsaken til ulikheter i bakterieniva og bakterieflora. Ulike ravarer gir ulike
egenskaper for bakterievekst, som f.eks mengde fritt vann tilgjengelig for vekst, pH-verdien i
kjottet, og naringsstoffer som bakteriene trenger for & utfore metabolisme. I tillegg kan ulikheter

1 hygieneforhold og produksjonsrutiner pavirke utvikling av bakteriefloraen.

For produksjon av kokt skinke ble det pavist Pseudomonas, Brevibacterium, Lactobacillus,
Carnobacterium, Jeotgalicoccus, Raoultella, Serratia og Enterococcus. Produksjonslinjen til

kokt skinke viste storst diversitet av bakterier for produksjonsstart. Kokt skinke ble i mindre grad
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pavirket av bakterienes tilstedevaerelse ved produksjonslinjen. En arsak til dette kan vaere at en
mindre andel av bakteriene ble overfort til produktene, eller at konserveringsmidler tilsatt i
produktet og pakkemetoden (MAP) begrenset vekst av organismene nevnt ovenfor (Nychas et al.
2008). Ved dyrkbar analyse av kokt skinke ble det ikke detektert bakterier ved utlepsdato og 1
uke over utlgpsdato, da nivaet var under deteksjonsgrensen (<log 5 CFU/g), med unntak av 1
Micrococcus 1 uke over utlopsdato. Bade Leuconostoc og Carnobacterium ble pavist ved
dyrkbar og dyrkningsuavhengig analyse av kokt skinke lagret &pnet. Ordenen Lactobacilliales og
familien Lactobacillaceae ble pavist ved dyrkningsuavhengig analyse, og slekten Lactobacillus
ved dyrkbar analyse pa kokt skinke. Det er derfor en mulighet at Lactobacillus ogsa var tilstede
ved dyrkningsuavhengig analyse, da Lactobacillus er klassifisert under familien
Lactobacillaceae. Det er uvisst hva som var smittekilden til Micrococcus, da den ikke ble pavist
ved produksjonslinjen. Den kan ha veert tilstede ved andre overflater ved linjen som ikke ble

provetatt.

Da Carnobacterium og Lactobacillus ble pavist pa skumvalsen ved produksjonslinjen etter
renhold, er det en mulighet for at dette punktet var smittekilden. Lactobacillus ble ogsa pavist pa
rode og gule strikkband (transportband), og det er derfor en mulighet at dette provepunktet ogsa
kan ha veert smittekilden til kokt skinke.

Ved dyrkbar analyse ble det pavist Pseudomonas og Janthinobacterium i kokt skinke lagret
apnet. Disse ble ikke pavist ved dyrkningsuavhengig analyse. P4 skumvalsen ved
produksjonslinjen av kokt skinke ble det pavist Pseudomonas for produksjonsstart. Dette punktet
er ikke i kontakt med produktet, men det kan ha veert smittekilden for kokt skinke. Da
Janthinobacterium ikke ble pavist for produksjonsstart, kan den ha vert tilstede ved andre

overflater ved produksjonslinjen hos produsent 2 som ikke ble provetatt.

I kokt skinke som ble lagret apnet og tidvis ved 25°C, dominerte Leuconostoc, mens
Carnobacteriaceae dominerte 1 paleggspakkene lagret ved 4°C og 8°C (Figur
4.26).Bakterienivaet i paleggspakkene a og b som ble apnet to uker for utlopsdato var under

deteksjonsgrensen.

Provetaking av linjen hvor servelat ble skivet og pakket ble ikke utfort grunnet tidsmangel. I
servelat ble det funnet Leuconostoc, Carnobacterium og Staphylococcus 27 dager over
utlepsdato og Leuconostoc og Lactobacillus 14 dager over utlopsdato ved dyrkbar analyse
(Tabell 4.5). Det ble pavist stor diversitet i bakteriefloraen hos servelat ved dyrkingsuavhengig
analyse, ogsé i servelat (A1) som var under deteksjonsniva ved utlepsdato ved dyrkbar analyse

(Figur 4.23). En arsak til at dyrkbar analyse ikke ga resultater, skyldes antageligvis
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fortynningsfeil utfort for utplating. I servelatpakkene (A1 og A2) er det ulikheter i bakterieflora
ved utlopsdato (Figur 4.23). Disse pakkene er fra forskjellige batch-nummer, men har blitt lagret
pa samme mate for mikrobiologisk analyse ble utfort. Servelat A2 var misfarget for pakken ble
apnet, og kan ha veert en arsak til ulik bakterieflora i forhold til servelat Al. Dette tyder pa at det
er varierende bakterieflora og produktkvalitet mellom forskjellige batch-nummer. Resultatene
indikerer at gjentak av provene er nedvendig, for & oppna sterre sikkerhet i dataene, slik at ikke
tilfeldige resultater gir store utslag. Servelat er et farseprodukt som bestér av svin-, og storfekjott.

Dette kan veere en arsak til den heye diversiteten i produktet.

Kyllingpalegg og kokt skinke fra lagringsforsek 2 viste at det var ulikheter i bakterieflora og
bakterieniva i palegg ved forste uttak (to uker for utlopsdato) fra samme batch-nummer, som ble
lagret og behandlet p4 samme maéte. To av pakkene med kokt skinke (a og b) var under
deteksjonsgrensen to uker for utlopsdato (Figur 4.26). Derimot ble det pavist ulik bakterieflora
ved samme tidspunkt i pakkene ¢ og d (som ble lagret pa lik mate som pakkene a og b). I pakke
¢ dominerte Leuconostoc, mens Carnobacteriacea dominerte i pakke d. En érsak til dette kan
veare at det er utfordringer med produktkvalitet for kokt skinke og kyllingpalegg. En annen arsak
kan vaere at de provetatte produktene tilfeldigvis ble pakket med stort tidsintervall, slik at en av
pakkene ble slicet og pakket tidlig, mens den andre ble prosessert senere pa dagen.
Produksjonslinjene hos produsent 2 ble daglig rengjort etter at produksjonen ble avsluttet. Dette
kan ha fort til at de fa bakteriene som var tilstede etter vask og tidlig i prosessen fikk tid til &
formere seg, og bakterienivéet ved produksjonslinjen gkte over tid og ble i storre grad overfort til
produktene som ble slicet og pakket utover dagen. Det ble provetatt fa paleggspakker og
ulikhetene kan ha veert tilfeldig.

Det ble pavist noe ulik bakterieflora i palegg lagret dpnet og lukket, til tross for at de fleste av
bakteriene hadde evne til & vokse bade med og uten oksygen. Bakteriene Pseudomonas og
Janthinobacterium ble pavist i paleggspakker som hadde veert lagret apnet. Karlingiomyces
(muggsopp) ble pavist i lukket paleggspakke ved dyrkbar analyse. Bakteriene Lactobacillus,
Leuconostoc, Carnobacterium, Micrococcus, Brochothrix og Staphylococcus ble pavist ved bade

anaerob og aerob lagring av kjottpalegg.

Dyrkbar og dyrkingsuavhengig analyse paviste ulik bakterieflora i ulike typer kjottpéalegg.
Identifisering av plukkede kolonier basert pd morfologi kan ha gitt en upresis oversikt over
bakterier tilstede, da det ble pavist at kolonier med synlig lik morfologi ble identifisert som
forskjellige bakterier. Plukking fra PCA inkubert aerobt kan i tillegg ha fort til at viktige
forringere dyrket pA MRS ikke ble identifisert. Dyrkningsbetingelsene ved dyrkbar analyse kan i
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tillegg ha fort til seleksjon av spesifikke bakterier, og hemmet vekst av andre bakterier tilstede i
proven. Ved dyrkningsuavhengig analyse ble det pavist hoyere diversitet i palegg enn ved
dyrkbar analyse. Det ble ogsé péavist bakterier ved dyrkningsuavhengig analyse i flere av provene
som ikke ga vekst ved dyrkbar analyse. Dette tyder pa at dyrkningsuavhengig analyse i storre
grad paviste den reelle diversiteten i kjottpalegg enn de dyrkbare analysene utfort i denne

studien.

5.3 Sensorisk bedemmelse

I sensorisk bedemmelse av palegg fra lagringsforsek 1, var det relativt sma utslag i intensitet av
sensoriske egenskaper ved ulike lagringstider (Figur 4.7- Figur 4.11). Dette tyder pa at
produktene i mindre grad ble forringet ved 4°C i udpnede pakninger, ogsa ved lenge tid over
utlopsdato. I folge Mattilsynet er optimal temperatur for oppbevaring av kjettpalegg under 4°C
(Mattilsynet 2008), som var lagringstemperaturen benyttet i lagringsforsek 1. I bade
pepperskinke, rokt skinke 1 uke over utlepsdato, kyllingpélegg og i servelat 27 dager over
utlopsdato ble det pavist dominans av Leuconostoc ved dyrkningsuavhengig analyse. Disse
paleggstypene viste hoye nivaer av sensoriske egenskaper forbundet med god kvalitet. Dette kan

tyde pa at Leuconostoc ikke er en forringer i uapnet kjottpalegg.

Servelat 14 dager over utlepsdato var mer fermentert enn servelat 27 dager over utlopsdato. Ved
dyrkingsuavhengig analyse ble det pavist dominans av Lactobacillaceae (83% av totalniva) i 14
dager over utlepsdato, og Leuconostoc (86% av totalniva) i 27 dager over utlepsdato (Figur
4.11). Dette tyder pa at Lactobacillaceae, muligens slekten Lactobacillus, pavirker fermentering
i kjottpalegg i storre grad enn Leuconostoc. Det er kjent at Lactobacillus produserer melkesyre
som gjer at kjettpalegg blir fermentert, mens Leuconostoc produserer hydrogenperoksid som gir

kjottet gronlig farge (Borch ef al. 1996; Nychas et al. 2008).

I servelat-pakkene A1 og A2 (utlopsdato) ble det pavist forskjeller i bade bakterieflora og i
sensoriske egenskaper. Disse pakkene hadde ulike batch-nummer. Dette tyder pé at det er
ulikheter i bakterie-, niva og flora mellom palegg fra forskjellige batch-nummer. Disse
forskjellene gjenspeilet seg i sensorisk bedemmelse, og indikerer trolig kvalitetsforskjeller
mellom ulike pakker av servelat. Ulikhetene kan skyldes egenskapene i produktet eller

produksjonsforhold.

Det ble pavist sensoriske forskjeller mellom utlopsdato og referansepakken for servelat,
pepperskinke, rokt skinke og kyllingpélegg. Dette tyder pa at bakteriene i lukket pakning vokser
gradvis over tid fra produktet blir pakket. Det er pavist at blant annet melkesyrebakterier og

Brochothrix har evne til & vokse i MA med CO, (Nychas ef al. 2008), hvilket ogsa er tilfellet for
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disse produktene. Melkesyrebakterier ble pavist i alle paleggstypene som var lagret uépnet, og

Brochothrix ble pavist i kyllingpélegg og pepperskinke.

Kokt skinke fra lagringsforsgk 1 var det palegget som gjennom hele lagringsperioden viste
heyest niva av positive egenskaper og lavest niva av egenskaper forbundet med forringelse
(Figur 4.8). Bakterieniva i kokt skinke var under deteksjonsgrensen (<log 5 CFU/g) ved
utlopsdato, 7 og 38 dager over utlepsdato ved dyrkbar og dyrkningsuavhengig analyse. Det var
forventet et hoyere niva av bakterier og deteksjonsgrensen var derfor hoy. Det er uvisst hvilke

bakterieslekter som ga heye niva av egenskaper som er forbundet med god kvalitet i kokt skinke.

Bedommelse av palegg fra lagringsforsok 2 viste storre variasjon i intensiteten til de sensoriske
egenskapene. Pepperskinke (Figur 4.18) og serlig kyllingpalegg (Figur 4.16), viste hoy intensitet
av fermentert og emmen lukt i palegg lagret apnet ved 8°C og inkubert ved 25°C to timer daglig.
Dyrkingsuavhengig analyse viste at bakteriefloraen i pepperskinke var dominert av
Lactobacillacea (71% av totalniva), og en mindre andel Leuconostoc (20% av totalniva).
Kyllingpalegg var derimot dominert av Leuconostoc (55% av totalniva), Carnobacterium (31%
av totalniva) og en mindre andel Brochothrix og Pseudomonas. Tidligere studier har vist at dette
er kjente bakterier knyttet til forringelse av varmebehandlet kjottpalegg (Borch ef al. 1996; Gram
et al. 2002; Nychas et al. 2008). Ubehagelige lukter og smaker, samt misfarging av kjottet er
typiske defekter som er forarsaket av forringelsesbakterier (Nychas ef al. 2008).

Apnet kokt skinke som tidvis ble lagret ved 25°C ble oppfattet som noksé fermentert, og det ble
pavist dominans av Leuconostoc. Kokt skinke lagret ved 8°C ved utlepsdato viste det hoyeste
nivéet av fermentert lukt, og var dominert av Carnobacteriaceae (92% av totalniva). Kokt skinke
(Figur 4.17) fremsto som mest forringet ved apnet produkt lagret ved 8°C, og har i mindre grad
blitt pavirket av inkubering ved 25°C to timer daglig, i forhold til pepperskinke og kyllingpalegg.
I pepperskinke og kokt skinke ble det pavist fa slekter ved dyrkningsuavhengig analyse ved
samtlige lagringsforhold. Fra lagringsforsek 2 hadde pepperskinke det laveste nivaet av
fermentert og emmen lukt sammenlignet med de andre paleggstypene. Kokt skinke og
pepperskinke lagret ved 8°C og inkubert 25°C to timer daglig hadde tilsvarende bakterieflora
som palegg som ble apnet to uker for utlopsdato. Det ble ikke gjennomfert sensorisk
bedommelse av palegg ved dette tidspunktet, men det er antatt at det ikke fremstar som forringet.
I begge disse péleggstypene ble det pavist fa bakterieslekter ved dyrkningsuavhengig analyse,
som varierte lite gjennom hele lagringsforseket, serlig for pepperskinke. Sensorisk bedemmelse
av kokt skinke viste bade negativ og positiv sensorikk av omtrent samme bakterieflora som ble

pavist ved ulike lagringsforhold. Tilsvarende var tilfellet for pepperskinke. Det er derfor uvisst
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hvilke bakterieslekter som i storre grad pavirket fermentering i pepperskinke og kokt skinke som

var lagret apnet.

5.4 Genotyping
Genotyping ble utfert for & evaluere diversiteten av like bakterieslekter pavist fra ulike kilder
(produksjonsanlegg og palegg). Det var onskelig & oppnd mer kunnskap om diversiteten innad i

hver bakterieslekt, og tilstedevarelse av like og forskjellige stammer i de ulike paleggstypene.

Ingen av Lactobacillus péavist hos produsent 1 (bld/hvite strikker), i pepperskinke eller 1 rokt
skinke hadde lik typingsprofil ved verken RAPD-PCR eller rep-PCR. Dette tyder pa at det var
ulike stammer av Lactobacillus som ble pavist fra de ulike kildene. Til tross for at ulike stammer
ble pavist, kan like stammer ha vert tilstede, da det er tilfeldig hvilke kolonier som ble plukket
til identifisering. Derimot hadde to Lactobacillus, en fra pepperskinke og en fra kyllingpélegg,
samme profil. Disse produktene var fra hvert sitt produksjonsanlegg, og det kan tyde pa at det er

like stammer tilstede i forskjellige produksjonsanlegg.

To stammer Leuconostoc ble pavist pa paleggsavlaster under produksjon av pepperskinke med
samme profil med rep-PCR (Rep 7), og ulike profiler med RAPD- PCR (RADP 6, RAPD 7). To
stammer, en fra pepperskinke og en fra rekt skinke hadde ogsé disse profilene (rep 7, og RAPD
6). Det kan tyde pa at disse bakteriene er like pa stamme-niva, slik at Leuconostoc fra

paleggsavalster ble overfort til pepperskinke og rekt skinke i lopet av produksjonen.

To andre Leuconostoc pavist i pepperskinke hadde RAPD-profil 6, samme som en av de paviste
Leuconostoc pa paleggsavlaster hos produsent 1. Disse hadde samme profil ved rep-PCR (rep 7)

som de nevnte ovenfor. Dette kan tyde pa at paleggsavlasteren var smittekilden til pepperskinke.

I kyllingpalegg og kokt skinke fra produsent 2 ble det pavist Leuconostoc med samme profil som
Leuconostoc fra pepperskinke, rokt skinke og péleggsavlaster hos produsent 1. Det tyder pa at

dette er en stamme som er pavist i palegg fra begge produsentene.

Rep-PCR viste at alle paviste Pseudomonas hadde ulike profiler. RAPD-PCR derimot, viste at to
av stammene, en fra pepperskinke og en fra kokt skinke, hadde samme profil. Disse
paleggstypene er fra ulike produsenter. Det er derfor uvisst smittekilden til Pseudomonas, da
paviste Pseudomonas fra produksjonsaleggene hadde forskjellige profiler i forhold til stammene
pavist i palegg. Pseudomonas viste storst diversitet pd stammeniva sammenlignet med

Leuconostoc og Lactobacillus.
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Det ble pavist ulike typingsprofiler mellom bakterier fra samme slekt. Dette tyder pé at det er
genetisk variasjon innad i bakterieslektene som ble pavist i produksjonsmiljo og i palegg. I visse
tilfeller ble imidlertid samme stamme, basert pa begge typingsmetodene, pavist fra bade
produksjonsanlegget og i paleggsproduktene. Resultatene tyder pa at rep-PCR og RAPD typing

kan vaere egnet for & pavise diversitet pa stammeniva og smittekilder i denne type studie.
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6 Konklusjon
Resultatene tyder pa at det er ulikheter i bakterieflora mellom produksjonsmilje. Det ble pavist
lite bakterier fra produksjonsanlegg, spesielt for produksjonsstart (etter renhold). Det er derfor i

storre grad usikkert hvilke smittekilder som overforte bakterier til produktene.

Bakterieniva, bakterieflora og sensorisk bedemmelse av palegg fra lagringsforsek 1 viste at
kjottpalegg hadde generelt god kvalitet, til tross for at det var kvalitetsforskjeller mellom
produkttypene. Disse resultatene kan tyde pa at kjottpalegg kunne hatt lengre holdbarhetsdato
enn den som er oppgitt ved udpnet tilstand, gitt at det ikke géar pa bekostning av matrygghet. Den
matbérne patogene L. monocytogenes, kan befinne seg i denne typen produkter og har evne til
vekst, selv ved anbefalt kjolelagring. Tilstedevaerelse av L. monocytogenes ble ikke testet i denne
studien, men kan veere en mattrygghetsutfordring for produkter som kjottpalegg med lang
holdbarhet som normalt ikke varmebehandles for konsum (Mattilsynet 2012). Resultatene tyder
ogsé pa at forringelse skjedde raskere da produktene ble eksponert for oksygen, og ved hoyere
lagringstemperaturer (lagringsforsek 2). Genotyping av identifiserte kolonier viste at det var stor
variasjon innad i dominerende bakterieslekter pavist i produksjonsmiljo og i kjettpalegg. Isolerte
bakterier fra produksjonsmilje og fra palegg gir grunnlag for videre studier for a pavise

sammenhenger mellom forringelse og egenskaper til bakterier.
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7 Forslag til videre arbeid

e Bekrefte resultatene fra denne studien med flere gjentak

e Inkludere flere produsenter og flere typer kjottpalegg

e Ta flere overflateprover i produksjonsanleggene for & avdekke mulige smittekilder

o Plate ut flere fortynninger for & fa sterre sikkerhet i resultatene

o Identifisere isolater til artsniva for mer sikker identifisering

e Vurdere identifiserte bakterienes evne til forringelse i belastningsforsek

o Kartlegge arsaker til ulikheter 1 bakteriesammensetning pavist i ulike produksjonsbatcher
fra samme paleggstype

e Undersoke mulighetene for forlenget holdbarhetsdato pa kjettpalegg
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Vedlegg 1: Medier og losninger

deMan, Rogosa and Sharpe agar (MRYS)
49,6 g MRS (Oxoid, Hampshire, England) ble lost i 800 ml. Milli-Q vann og autoklavert i 15
minutter ved 115° C. Losningen ble nedkjelt til omtrent 45° C pa vannbad fer den ble fordelt i

petriskaler. Etter avkjeling ved romtemperatur ble skélene oppbevart ved 4°C i lukket plastpose.

deMan, Rogosa and Sharpe broth (MRS-buljong)
41,6 g. MRS broth (Oxoid, Hampshire, England) ble lost i ble lost i 800 ml Milli-Q vann og

autoklavert i 15 minutter ved 121° C. Lasningen ble oppbevart i romtemperatur.

Plate count agar (PCA)

18,8 g PCA (Oxoid, Hampshire, England) ble lost i 800 ml Milli-Q vann og autoklavert i 15 minutter
ved 121° C. Lesningen ble nedkjoelt til omtrent 45° C pa vannbad for den ble fordelt i petriskaler.
Etter avkjoling ved romtemperatur ble skalene oppbevart ved 4°C i lukket plastpose.

Nutrient Broth (NB)
10,4 g. NB (Oxoid, Hampshire, England) ble lost i ble lost i 800 ml Milli-Q vann og autoklavert i 15

minutter ved 121° C. Lasningen ble oppbevart i romtemperatur.
Peptonvann

1 g. Bacto™ peptone (Oxoid) og 8,5 g. NaCl (Mereck) ble lost i 4 liter Milli-Q vann og pH ble endret
til 7,2. Peptonvannet ble autoklavert ved 121° C i 15 min.
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Vedlegg 2: Bakterieniva i kjottpalegg

Bakterieniva (log CFU/g) i palegg fra lagringsforsek 1 og 2.

Tabell Vedlegg 2 a Bakterieniva (log CFU/g) i servelat (lagringsforsek 1).

Servelat
Uttak MRS aerobt MRS anaerobt = PCA aerobt PCA anaerobt
Utlopsdato (A1) <5,00** <5,00 <5,00 <5,00
Utlopsdato (A2/ misfarget) 8,43* 9,21% 8,54 8,23*
1 uke over utlopsdato 8,65 8,51 8,64 8,62
14 dager over utlepsdato 8,30* 8,12* 9,21% 8,46*
27 dager over utlepsdato 7,28 7,35 7,45 7,33

*Under 30 kolonier
** Under deteksjonsgrensen (<log 5 CFU/g)

Tabell Vedlegg 2 b Bakterieniva (log CFU/g) i rokt skinke (lagringsforsek 1).

Rakt skinke

Uttak MRS aerobt MRS anaerobt PCA aerobt PCA anacrobt
Utlepsdato 8,35 7,62 7,64%* 7,80%*

1 uke over utlopsdato 7,39 7,23 7,73% 7,94%*

17 dager over utlepsdato 7,76* 7,75% 7,70* 8,11*

*Under 30 kolonier

Tabell Vedlegg 2 ¢ Bakterieniva (log CFU/g) i kyllingpalegg (lagringsforsek 1).

Kyllingpélegg

Uttak MRS aerobt MRS anaerobt PCA aerobt PCA anaerobt
Utlepsdato 7,88* 8,28%* 8,74* 7,85%

1 uke over utlopsdato 8,08* 7,34 8,15% 8,15%

26 dager over utlopsdato 8,20* 8,48 8,26* 8,30*

*Under 30 kolonier

Tabell Vedlegg 2 d Bakterieniva (log CFU/g) i kokt skinke (lagringsforsek 1).

Kokt skinke

Uttak MRS aerobt MRS anaerobt PCA aerobt PCA anacrobt
Utlepsdato <5,00%* <5,00 <5,00 <5,00

1 uke over utlopsdato <5,00 <5,00 5,00% 7,00%*

38 dager over utlepsdato <5,00 5,48%* <5,00 5,48%*

*Under 30 kolonier
** Under deteksjonsgrensen (<log 5 CFU/g)
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Tabell Vedlegg 2 e Bakterieniva (log CFU/g) i pepperskinke (lagringsforsek 1).

Pepperskinke

Uttak MRS aerobt MRS anaerobt PCA aerobt PCA anacrobt
Utlepsdato 8,51%* 8,55 8,57 8,67

1 uke over utlopsdato 8,54 8,47* 8,30* 8,51*

17 dager over utlepsdato 10,61 10,86 8,51 8,36*

23 dager over utlopsdato 8,31 8,51 8,78* 8,66

*Under 30 kolonier

Tabell Vedlegg 2 f Bakterieniva (log CFU/g) i hel pepperskinke (lagtingsforsek 1).

Hel pepperskinke
Uttak Prove MRS aerobt MRS anaerobt PCA acrobt PCA anaerobt
Utlepsdato A (overflate) = <2,00** <2,00 5,05% 4,85%
B (overflate) = <2,00 <2,00 4,06 4,28
C (kjerne) <2,00 <2,00 4,53% 4,33
V(vaeske) <1,00 <1,00 4,09 <1,00

* Under 30 kolonier
** Under deteksjonsgrensen (<log 5 CFU/g)

Tabell Vedlegg 2 g Bakterieniva (log CFU/g) i kyllingpalegg (lagringsforsek 2).

Kyllingpélegg
Uttakstid Lagringstemperatur AP net f@r . MRS PCA
mikrobiologisk uttak

2 uker for utlopsdato  4°C - 571" 5,82"
Utlepsdato 4°C + 8,58 8,64
Utlepsdato 4°C - 8,28 8,48
Utlepsdato 4°C/25°C* + 8,37 7,88
1 uke over utlopsdato  4°C + 8,36 8,55
1 uke over utlepsdato  4°C/25°C* + 8,51 8,77
Utlepsdato 8°C + 8,45 8,74
Utlepsdato 8°C - 6.88 7,23
Utlepsdato 8°C/25°C* + 8,65 8,68
1 uke over utlopsdato  8°C + 8,88 8,64
1 uke over utlopsdato  8°C/25°C* + 8,57 8,97
1 uke over utlopsdato  8°C - 7,53 7,55

* Under 30 kolonier pé skal
*lagret ved angitt lagringstemperatur og inkubert ved 25°C to timer daglig fra &pning til uttak



Tabell Vedlegg 2 h Bakterieniva (log CFU/g) i pepperskinke (lagringsforsek 2).

Pepperskinke
Uttak Lagringstemperatur flli)l?ri)tbt;irlogisk uttak MRS PCA
2 uker for utlopsdato 4°C - 8,59 8,53
Utlopsdato 4°C + 8,38 8,27
Utlepsdato 4°C - 8,52 8,49
Utlepsdato 4°C/25 + 7,82" 8,59
Utlepsdato 8°C + 5,64 8,40
Utlepsdato 8°C - 8,49 8,71
Utlepsdato 8°C/25°C* + 8,64 8,37
1 uke over utlopsdato  8°C - 8,71 8,51
* Under 30 kolonier pa skal
*lagret ved angitt lagringstemperatur og inkubert ved 25°C to timer daglig fra &pning til uttak
Tabell Vedlegg 2 i Bakterienivé (log CFU/g) i kokt skinke (lagringsforsek 2).
Kokt skinke
Uttakstid Lagringstemperatur A[')net f?r . MRS PCA
mikrobiologisk uttak
2 uker for utlopsdato 4°C - 5,00" 4,73°
Utlopsdato 4oC + 5,58 5,66
Utlepsdato 4°C - 3,48 3,78
Utlepsdato 4°C/25°C* + 5,99 6,20
1 uke over utlopsdato ~ 4°C + 7,28 7,34
1 uke over utlopsdato ~ 4°C/25°C* + 7,93 7,81
Utlepsdato 8°C + 6,45 6,46
Utlepsdato 8°C - 6,59 6,76
Utlopsdato 8°C/25°C* + 7,54 7,55
1 uke over utlopsdato  8°C + 6,13 6,05
1 uke over utlopsdato ~ 8°C/25°C* + 7,51 >5,48%*
1 uke over utlopsdato ~ 8°C - 5,27 5,24

* Under 30 kolonier pé skal

** Over deteksjonsverdi

*lagret ved angitt lagringstemperatur og inkubert ved 25°C to timer daglig fra &pning til uttak
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Vedlegg 3: Radata fra sensoriske bedemmelser av kjottpalegg

Tabell Vedlegg 3 a Sensorisk bedemmelse (lukt) av pepperskine fra butikk (lagringsforsek 1)

Dommer

Fermentert

Fjos

Kode | Produkt: Pepperskinke Svinekjott sur Metall |Pepper |Fjos | Syrlig (hvitpepper) Kjemikalier |Seot |Kjott | Kjoleskap | Kommentarer, lukt
103 183 | Lagret 15C, 2uker 5,1 2,6 4.4 4,7 3,9
102 | 183 |Lagret 15C, 2uker 2.4 21 1,0 3,0 ; o overflate/farge,
110 183 | Lagret 15C, 2uker 3,7 44 3,4 3,0 Kvalmende lukt,
emmen
103 221 | Over holdbarhetsdato 5,0 5,1 4,6 4.6 4,1 3,4
102 | 221 | Over holdbarhetsdato 8.6 2,1 1,0 Stor fargeforskjell
rode og hvitere felt
110 221 | Over holdbarhetsdato 4.6 5,6 1,9 3,3 4.0
Hvit pepper lukter
103 239 | Ved utlepsdato 52 1.8 47 49 40 fios
102 239 | Ved utlepsdato 43 3,8 4.5 2.8 fermentert
110 239 | Ved utlepsdato 4,0 4,7 3,9 3,3 4,5
103 | 433 |Nvinkiopt pdlegg, god 45 45 52 | 42 3.5
kvalitet, fryst
Nyinkjept palegg, god Lysere og merkere
102 433 kvalitet, fryst 3.2 7.3 3.3 3,6 felter
Nyinkjept palegg, god
110 433 kvalitet, fryst >0 3,3 4,3 2,5 3,0 3,7 Kvalmende lukt
Nyinkjept palegg, god
103 587 kvalitet, ikke fryst 4,1 4,5 4,7 4,0 3,6
L . Raétten appelsin
102 | sg7 |Nvinkjoptpdlegg, god 3.4 33 (ellers fra rommet?)
kvalitet, ikke fryst
Svakere lukt
Nyinkjept palegg, god
110 >87 kvalitet, ikke fryst 4.2 3,3 2.9 3.5 4.9
103 967 | En uke over utlopsdato 5,5 2,7 42 4.5 3,7 Hvit pepper =
fjoslukt
102 967 | En uke over utlopsdato 3,0 3,1 2,9 3,4 1,6 Svakere lukt
110 967 | En uke over utlopsdato 42 3,0 3,9 2.8 3,5 3,5
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Tabell Vedlegg 3 b Sensorisk bedemmelse (lukt) av pepperskinke fra produsent fra lagringsforsek 1.

Kode |Produkt: pepperskinke Syrlig | Metall | Kjott | Fermentert(sur) | Set Fjos Kjoleskap | Emmen | Krydder E:lﬂper Kommentarer
Nyinkjept pélegg, god kvalitet, Lukter veldig fjos pga hvit
129 | ikke fryst REF 4,80 3,90 2,80 1,00 2,50 5,60 1,00 1,4 pepper
Nyinkjept pélegg, god kvalitet,
129 |ikke fryst REF 4,80 2,80 2,80 1,00 2,30 1,10 1,00 5
Nyinkjept pélegg, god kvalitet,
129 |ikke fryst REF 1,00 5,60 6,20 1,00 1,00 4,20 2,60 X
350 | Over holdbarhetsdato 3,90 4,50 3,10 1,00 3,70 6,10 1,00 3,1 Fjos pga hvit pepper
350 | Over holdbarhetsdato 1,00 4,80 3,40 2,25 2,25 5,60 1,00 3,4
350 | Over holdbarhetsdato 1,00 6,10 6,10 2,25 1,00 5,60 1,60 Fjos hvit pepper
486 | En uke over utlopsdato 2,80 3,60 3,10 2,60 3,90 5,00 1,00 3,4 Cecculose, treverk
486 | En uke over utlgpsdato 1,50 4,30 4,00 1,00 1,00 4,10 1,00 3.3
486 | En uke over utlopsdato 1,10 5,60 6,20 1,00 1,00 2,50 2,50
Fjos pga av hvit pepper,
553 | Ved utlepsdato 2,20 4,00 2,80 3,40 3,10 5,10 1,00 2.8 cellulose, treverk
553 | Ved utlepsdato 1,90 4,20 4,30 1,00 1,60 2,80 1,00 4,2
553 | Ved utlepsdato 1,00 5,60 5,60 1,80 1,00 3,10 2,50
Nyinkjept pélegg, god kvalitet,
627 | fryst 5,60 5,00 5,10 1,00 1,70 4,50 1,00 Fjos pga hvit pepper
Nyinkjept pélegg, god kvalitet,
627 | fryst 5,60 2,80 3,90 1,00 3,40 1,10 1,00 3,6 Litt blomsteraktig sot lukt
Nyinkjept pélegg, god kvalitet,
627 | fryst 1,30 5,60 6,75 1,00 1,00 2,25 1,30 X
942 | Lagret 15C, 2 uker 4,00 5,00 4,50 1,00 3,40 5,60 1,00 2.5 Fjos pga hvit pepper
942 | Lagret 15C, 2 uker 1,90 4,50 4,20 1,00 3,10 5,50 1,00 2,7 Réne lukt
942 | Lagret 15C, 2 uker 1,10 5,40 6,10 1,00 1,00 2,80 2,10
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Tabell Vedlegg 3 ¢ Sensorisk bedemmelse (lukt) av servelat fra lagringsforsek 1.

Fermentert
Dommer | Kode | Produkt: Servelat Svinekjott | Krydder | (sur) | Syrlig | Kjoleskap | Metall | Fett | Set | Eddik | Krydder | Rekt | Kommentarer, lukt
103 156 En uke over utlopsdato 5,4 4 4.5 1,5 3,5
102 156 En uke over utlopsdato 5,4 5,55 5,2 3,7 2.5
110 156 En uke over utlopsdato 3,8 3 4.4 3,3 5,4 | muskat
Nyinkjept palegg, god
103 303 kvalitet, ikke fryst 4.4 2 2 2,9 3,7
Nyinkjept palegg, god
102 303 kvalitet, ikke fryst 3,8 4,7 4,4 3,4 2,9 3
Nyinkjept palegg, god
110 303 kvalitet, ikke fryst 3,5 5,5 2,6 4 4,5 | muskat, medister
Nyinkjepr palegg, god
102 383 kvalitet, fryst 4,4 6 3,5 1,6 4
Nyinkjept palegg, god
103 383 kvalitet, fryst 5,6 4,1 2,7 3,3 Kjoleskap
Nyinkjept pélegg, god
110 383 kvalitet, fryst 3,5 3,4 3,4 | plast, hay, gress
103 395 27 dager over utlgpsdato 5,6 3,6 2 1,4 3,6
102 395 27 dager over utlgpsdato 2 2,3 6 5 2,9 2,1 Muskat, pepper, lever
Kjoleskap, muskat, lav
intensitet lukt,
110 395 27 dager over utlopsdato 4,7 4 2,5 3,2 | krydderprikker
103 455 Over holdbarhetsdato 5 2,5 2,3 3 Kjoleskap
Lite fuktig felt pa
102 455 Over holdbarhetsdato 3 2.9 4,1 3,6 | overflaten svakere lukt
110 455 Over holdbarhetsdato 3,3 5,8 4 3,8 4.4
103 482 Ved utlgpsdato 5.4 1,8 3,3 1,8 3,7
102 482 Ved utlgpsdato 2.4 3,8 4 3,8
110 482 Ved utlgpsdato 4,1 3 49 2.3 3,2 | sennep
103 844 14 dager over utlgpsdato 2,9 1,8 2 1,9 42
Raétten, Vatt fuktig fett
102 844 14 dager over utlopsdato 8,4 1 3,6 felt pd midten
110 844 14 dager over utlopsdato 3,8 3 3,3 4.4 5,4 | plast, sennep
103 956 Lagret 15C, 2 uker 1,5 1,5 6,5 5 4,3 3,7
Kjemikalie, Vat/svett pa
102 956 Lagret 15C, 2 uker 5,3 7,2 1 3,7 midten
Kvalmende lukt, brunst,
110 956 Lagret 15C, 2 uker 4,8 5 2,1 |involler, emmen
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Tabell Vedlegg 3 d Sensorisk bedemmelse (lukt) av kyllingpalegg fra lagringsforsek 1.

Rokt,
Dommer | Kode | Produkt: Kyllingfilet Emmen, sot, Fermentert, Kommentarer, lukt
Metall | Syrlig | Kjoleskap sot Eddik | kjeere sur Kjott | Kjemikalie
Nyinkjopt palegg, god kvalitet, ikke For, Emmen, ufrisk
103 852 | fryst 4,5 1,1 (kyllingfjos), kaldlukt
Ujevn farge/hvithet ser slapp
Nyinkjopt palegg, god kvalitet, ikke og innsunken ut blass torr
102 852 | fryst 5,45 1 49 3,9 gulaktig felt, kattetiss
Nyinkjept palegg, god kvalitet, ikke
110 852 | fryst Urin, V&t hund (brunst)
103 422 | Nyinkjept palegg, god kvalitet, fryst 4,2 1,1 3,3 Suraktig svinekjott
102 422 | Nyinkjopt pélegg, god kvalitet, fryst 4,7 3,9 Saltlake, blod, kattetiss
110 422 | Nyinkjopt pélegg, god kvalitet, fryst 5 3,3 4,5
103 654 | Ved utlgpsdato 4,4 3,3 Suraktig svinekjottaktig lukt
Blod, Bred skorpe, mye vann
102 654 | Ved utlepsdato 6,1 2 6,3 6,7 4.4 1 pa overflaten, blass , papp
110 654 | Ved utlepsdato 4,9 3,5 3,9 Fermentert lukt
103 218 | En uke over utlgpsdato 4,1 2,5 4,2 (Kyllingaktig lukt)
102 218 | En uke over utlgpsdato 3,8 Svak lukt vatt omréade, papp
110 218 | En uke over utlgpsdato 5,2 4 3,6 2.8
Terr innsunken/klumpete
102 706 | Over holdbarhetsdato 5,6 1 5,4 7 overflate blek
103 706 | Over holdbarhetsdato 4 1 3,6 Fermentert, sur
110 706 | Over holdbarhetsdato 4,7 3,2 2.8 Fermentert lukt
Lukter som skinke pé boks
(picnic). Kald lukt, emmen
103 399 | Lagret 15C, 2 uker 4,35 1,1 2.9 Tukt
Saltlake, Morkere felt, mange
102 399 | Lagret 15C, 2 uker 4,3 4,7 4,6 sprekker bradskorpe lukt
110 399 | Lagret 15C, 2 uker 4,7 2.8 3 3,7 Kvalmende lukt, fermentert
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Tabell Vedlegg 3 e Sensorisk bedemmelse (lukt) av rekt skinke fra lagringsforsok 1.

Dommer | Produkt: beketokt skinke | Syrlig | Metall Kjott fsil:;lentert Set Fjes | Kjoleskap Royk |Emmen |Gjeer l]'l‘:;(l:e Kommentarer
Nyinkjept palegg, god
107 kvalitet, fryst 5,60 5,30 5,90 1,00 2,50 | 1,00 1,00 3,40
Nyinkjept palegg, god
107 kvalitet, fryst 3,70 3,30 4,50 1,00 2,50 1,00 1,00 5,00 Lukter som bacon
Nyinkjept palegg, god
107 kvalitet, fryst 1,60 5,00 3,80 1,00 1,00 | 1,00 1,60 Lukter rokt
310 Over holdbarhetsdato 2,00 3,90 2,70 3,00 3,40 | 1,00 1,00 2,80 3,30 Gjerlukt
310 Over holdbarhetsdato 1,00 3,70 3,60 1,50 1,60 | 1,00 1,00 4,80
310 Over holdbarhetsdato 1,10 5,30 5,80 1,00 1,10 1,00 3,40
576 Ved utlopsdato 1,90 5,30 2,50 2,80 2,25 3,40 1,00 2,80 Urinlukt
Litt suraktig lakelukt
576 Ved utlopsdato 2,25 5,00 4,50 1,10 1,80 1,00 1,00 5,80 | Lukter mye svin
576 Ved utlopsdato 1,40 5,40 6,50 1,00 1,00 1,00 3,00
758 En uke over utlopsdato 4,20 5,50 4,70 1,00 2,25 1,90 1,00 1,70
758 En uke over utlopsdato 1,10 2,80 3,40 1,00 1,60 | 1,00 1,00 2,60 4,30
758 En uke over utlopsdato 1,10 4,40 5,00 1,00 1,00 1,00 2,50
873 Lagret 15C, 2 uker 2,50 4,00 3,40 2,80 4,30 | 2,60 1,00 2,50 4,00
873 Lagret 15C, 2 uker 1,10 4,30 3,60 2,25 1,20 | 1,00 2,60 1,70
873 Lagret 15C, 2 uker 1,00 5,30 1,40 4,70 2,20 | 1,00 2,10
Nyinkjept palegg, god
971 kvalitet, ikke fryst REF 5,40 4,00 4,80 1,00 2,20 | 1,00 1,00 4,00
Nyinkjept palegg, god
971 kvalitet, ikke fryst REF 4,20 3,70 3,30 1,00 3,00 | 1,00 1,00 4,30
Nyinkjept palegg, god
971 kvalitet, ikke fryst REF 4,00 4,50 4,20 1,00 1,00 | 1,00 1,10 Lukter rokt

100




Tabell Vedlegg 3 f Sensorisk bedommelse (lukt) av kokt skinke fra lagringsforsek 1.

Kode Produkt: kokt skinke Syrlig Metall Kjott Fermentert, sur Set Fjos Kjoleskap | Emmen | Kommentarer
328 Over holdbarhetsdato 4,20 6,40 4,50 1,00 2,70 4,40 1,00 3,70 Cellulose, treverk
Lukter kattetiss og svette, stra,
328 Over holdbarhetsdato 1,10 2,80 3,70 1,00 2,10 1,10 1,00 lukt
328 Over holdbarhetsdato 1,10 5,60 5,60 1,00 1,00 1,00 3,10
369 En uke over utlopsdato 1,90 5,30 2,70 4,20 3,40 1,00 2,80 3,60 Medister
369 En uke over utlopsdato 2,30 4,80 3,70 1,00 1,90 2,80 1,10 Litt kattetisslukt
369 En uke over utlopsdato 1,10 6,50 5,90 1,10 1,00 1,00 1,90
Nyinkjept palegg, god kvalitet, ikke
417 fryst REF 4,20 6,40 5,30 1,00 2,30 3,10 1,00
Nyinkjopt palegg, god kvalitet, ikke
417 fryst REF 1,90 4,80 4,60 1,00 1,10 3,30 1,00 Lukter litt som leverpostei/svin
Nyinkjept palegg, god kvalitet, ikke
417 fryst REF 1,60 5,30 6,20 1,00 1,00 1,00 1,70
518 Lagret 15C, 2 uker 2,50 5,70 3,70 3,40 3,70 4,30 1,00 4,80 Cellulose, treverk, svovel
518 Lagret 15C, 2 uker 1,40 5,20 3,70 3,00 2,60 1,10 1,10
518 Lagret 15C, 2 uker 1,10 5,30 5,80 1,00 1,00 1,00 2,80
622 Nyinkjopt palegg, god kvalitet, fryst 4,00 6,20 3,10 2,70 3,40 3,10 1,00 2,25 Cellulose, treverk
622 Nyinkjopt palegg, god kvalitet, fryst 4,30 3,60 4,80 1,00 2,10 1,10 1,00 Tenker pé aspik/gele
622 Nyinkjopt palegg, god kvalitet, fryst 1,00 5,60 5,60 2,30 1,00 1,00 2,30
942 Ved utlopsdato 3,50 4,70 4,50 1,00 2,80 1,90 1,00
942 Ved utlopsdato 1,00 5,00 3,60 1,00 1,90 3,70 1,00 Lukter litt som kattetiss
942 Ved utlopsdato 1,30 6,10 5,80 1,00 1,00 1,00 3,10
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Tabell Vedlegg 3 g Sensorisk bedommelse (lukt) av kokt skinke fra lagringsforsek 2.

. . . Syrlig | Set . Fermentert | _. . Emmen
Produkt | Lagringstemp | Produkt: kokt skinke lukt | Tukt Metallukt | Kjottlukt (sur) Fjoslukt | Kjoleskalpslukt lukt
KOP1  |8°C Lagret udpnet til utl. Dato. Uttak pa utl.dato 2,7 |32 6,4 4,8 23 3,0 4,6 3,5
KOP3G |8°C En skive. Pakken er &pnet 2 uker f/ utl.dato. Uttak pa 1.0 4.0 3.5 3.8 7.9 2.3 3.1 8.2
utl.dato.
En skive. Pakken er &pnet 2 uker f/ utl.dato. Uttak pa
KOP4 ° 1 2 2,1
OP4G | 8°C utl.dato. Inkubert pé 25°C daglig i to timer. 0] 36 33 3,5 6, ’ 35 >7
KOP5 4°C 4,4 3.8 52 5,7 1,0 2,1 3.3 2,3
Lagret uépnet til utl. Dato. Uttak pa utl.dato ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
KO 4°C En skive. Pakken er &pnet 2 uker f/ utl.dato. Uttak pa 3.4 3.4 5.9 5.5 1.1 2.6 3.4 3.0
P6G utl.dato.
En skive. Pakken er &pnet 2 uker f/ utl.dato. Uttak pa
KOP 4° . 2 4 4 1 2 1 42
OP7G ¢ utl.dato. Inkubert pa 25 °C daglig i to timer. 9 3 57 )7 8 7 5 ’
Tabell Vedlegg 3 h Sensorisk bedemmelse (lukt) av pepperskinke fra lagringsforsek 2.
Produkt | Lagringstem Produkt: pepperskinke Syrlig | Set Metallukt | Kjottlukt Fermentert Fjoeslukt | Kjoleskalpslukt Emmen
gringstemp - pepp lukt | lukt J (sur) J ! p lukt
P81 8°C Lagret uépnet til utl. Dato. Uttak pa utl.dato 32| 34 4,3 4,4 1,3 4,1 3,5 2,9
P3G g°C Eg ;l;ze. Pakken er apnet 2 uker f/ utl.dato. Uttak pa 10| 33 5.3 27 6.0 32 43 6.4
o En skive. Pakken er &pnet 2 uker f/ utl.dato. Uttak pa
P84G 8°C utl.dato. Inkubert pa 25°C daglig i to timer. 18 29 47 2,0 6,7 41 3.8 70
P41 4°C Lagret uépnet til utl. Dato. Uttak pa utl.dato 40| 33 5,3 5,9 1,3 3,3 2,9 3,5
PG 4°C Eg ;l;ze. Pakken er &pnet 2 uker f/ utl.dato. Uttak pa 27| 30 43 3.7 22 4.4 3.9 4.1
PA3G 4°C En skive. Pakken er &pnet 2 uker f/ utl.dato. Uttak pa 12| 35 43 2.9 53 45 43 5.1

utl.dato. Inkubert pa 25°C daglig i to timer.
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Tabell Vedlegg 3 i Sensorisk bedemmelse (lukt) av kyllingpalegg fra lagringsforsok 2.

Kode Lagringstemp | Produkt: kyllingfilet naturell lSuyl:‘tllg lsuﬂl:t Metallukt | Kjottlukt Z?lrgentert Fjoslukt | Kjoleskalpslukt ﬁlr;:tmen

KYPL | 8°C Lagret udpnet til utl. Dato. Uttak pa utl.dato 251 30 4.1 4.1 24 2,5 2.8 3.8
KYP3G | 8°C En skive. Pakken er &pnet 2 uker f/ utl.dato. Uttak pa utl.dato. 1,0 3.6 4.8 1.9 8,3 24 3.1 9.0
KYP4G | 8°C Eﬁ( Zl;lg/ri.pzaécgoeg Zrazlﬁl;e;iliﬁz f/ utl.dato. Uttak pa utl.dato. 10| 35 3.8 13 9.0 2.4 4.1 8.9
KYP6 | 4°C Lagret udpnet til utl. Dato. Uttak pa utl.dato 3,11 28 4.4 4.2 2.2 1.7 3.3 3.1
KYP6G | 4°C En skive. Pakken er &pnet 2 uker f/ utl.dato. Uttak pa utl.dato. 1,5 33 47 3.2 4.2 2.9 3.9 4.3
KYP7G | 4°C ]IEHIL lsll;cvri.plga;(oeg Zragllaize;[ t20 ﬁ(lire rf/ utl.dato. Uttak pa utl.dato. 10| 43 45 12 7.6 2.0 42 74

Intensitet

Sensoriske egenskaper

M Referanse

H Utlopsdato

i 1 uke over utlepsdato

M 17 dager over utlopsdato

i Utlepsdato, 15°C

Figur Vedlegg 3 a Sensorisk bedemmelse av pepperskinke fra produksjonsanlegg ved ulike lagringstider.
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