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Sammendrag

Mattrygghet og kvalitetssikring av ferske fjgrfeprodukter byr i dag pa flere utfordringer innen
fjerfeindustrien. Mikrobiologiske krav skaper stadig sterre behov for utvikling av nye
metoder for forbedret produktkvalitet, og bruken av ultrafiolett (UV) belysning ved

dekontaminering har de senere ar blitt mgtt med en gkende interesse.

Formalet med denne oppgaven var a se hvordan UV-lys kan pavirke mikrobiologisk flora
forbundet med fersk, skinnfri kyllingfilet. Ved & belyse kyllingprever med kontinuerlig UVC-
lys og puls UV-lys ble reduksjon i antall tilsatte bakterier undersgkt. Antibiotikaresistente
mutantstammer av forringelsesbakteriene Carnobacterium divergens og Pseudomonas spp.,
samt ESBL-produserende Escherichia coli, ble tilsatt kyllingprever benyttet i
belysningsforsgkene. Praver ble belyst med kontinuerlig UVC-lys i 5, 10 og 30 sekunder,
samt 1 og 5 minutter, ved bglgelengde 253,7 nm og lysintensitet 10 mW/cm?. Praver belyst
med puls UV-lys ble utsatt for ulike UV-doser mellom 1,6-18,0 J/cm?. Ingen store forskjeller
mellom belysningsmetodene ble observert ut ifra starrelsen pa bakteriedrapet, og generell
reduksjon for alle bakterieartene 1& mellom 1,0-3,0 log CFU/cm? kyllingfilet. Resultatene
indikerte god drapseffekt uavhengig av UV-dose, hvor gkt dose ga lite gkning i antall log-
reduksjoner. Eventuelle endringer i kvalitet og sensoriske produktegenskaper som fglge av
belysningen ble vurdert av et profesjonelt sensorisk dommerpanel og ved en mindre
forbrukertest. Belyste kyllingfileter viste kun lav indikasjon p& endring i sensoriske
egenskaper og produktkvalitet nar filetene ble utsatt for de starste UV-dosene. Forbrukerne
klarte ikke a skille mellom belyste og ubelyst kyllingpraver.

Belysning med kontinuerlig UVC og puls UV-lys viste seg a vere raske, enkle og effektive
metoder for reduksjon i bakterietall av C. divergens, Pseudomonas spp. og ESBL-
produserende E. coli. Metodene medfgrte kun marginale endringer i sensoriske egenskaper.



Abstract

Food safety and quality assurance of fresh poultry products involves several challenges in
today’s poultry industry. Microbial requirements have created increased demands in the
development of new methods for improved product quality. In recent years, the use of

ultraviolet (UV) light as a decontamination method has been met with increasing interest.

The aim of this thesis was to investigate the effect of UV light on microbial flora associated
with fresh, skinless chicken fillets. By illuminating chicken samples with continuous UVC
light and pulsed UV light, reductions in the number of added bacteria were examined.
Antibiotic resistant mutant strains of the spoilage bacteria Carnobacterium divergens and
Pseudomonas spp., were in addition to ESBL producing Escherichia coli added to chicken
fillets in the UV experiments. In the continuous UVC light experiments, samples were
exposed for 5, 10 and 30 seconds and 1 and 5 minutes, at a wavelength of 253,7 nm and
intensity 10 mW/cm?. Samples illuminated with pulsed UV light were exposed to different
UV doses between 1,6 and 18,0 J/cm?. No major differences between the applied illuminating
methods were observed in relation to the number of bacterial reductions. The general
reductions for all bacterial species were in the range between 1,0-3,0 logs CFU/cm? chicken
fillet. The results indicated good killing effect regardless of UV dose used, and increasing
dose gave only minor increase in the number of log reductions. Changes in the quality or
sensory properties as a result of illumination were assessed by a professional sensory panel
and by a smaller consumer test. Only minor changes in sensory properties and product quality
could be noticed when the fillets were exposed to the highest doses. The consumers could not

differentiate the illuminated chicken samples from an untreated control sample.

Experiments showed that illumination using continuous UVC and pulsed UV light were
effective, quick and easy methods for reducing bacterial counts of C. divergens, Pseudomonas
spp. and ESBL producing E. coli. The methods resulted in only marginal changes in sensory

properties.
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1.0 Innledning

Markedet for kyllingkjgtt og prosesserte kyllingprodukter har pa verdensbasis gkt betraktelig i
de senere ar. Siden 1960-tallet har gkningen i konsum vert betydelig, noe som hovedsakelig
skyldes lavere produksjonskostnader som igjen har fert til sterre produksjon, samt utvikling
av flere og varierte prosesserte fjorfeprodukter. | tillegg til en mer effektivisert
fjgrfeoppdrettsneering, har fokuset pa helsemessige fordeler ved inntak av hvitt fjerfekjatt
kontra redt storfekjgtt blitt betraktelig sterre (Keklik et al., 2010). Kyllingkjett er
ernaringsmessig gunstig da det er magert og proteinrikt, samtidig som innholdet av

flerumettede fettsyrer er relativt hgyt (Krishnan et al., 2014).

| Norge var inntaket av fjarfekjgtt i 2013 beregnet til 10,3 kg pr innbygger, en gkning pa 12,6
% fra aret for. Det totale kjgttforbruket har de siste arene hatt en svak gkning som fglge av gkt
forbruk av fjerfekjett, samtidig som konsumet av redt kjott har gatt ned (Animalia, 2014).
Som resultat av et gkende forbruk av kylling- og fjerfeprodukter har ogsa fokuset pa
mattrygghet og mikrobielle utfordringer blitt stgrre. Ferskt kyllingkjatt er et meget skjort
produkt da det er lett utsatt for mikrobiell kontaminering bade under og etter produksjon og
lagring. Oppblomstring av  forringelsesflora og sykdomsfremkallende (patogene)
mikroorganismer pa ferske fjgrfeprodukter, er for produsentene et stort gkonomisk problem
som farer til stadig utvikling av nye metoder for & forbedre produktkvaliteten. Generell
mattrygghet og kvalitetssikring av produktene er en stor utfordring for fjerfeindustrien
(Krishnan et al., 2014).

| denne oppgaven har formalet vert & se hvordan ultrafiolett (UV) lys kan pavirke
mikrobiologisk flora normalt forbundet med fersk, skinnfri kyllingfilet. Hovedfokuset var a
gke mattrygghet og forlenge produktholdbarhet ved & redusere kvalitetsforringende
mikroorganismer ved bruk av ulike doser UV-lys. | oppgaven ble kyllingfiletene tilsatt
aktuelle forringelsesbakterier og UV-belyst ved bestemte betingelser, hvor noen fileter ble
pakket og lagret for profesjonell sensorisk vurdering og for en mindre forbrukertest. Ved
undersgkelse av reduksjon i antall bakterier ble det benyttet bade kontinuerlig UVC-lys og

puls UV-lys.



2.0 Bakgrunn

2.1 Mikrobiologi og kvalitetsforringelse

Kyllingfilet og andre typer kjgtt anses som risikoprodukter blant matvareproduktene i dagens
marked. Kjgttets kjemiske sammensetning av lett tilgjengelige neringsstoffer, hayt
vanninnhold og pH-verdi (5,5-6,5) medfarer gode vekstbetingelser for oppblomstring av ulike
mikroorganismer om disse skulle vere tilstede. Mikrobiell vekst av forringelsesflora kan fare
til dannelse og nedbrytning av diverse komponenter som igjen endrer produktets sensoriske
egenskaper, og gjer Kjattet bade uegnet og lite tiltalende for menneskelig konsum. Resultatet
fra mikrobenes metabolisme farer spesielt til endring i Kjattets tekstur og farge, samt dannelse
av ulike lukt- og smaksstoffer. De mest vanligste stoffene som dannes under lagring av kjatt
er flyktige organiske komponenter som ofte kan veere ugnsket. Dette inkluderer alkoholer,
aldehyder, ketoner, frie fettsyrer, estere og svovelforbindelser (Casaburi et al., 2015;
Doulgeraki et al., 2012; Remenant et al., 2015). De organiske komponentene medfarer gjerne
illeluktende odgr samt gdeleggelse av vakuumpakkede produkter ved oppblaste pakninger
som fglge av gassdannelse. Produksjon av slim eller vaskedannelse er ogsa

kvalitetsforringelser som kan skje pa grunn av mikrobiell aktivitet (Remenant et al., 2015).

Basert pa kunnskap rundt noen kjemiske og fysiske parametere er det mulig a forutse hvilke
mikroorganismer som vil vokse og dominere under lagring av Kjett. For at ulike
mikroorganismer skal bidra til forringelse av et produkt, er situasjonen avhengig av
lagringsbetingelsene og produktets mikrobielle sammensetning. Temperatur og emballasjens
gassatmosfaere er noen av de viktigste faktorene nar det kommer til mikrobiell vekst og
seleksjon, siden atmosfaere med lav oksygenkonsentrasjon med eller uten tilstedeveerelse av
antimikrobiell gass vil fare til dominans av fakultativt, eller obligat anaerobe Gram-positive
bakterier. Kjott lagret aerobt og/eller under hagyere oksygentrykk vil gi grobunn for aerobe
eller fakultativ anaerobe Gram-negative bakterier, men forhgyet oksygentrykk kan igjen virke
veksthemmende. Bakterieslekter som oftest har blitt isolert fra ferskt kjott lagret ved lave
temperaturer, regnes som psykotrofe og inkluderer Acinetobacter, Pseudomonas, Brochothrix,
Flavobacterium, Psychrobacter, Moraxella, Staphylococcus, Micrococcus, Clostridium, samt

ulike slekter av familien Enterobacteriaceae. Melkesyrebakterier, deriblant inkludert
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Carnobacterium, er ogsa en meget vanlig del av kjattets mikroflora. Arter som spesielt hyppig
gar igjen blant forringelsesorganismene funnet pa Kjolelagret Kjott er Brochothrix
thermosphacta, Carnobacterium divergens og C. maltaromaticum, samt flere Pseudomonas-
arter. B. thermosphacta, de forannevnte Carnobacterium-artene, pluss Pseudomonas fragi er
alle bakterier som har blitt isolert fra ratt kjott lagret enten aerobt, pakket i modifisert

atmosfeere eller vakuum (Casaburi et al., 2015; Doulgeraki et al., 2012).

Mikroorganismer som ofte forbindes med ferskt kyllingkjgtt er Acinetobacter,
Carnobacterium, Pseudomonas, Brochothrix og Weissella. Disse bakterieslektene vokser
relativt raskt ved lave temperaturer, og har i tillegg til flere gjerarter stor innvirkning pa
holdbarhetstiden til ferske fjgrfeprodukter (Davies and Board, 1998). | forbindelse med
forringelse av kyllingkjatt lagret kjglig under aerobe forhold, har det i senere tid vist seg at
Carnobacterium ogsa er en meget viktig og dominant del av forringelsesfloraen slik som
Pseudomonas. Den siste bakteriearten som i tillegg er en dominerende forringelsesbakterie pa
kylling er ogsa her B. thermosphacta (Liang et al., 2012).

2.1.1 Carnobacterium

Slekten Carnobacterium er en gruppe melkesyrebakterier hovedsakelig isolert fra kjglige og
vandige omgivelser. Listen med definerte arter innen slekten er stadig under utvikling, men de
to viktigste artene som oftest isoleres fra mat og naturlige omgivelser er C. divergens og C.
maltaromaticum. Hyppige kilder for disse to artene er spesielt kjott og kjattprodukter, fjarfe,
meieriprodukter, samt fisk og diverse sjgmatprodukter (Laursen et al., 2005; Leisner et al.,
2007).

Artene innen Carnobacterium-slekten er Gram-positive, katalase- og oxidase-negative, samt
ikke-sporedannende staver (J6born et al., 1999). Carnobacterium ble tidligere antatt som en
del av slekten Lactobacillus, men ble pa slutten av 1980-tallet klassifisert som en ny
bakterieslekt. Likhetstrekkene med Lactobacillus er flere, men carnobakteriene skiller seg ut
ved den manglende evnen til & vokse ved pH 4,5 eller pa medium inneholdende acetat
(Collins et al., 1987; Davies and Board, 1998; Joborn et al., 1999). Carnobakteriene vokser
best ved hgyere pH-verdier, spesielt ved pH 7-9 (Davies and Board, 1998).
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Carnobacterium vokser godt ved lave temperaturer, taler fryselagring og opptining, samt er
tolerante ovenfor eksponering for hgyt trykk. Bakterieartene er aerotolerante og anaerob med
evne til & vokse ved forhgyede CO,-konsentrajoner (Leisner et al., 2007). C. divergens og C.
maltaromaticum er som nevnt to arter spesielt forbundet med mat, hvor de ofte er en
dominerende del av mikrofloraen pa kjelelagrede Kjett- og sjgmatprodukter, uavhengig av om
produktene er lagret aerobt, pakket i vakuum eller modifisert atmosfaere. Bakteriene finnes
ofte naturlig pa ratt storfekjett, svin, lam og fjerfekjett. For & kunne forarsake forringelse av
produktenes sensoriske egenskaper ma antallet bakterier vare over 10°-10" colony-forming
units (CFU)/g far bakterieaktiviteten er tilstrekkelig for merkbar pavirkning (Leisner et al.,
2007). Selve kunnskapen rundt carnobakterienes forringelsesegenskaper og hvilke ansvarlige
metabolitter som produseres er ikke fullstendig kjent (Laursen et al., 2005; Leisner et al.,
2007).

2.1.2 Pseudomonas

Bakterieslekten Pseudomonas tilhgrer gruppen Gram-negative bakterier og bestar av rette
eller svakt buede staver med polare flageller. Pseudomonas er en aerob, ikke-fermentativ
bakteriegruppe som bryter ned glukose ved hjelp av respiratorisk metabolisme, under fraveer
av gassdannelse. Det at bakteriene ikke danner gass, i tillegg til & vaere oxidase-positiv, er
begge karakteristiske egenskaper som gjer det lett & skille Pseudomonas fra andre Gram-
negative bakterier, som f.eks. Enterobacteriaceae. Pseudomonas er en ikke-sporedannende
organisme bestaende av flere arter, deriblant noen opportunistiske og obligate patogener for

dyr, mennesker og planter (Madigan et al., 2009).

Optimale vekstforhold for Pseudomonas er ved ngytral pH og i det mesofile samt psykrofile
temperaturomradet. Omradet for veksttemperatur varierer noe mellom de ulike artene, f.eks.
kan P. aeruginosa vokse opp til 43 °C, mens de fleste andre Pseudomonas-arter vokser best
ved lavere temperaturer. Siden Pseudomonas har evnen til & utnytte et stort mangfold av ulike
organiske komponenter som energi- og karbonkilde, er den en meget utbredt organisme med
evne til vekst og kolonisering i flere ulike miljger. Som fglge av et hayt genetisk mangfold,
samt metabolsk allsidighet, overlever bakteriene godt bade i jord, vann, luft og mat (Madigan
et al., 2009).
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| forbindelse med bedervelse og kvalitetsforringelse av mat, deriblant kylling, er
Pseudomonas en meget aktuell og dominerende mikroorganisme. De viktigste artene er her P.
fluorescens, P. putida, P. fragi samt P. lundensis. Spesielt utsatte matvarer er produkter av
storfekjett og fjgrfe, samt sjgmat og meierivarer (Casaburi et al., 2015; Davies and Board,
1998; Remenant et al., 2015). Ved bedervelse av kjgtt bestar ofte mer enn 50 % av
forringelsesfloraen, og noen ganger mer enn 90 %, av disse Pseudomonas-artene (Davies and
Board, 1998).

Mikrobeaktiviteten som starter produktets forringelsesreaksjon skyldes ferst og fremst
bakterienes glukose- og aminosyrenedbrytning. Nedbrytningen farer til dannelse av flere
flyktige, organiske komponenter som er med pa a endre produktets sensoriske egenskaper
(Casaburi et al., 2015; Davies and Board, 1998). Glukose forbrukes ferst, hvilket resulterer i
dannelse av flyktige aromaforbindelser med en fruktig og setaktig lukt, far
aminosyrenedbrytningen starter og produktet far en ratten og svovelaktig oder. Denne
prosessen skjer nér bakterietallet overstiger 10’ CFU/cm? (Davies and Board, 1998). En annen
egenskap hos Pseudomonas er evnen til & danne slim og biofilm, noe som ofte forekommer pa

kyllingkjett og kyllingprodukter (Remenant et al., 2015).

2.1.3 Brochothrix

Brochothrix er en gruppe Gram-positive, stavformede bakterier, neaert beslektet til
bakterieslektene Listeria, Staphylococcus, Clostridium og Bacillus (Kilcher et al., 2010).
Bakterier klassifisert som Brochothrix er ikke-sporedannende, katalase-positive, samt ikke-
bevegelige staver som kan vise karakteristiske forandringer i cellemorfologi under vekst.
Bakteriene er fakultativt anaerobe med optimumstemperatur mellom 20-25 °C, men vokser
fra 0 °C og opp til 30 °C. Vekst over 30 °C forekommer sjeldent (Vos et al., 2011).
Favoriserende vekstforhold for utvikling av Brochothrix er ngytral pH, hgy vannaktivitet,
samt hgy tilstedeveerelse av komponenter med lav molekylervekt, som frie aminosyrer og
nukleotider (Remenant et al., 2015).

Innen slekten Brochothrix finnes to ikke-sykdomsfremkallende arter kalt B. thermosphacta og

B. campestris. B. campestris har blitt beskrevet fra isolater fra jord og gress, mens B.
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thermosphacta forbindes med bedervelse av Kkjott og Kkjettprodukter lagret ved
kjgletemperaturer. Identifisering av B. thermosphacta har blitt gjort fra isolater fra flere
forskjellige dyrearter, deriblant fjgrfekjott og diverse kjottprodukter basert pa de ulike
dyreartene (Vos et al., 2011).

B. thermosphacta er en meget sentral organisme nar det kommer til bedervelse av kijgtt. |
tillegg til at bakteriene har evnen til a vokse ved lave temperaturer, har de egenskaper godt
tilpasset for oppblomstring i kjatt og kjettprodukter pakket i vakuum. Atmosfareforholdene i
denne type produkt er med pa a favorisere veksten av B. thermosphacta da bakteriene har
evnen til & vokse ved lavt oksygeninnhold og ved hgyt CO,-innhold. Disse egenskapene gjer
B. thermosphacta til en meget vanlig organisme blant den naturlige mikrofloraen som
forarsaker bedervelse pa rent Kjatt og kjettprodukt lagret under aerobe og anaerobe forhold
(Kilcher et al., 2010; Vos et al., 2011). Veksten av B. thermosphacta som den dominerende
forringelsesbakterien i vakuumpakkede produkt er avhengig av mengden tilgjengelig oksygen
igjen i pakken, da den ellers lett utkonkurreres av Lactobacillus. Forringelsespotensialet til B.
thermosphacta i vakuumpakkede produkt er derfor pavirket av oksygenkontrollerende
faktorer, slikt som gasskomposisjon og plastfilmens permeabilitet (Remenant et al., 2015).
Bakteriene forringer matprodukt ved at de produserer ugnskede, flyktige komponenter som
medfarer darlig lukt og smak. Eksempler pa slike komponenter er acetoin, diacetyl, melkesyre
og etanol, hvor produksjonen av de ulike stoffene er avhengig av om veksten forekommer
aerobt eller anaerobt (Kilcher et al., 2010; Vos et al., 2011).
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2.2 Antibiotikaresistente bakterier pa kylling

Forekomsten av antibiotikaresistens blant bakterier har i nyere tid blitt et stadig gkende og
bekymringsfullt problem pa verdensbasis. | forbindelse med fjgrfe har fokuset spesielt blitt
rettet mot en bestemt type antibiotikaresistente bakterier kalt ESBL (Extended Spectrum Beta
(B)-laktamase)-produserende bakteriestammer. Bakterier hovedsakelig forbundet med ESBL
er Gram-negative tarmbakterier, serlig registrert hos bakteriestammer av arten Escherichia
coli (Folkehelseinstituttet, 2015; Veterinarinstituttet, 2014).

Pa verdensbasis har ESBL-produserende bakterier allerede fatt stor utbredelse blant fjarfe. |
Norge ble det i 2012 registrert ESBL-produserende E. coli pd 32,2 % av de undersgkte
kyllingfiletene via Veterinarinstituttets overvakningsprogram  NORM-VET  (Norsk
overvakningsprogram for antibiotikaresistens i mikrober fra for, dyr og naringsmidler)
(Veterinzrinstituttet, 2014). Den paviste frekvensen var overraskende hgy, da det brukes
sveert lite antibiotika i norsk fjgrfeproduksjon, men tallene var imidlertid ikke ulik de
registrerte tilfellene gjort i Sverige og ellers i Europa. Pa bakgrunn av dette antas det derfor at
opphavet til disse bakteriene sannsynligvis har kommet inn i den norske fjgrfepopulasjonen

gjennom import av avlsdyr (Hoel, 2012; Veterinarinstituttet, 2014).

2.2.1 ESBL-produserende Escherichia coli

E. coli er en koliform bakterieart tilhgrende familien Enterobacteriaceae og forekommer
normalt i tarmsystemet hos mennesker og andre varmblodige dyr. Bakteriene bestar av Gram-
negative, ikke-sporedannende staver med evne til & vokse under bade aerobe og anaerobe
forhold. E. coli er en bakterie med relativt enkle naringsmessige krav, hvor optimal vekst
skjer ved 37 °C. Bakteriene er oxidase-positive, samt gassproduserende ved
glukosefermentering. De fleste stammene av E. coli forarsaker ikke sykdom hos mennesker,
men virulente stammer kan blant annet fare til urinveisinfeksjoner, spesielt hos kvinner, samt
alvorlig gastroenteritt som falge av toksinproduksjon (Madigan et al., 2009). Humanpatogene
stammer spesielt forbundet med E. coli-enteritt er shigatoksinproduserende (STEC) stammer
kalt enterohemoragisk E. coli (EHEC) (Wasteson, 2007).
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ESBL-produserende E. coli er kolibakterier med resistens ovenfor et vidt spekter av
antibiotikatyper inneholdende beta-laktam. Beta-laktam-antibiotika omfatter viktige
antibakterielle midler som penicilliner og cefalosporiner som anses essensielle ved behandling
av mikrobielle infeksjoner hos mennesker. Betegnelsen ESBL brukes om en gruppe enzymer
kalt beta-laktamaser (Folkehelseinstituttet, 2015; Veterinarinstituttet, 2014). Disse enzymene
har evnen til & bryte ned den kjemiske f-laktam-strukturen i penicilliner og farer dermed til
inaktivering av antibiotikumets antimikrobielle effekt (Hoel, 2012). Genene som koder for
antibiotikaresistens hos ESBL-produserende bakterier er ofte lokalisert pd mobile gen-
elementer, slikt som plasmider og transposoner, som gjennom horisontal genoverfgring kan
spres videre til andre bakterier (Folkehelseinstituttet, 2015; Hoel, 2012; Veteringrinstituttet,
2014).

Forekomst av ESBL-produserende E. coli er i gkende grad assosiert med fjorfe. Bakteriene
utgjer en naturlig del av fuglenes tarmflora og forarsaker som regel ikke sykdom hos fjarfe,
men det er uvisst om, eller i hvilken grad bakteriene forarsaker sykdom hos mennesker
(Campos et al., 2014; Veterinarinstituttet, 2014). Smitte av bakteriene skjer normalt gjennom
fekal-oral smitte ved kontakt med kontaminerte neringsmidler eller overflater. Under selve
slakteprosessen er det risiko for at det kan oppsta kontaminering mellom kjgtt og innvoller,
derfor er gode hygienerutiner veldig viktige. Andre forebyggende tiltak for a unnga
smitteoverfgring av resistente bakterier fra fjgrfekjatt til mennesker er gjennom tilstrekkelig

varmebehandling og ellers god kjekkenhygiene (Veteringrinstituttet, 2014).
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2.3 Mikrobiologiske analyser og molekylere metoder

2.3.1 Bioscreen-analyse

Ved gjennomfgrelse av mikrobiologiske analyser der hensikten er & male og dokumentere
cellevekst, er det effektivt & benytte optiske analyseinstrumenter for digital overvakning.
Bioscreen-C Automated Growth Curve Analysis System (Labsystems) er en analysator
designet for slike mikrobiologiske tester. Cellevekst for en eller flere aktuelle
mikroorganismer inkubert i vekstmedium males etter optisk tetthet, OD (optical density), i
opp til 200 mikrokulturer samtidig. Resultatene fra analysen kan blant annet vises i form av
grafiske vekstkurver. Prgvene kan inkuberes i temperaturomradet 1-60 °C, samt med eller

uten risting av inkubasjonsplaten (Appicciafuoco et al., 2015; Stasika-Ro6zanska et al., 2014).

2.3.2. Polymerase Chain Reaction

Polymerase Chain Reaction (PCR) er en rask og ngyaktig molekylarbiologisk teknikk som
har hatt stor betydning for arbeid innen molekyler kloning og genetikk. PCR gjgr det mulig &
amplifisere et stort antall kopier av et spesielt DNA-fragment, selv fra begrensede kilder
genmateriale (Doulgeraki et al., 2012; Law et al., 2015; McPherson et al., 1995). Ved
identifisering av bakterier er det ved hjelp av PCR mulig & kunne skille mellom ulike

bakterier ned til artsniva (Doulgeraki et al., 2012).

| en PCR-reaksjon starter en med et DNA-templat, en DNA-prgve inneholdende den aktuelle
gensekvensen en gnsker a kopiere. Til templatet tilsettes korte deler av enkelttradet DNA, kalt
primere, som er komplementare til en liten del av DNA-templatet. Videre tilsettes enkle
deoxynukleotider og enzymet DNA-polymerase som syntetiserer nye komplementere DNA-
trader fra enden av primeren ved hjelp av de frie deoxynukleotidene (McPherson et al., 1995). |
en syklisk tre-trinns prosess oppamplifiseres den spesifikke gensekvensen. Fgrste trinn er
denatureringstrinnet der DNA-templatet denatureres i to enkle trader ved at den doble traden
brytes opp som fglge av hgy temperatur (94 C°), og all enzymatisk aktivitet stopper. Neste
trinn er hybridiseringsprosessen der primerne binder til de enkle DNA-tradene ved hjelp av

hydrogenbindinger, som videre farer til gjenskapelse av den doble heliksstrukturen mellom
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primer og templat. Hybridiseringstemperaturen under dette trinnet varierer avhengig av den
anvendte primeren. Siste trinn i prosessen er et polymeriseringstrinn (72 °C) der de
komplementare primerne forlenges. Etter endt PCR-analyse kan amplifiseringsproduktet

visualiseres ved gel-elektroforese (Law et al., 2015; McPherson et al., 1995).

2.3.3.16S rDNA-sekvensering

16S rDNA-sekvensering er en meget anvendt og praktisk metode nar det kommer til arbeid
med bakteriell identifisering gjennom gensekvensering av de hgykonserverte genene 16S
rDNA (ribosomalt DNA). Disse genene er essensielle i alle bakterier og koder for en av
komponentene i den lille subenheten (30S) i ribosomene. Genene er spesielt egnet for
bestemmelse av slektsforhold mellom bakteriegrupper og til identifisering av arter siden de
ikke lar seg pavirke av tilfeldige sekvensendringer (mutasjoner) som med tiden kan oppsta
(Janda and Abbott, 2007). Teknologien rundt 16S rDNA-sekvensering har derfor blitt brukt
innen bakteriell taksonomi i flere ar for sasmmenligning av ulike isolater. Sekvenseringen skjer
ved hjelp av PCR, og sekvensresultatene sammenlignes med andre tilgjengelige 16S rDNA-
sekvenser i blant annet offentlig tilgjengelig databaser, som for eksempel The Ribosomal
Database Project (https://rdp.cme.msu.edu/) for artsbestemmelse (Tewari et al., 2011). Selv
om 16S rDNA-sekvenser er nyttige i arbeidet med & skille og etablere slektskap mellom
bakterieslekter og veldefinerte arter, er det likevel ikke alle bakterietypene som lar seg

artsbestemme ved hjelp av disse gensekvensene (Doulgeraki et al., 2012; Patel, 2001).
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2.4 Ultrafiolett lys som desinfeksjonsmetode

| de senere ar har teknologien rundt bruk av ultrafiolett lys og puls UV-lys innen industri og
neringsmiddelprosessering blitt mgtt med en stadig gkende interesse. Bruk av UV-lys innen
konservering blir ansett som et lovende og aktuelt alternativ til tradisjonell varmebehandling
og andre kjemiske konserveringsmetoder, da UV-belysning er en mer miljgvennlig metode
med hgy antimikrobiell effekt (Fellows, 2009). Den klassiske UV-belysningen er definert som
kontinuerlig belysning ved bruk av UVC-lys, som forekommer av kvikksglvlamper med lavt
trykk, designet for a produsere energirike bglgelengder ved 254 nm. Puls UV-lys er en
teknikk som benytter intense korttidspulser (million-/tusendels av et sekund) av bredspektret

lys, rikt inneholdende pa balgelengder innen UVC-omradet (Gomez-Lopez et al., 2007).

UV-lys har lenge veert brukt i forbindelse med desinfeksjon, spesielt av drikkevann, prosess-
og avlgpsvann, samt ved overflate- og luftdesinfeksjon (Falguera et al., 2011; Luo et al.,
2014). Belysning med UV-lys har i forbindelse med matproduksjon blitt brukt for
motvirkning av muggvekst pa overflaten av diverse bred- og bakervarer, samt for bakteriell
reduksjon i flytende drikkevarer, slikt som fruktjuice og cider (Basaran et al., 2004; Fellows,
2009; Keyser et al., 2008). Det har ogsa blitt forsket pa bruk av UV-belysning i
overflatebehandling av ferske produkt som kylling, fisk, melk og egg (Falguera et al., 2011).
Som desinfeksjonsmetode er UV-lys lett & bruke og kan anvendes mot de fleste typer
mikroorganismer. Metoden medfarer ingen kjemikalierester, samtidig som ngdvendig utstyr
er mindre kostbart sammenlignet med andre desinfeksjonsmetoder (Luo et al., 2014). Ved
belysning av faste naeringsmidler gjennomtrenges produktet i begrenset dybde, noe som gjar

UV-belysning best egnet for overflatebehandling (Fellows, 2009).

Ultrafiolett lys er energirikt, ikke-ioniserende lys med bglgelengder mellom 100-400 nm.
Lyset deles inn i undergrupper avhengig av bglgelengdene: UVA (315-400 nm), UVB (280-
315 nm), UVC (200-280 nm) og vakuum-UV (100-200 nm). Lys definert som UVC-lys med
bglgelengder mellom 240-265 nm er lyset med sterst bakteriedrepende egenskaper, da lyset
innehar stor fotokjemisk effekt ved disse bglgelengdene. Lyset virker bakteriedrepende ved at
energi i form av fotoner absorberes av konjugerte dobbeltbindinger mellom karbonatomer i
mikroorganismenes proteiner og nukleinsyrer. Dette medfagrer kryssbindinger mellom

pyrimidin-nukleotidbasene i DNA, og resulterer i irreversible forandringer som igjen
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forstyrrer cellemetabolisme, reproduksjonsevne samt reparasjonsmekanismer (Fellows, 2009).
UV-lys med bglgelengder 253,7 nm har vist seg spesielt effektiv ved mikrobiell inaktivering
grunnet meget hgy fotonabsorbsjon ved akkurat denne bglgelengden. Potensiell reaktivering
av sykdomsfremkallende bakterier kan likevel forekomme, da bakterier generelt innehar
molekylere mekanismer som kompenserer for de pafarte DNA- og celleskadene (Yin et al.,
2015). Effekten av UV-belysningen pa mikroorganismene er i tillegg avhengig av flere
faktorer, slikt som art, stamme, kultur og vekstfase. Sammensetningen av produkt og hvilket

naeringsmiddel som belyses er ogsa av stor betydning (Falguera et al., 2011).

Selv om UV-belysning har vist seg a vere en enkel og miljgvennlig konserveringsmetode for
neringsmidler, er det fortsatt behov for ytterligere kunnskap rundt denne teknologien som
stadig er i utvikling. Det er manglende forstaelse av hvordan produktkvalitet og
ernzringsmessige egenskaper pavirkes av ulike UV-belysninger. Derfor er det viktig at
produktkvalitet blir ngye vurdert nar en ny metode introduseres som et trinn i en industriell
produksjonsprosess. Mulig ugnskede bieffekter som fglge av UV-belysning kan veere
denaturering av vitaminer og proteiner, gdeleggelse av antioksidanter, lipidoksidasjon,

fargeforandringer, samt dannelse av bismaker og aromaforbindelser (Koutchma, 2009).

2.5 Produktvurdering

For & lykkes med implementering av enhver metode som potensielt kan endre et produkt, er
det viktig med bade kunnskap og dokumentasjon om produktets egenskaper. Eventuelle
produktforandringer som fglge av nye behandlingsmetoder kan ved hjelp av sensoriske og
kjemiske analyser detekteres. Profesjonelle dommerpanel trent i produktvurdering ut ifra dets
sensoriske egenskaper kan kartlegge hvorvidt endringer utgjer signifikante forskjeller i
produktkvaliteten. Panelet utfgrer beskrivende tester der produkter vurderes etter hvilke
egenskaper som er mest fremtredende og beskrivende for produktene (Nofima, 2015).
Forbrukertester og undersgkelser med vurdering etter preferanse, er ogsa viktige for a
kartlegge produktaksept blant forbrukere. For & oppna sikreste resultater er det ngdvendig
med et stort utvalg forbrukere. Ved a sparre 75-150 forbrukere for hvert produkt som vurderes
blir sjansene mindre for & overse signifikante forskjeller (Lawless and Heymann, 2010).
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3.0 Materialer og metoder

3.1 Forsgksoversikt

En oversikt over analyser og forsgk foretatt i oppgaven er vist i figur 3.1. Det praktiske
arbeidet og analysene ble utfert pa mikrobiologisk laboratorium og i produksjon- og
pakkehall ved Nofima AS, As.

Utvalgte bakteriearter tilhgrer naturlig forringelsesflora pa kylling, og for artene som ikke
inneholdt naturlig antibiotikaresistens ble det selektert for resistente varianter av disse.
Hensikten med dette var & kunne selektere de tilsatte bakteriene fra bakgrunnsfloraen naturlig
tilstede pa kylling ved a benytte medium tilsatt antibiotikum under forsgkene. Bakterienes
evne til & adaptere til antibiotikumet rifampicin skyldes en punktmutasjon i RNA-
polymerasegenet rpoB. Mutasjonen farer til endringer som gjer rifampicin ute av stand til a
binde til RNA-polymerasen, og kan dermed ikke lenger forhindre bakterienes RNA-syntese

(Feklistov et al., 2008).

| tillegg til UV-forsgkene gjort med antibiotikaresistente bakterier ble det ogsa foretatt
belysning av kylling uten tilsatte bakterier. Disse belysningsforsgkene ble gjort bade i luft og i
nitrogenatmosfaere, hvor kyllingfiletene deretter ble vurdert for eventuelle endringer i

sensoriske egenskaper med hovedfokus pa luktdannelser.
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Oppdyrking av bakterier

Carnobacterium Pseudomonas s ESBL-produserende
divergens Pp- Escherichia coli

Tillaging av antibiotikaresistente
bakteriestammer fra villtypestammer

Vekstanalyse av antibiotikaresistente
mutanter sammenlignet med villtype

PCR og 16S rDNA-sekvensering av resistente
mutanter og villtype for artskonfirmering

UV-belysning med kontinuerlig UVC-lys og puls UV-lys av fersk, ra
kyllingfilet tilsatt antibiotikaresistente bakterier

Fortynning og utsaing av belyste kyllingprgver pa agarskal

Resultatbehandling og registrering av antall log-drap fra UV-belysningen
sammenlignet med ubelyste kontrollprgver

Figur 3.1 Flytskjema over oppgavens gjennomfgrte forsgk og analyser.
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3.2 Bakterier og stammer

Som vist i Tabell 3.1 ble tre forskjellige bakteriearter benyttet i forsgkene, fem ulike stammer

av C. divergens og ESBL-E. coli, og fire stammer av Pseudomonas-arter. Stammene er

presentert med MF-nummeret de er registrert med i stammesamlingen hos Nofima. I tillegg til

forsgk med disse artene ble det gjennomfart forforsgk og bioscreen-analyse med Brochothrix

thermosphacta, men grunnet darlig vekst for denne arten ble den ikke tatt med videre i studiet.

Tabell 3.1 Oversikt over bakterier og stammer benyttet i oppgavens forsgk.

Bakterie Stamme (MF-nr.) Referanse
1976 Typestamme DSM 20623 *
5709 Kylling, First Price
Carnobacterium divergens 5715 Kylling, Solvinge
5717 Kylling, Prior
5720 Kylling, Holte Gard
5691 Kylling, Prior
Pseudomonas spp. 5702 Kylling, Holte Ga?rd
5704 Kylling, Holte Gard
5724 Kylling, Solvinge
5658 Kyllingkjatt (V1) **
ESBL-produserende >660 Kyll!ngkj_ztt v
Escherichia coli 5664 Kyllingkjtt (V1)
5670 Broiler (VI)
5674 Broiler (VI)

* Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
** VI = Veteringrinstituttet
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3.3 Vekstbetingelser og oppdyrking av bakterier

Vekstbetingelsene som ble benyttet ved oppdyrking av de ulike bakteriene er presentert i

tabell 3.2. Tabellen viser vekstmedium, inkubasjonstemperatur og -atmosfeere, samt hvilket

antibiotikum som ble brukt for hver enkelt art ved dyrking og adaptering til resistens.

Beskrivelse av tillaging og oppskrift pa medier benyttet i oppgaven er presentert i vedlegg 1.

Tillagde agarskaler (med og uten tilsatt antibiotika) og vekstbuljong ble oppbevart ved 4 °C.

Tabell 3.2 Oversikt over bakterier med tilhgrende vekstbetingelser og for hvilket antibiotikum de har

adaptert resistens.

Bakterie Vekstmedium Inkubasjon* | Antibiotikum**
C. divergens cMRS (cystein-de Man, Rogosa and Shape) 30°C Rifampicin

TSA (Tryptic Soy Agar) o . -
Pseudomonas spp. TSB (Tryptic Soy Broth) 30°C Rifampicin
ESBL-E. coli BHI (Brain Heart Infusion) 37°C Ampicillin

* Alle bakteriene ble dyrket aerobt
** Referanse Sigma-Aldrich, Tyskland

Pseudomonas og ESBL-produserende E. coli ble dyrket over natt (ON) bade pa agarskal og i

buljong. Carnobacterium-stammene ble dyrket ON i buljong og to dggn pa agarskaler. For

oppbevaring av samtlige bakteriestammer ble det laget frysekulturer som ble lagret ved -20

°C i vekstmedium tilsatt 15 % steril glyserol.
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3.3.1 Tillaging av antibiotikaresistente bakteriestammer

Det ble laget antibiotikaresistente mutanter av villstammene tilhgrende C. divergens og
Pseudomonas. Samme metode for seleksjon av resistens ble benyttet for begge artene (fem
stammer av C. divergens og fire stammer av Pseudomonas). Se Kkapittel 3.3 for
vekstbetingelser. Da ESBL-produserende E. coli allerede er antibiotikaresistente, var det ikke

ngdvendig a gjare ytterligere tilpasninger av disse stammene.

Villstammene ble farst dyrket opp pa agarskal og i buljong (uten tilsatt antibiotika) over natt
(ON), for a sjekke vekst og renhet av kulturene. ON-kulturene ble videre brukt til et forforsgk
for & teste hvor godt disse lot seg adaptere til antibiotikumet. Under forforsgket ble det
plukket enkeltkolonier fra agarskalene som ble podet over i buljong og pa agarskal tilsatt
rifampicin i to konsentrasjoner (100 pg/ml og 200 pg/ml) og inkubert ON. Bakteriestammene
vokste raskt og med stor celletetthet i buljong og de viste rask adapsjon i 200 pg/mi
rifampicin-konsentrasjon. Ut i fra disse observasjonene ble det besluttet & bruke buljong

m/200 pg/ml rifampicin som vekstmedium i tillagingen av de antibiotikaresistente stammene.

Ved tillaging av antibiotikaresistente mutanter ble det podet 300-500 pl ON-kultur av hver
villstamme over i reagensrer inneholdende buljong tilsatt 200 pg/ml rifampicin. For hver
villstamme ble det totalt laget 5 parallelle rgr. Vekst etter inkubasjon indikerte dannelse av
rifampicin-resistente mutanter, men det var stor sannsynlighet for stgrst konsentrasjon av en
type mutant i hvert rgr, da den sterkeste vil dominere veksten. Hver av de 5 rgrene for hver
stamme ble strgket ut pa agarskaler (m/200 pg/ml rifampicin) for & kunne dyrke opp 5
individuelle mutanter. Fra agarskalene ble det plukket en koloni og inokulert ON i buljong
tilsatt 200 pug/ml rifampicin. ON-kulturen ble videre benyttet til bioscreen-analyse. Skjematisk
oversikt over hvordan villstammene ble adaptert til antibiotika er fremstilt i figur 3.2, hvor det
har blitt tatt utgangspunkt i villtypen (vt) C. divergens MF 1976 som eksempel.
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Figur 3.2 Skjematisk fremstilling av metode for dannelse av antibiotikaresistente bakteriestammer av
C. divergens MF 1976.
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3.4 Bioscreen-analyse

Av de oppdyrkede rifampicin-resistente stammene ble det for bade C. divergens og
Pseudomonas spp. kjart bioscreen-analyse. Analysene ble gjennomfart likt for begge artene,
der de antibiotikaresistente mutantene av hver stamme ble analysert opp mot villtypene.
Hensikten var & sjekke hvordan mutantene vokste i forhold til villtypene. Se tabell 3.2 for

vekstbetingelser.

For gjennomfgring av bioscreen-analyse er det en forutsetning at alle bakteriekulturene som
skal benyttes er sa ferske som mulig. Dette er for at alle bakteriene fortsatt skal veere i
vekstfasen og analysen gjennomfgres med samme utgangspunkt. Kulturene som ble benyttet
var alle podet i vekstbuljong dagen fgr analysen og inkubert over natt. Til analysen ble det
benyttet en steril «honeycombx»-plate (Honeycomb 2 plate, 9502550) med 10x10 brgnner,
hvor hver brgnn ble tilsatt 245 pl flytende medium (uten rifampicin) + 5 pl bakteriekultur.
Branner benyttet som kontrollprever av vekstmediet ble fylt med 250 pl medium. Grunnen til
at det ikke ble benyttet medium tilsatt antibiotika var for & oppna mest mulig like betingelser
for vekstmgnstret mellom mutanter og villtype. Under analysen ble det inokulert 2 paralleller
av hver mutant og 5 paralleller av den tilhgrende villtypen (totalt 5 forskjellige mutanter per
villtype). «<Honeycomb»-platen ble inkubert i et Bioscreen C- analyseinstrument (Labsystems)
med 10 minutter mellom hver OD-maling ved 600 nm. Mikrokulturene ble inkubert ved 30
°C 12 daggn for C. divergens og 1 dagn for Pseudomonas under svak risting (Low Intensity 10

moves Instructions before measurements).
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3.5 PCR 0g 16S rDNA-sekvensering

Ved hjelp av standard PCR og 16S rDNA-sekvensering, ble antibiotikaresistente mutanter og
tilhgrende villtype av C. divergens og Pseudomonas spp. undersgkt med fokus pa renhet og
artsidentifisering. Hensikten med analysene var & sikre at antibiotikaresistente stammer
fortsatt var av den samme opprinnelige bakteriearten, og at det ikke hadde oppstatt
forurensninger underveis. To antibiotikaresistente mutanter med tilhgrende villtype av hver
art ble analysert (totalt 5 villtyper og 10 mutanter for C. divergens, og 4 villtyper med 8
mutanter for Pseudomonas spp.). Dagen far PCR-analysen ble aktuelle mutanter og villtyper
dyrket opp pa agarskal med og uten antibiotika (200 pg/ml rifampicin) for a veere sikker pa at

en hadde ferskt genmateriale som templat.

3.5.1 PCR - gjennomfarelse og betingelser

DNA-templat ble isolert fra enkeltkolonier og plukket ved hjelp av sterile pipettespisser og
plassert i bunnen av brgnnene pa en PCR-plate (0,2 ml Semi-Skirted 96-well PCR plate, AB-
0900 Thermo Scientific). DNA-templatet ble varmebehandlet ved bruk av mikrobglgeovn i 60
sekunder ved 750 W, far 25 pl PCR-miks ble tilsatt hver enkelt brgnn inneholdende DNA.
Felgende PCR-Kit som ble benyttet var 5 Prime HotMasterMix (5 PRIME GmbH, Tyskland)
med tilsatte primere Mangala F (Forward) og Mangala R (Reverse), som er universelle

primere for 16S rDNA-sekvensering.

Falgende PCR-miks ble laget og tilsatt hver brgnn med templat:
= 13 ul Molecular Biology Grade Water (Sigma-Aldrich, Tyskland)
= 10 ul 5 Prime HotMastermix 2,5x
= 0,5 pl Mangala F primer, 10 uM
= 0,5 ul Mangala R primer, 10 uM

PCR-platen ble sentrifugert et par sekunder for a spinne ned innholdet i brgnnene fer platen

ble plassert i PCR-maskinen (Applied Biosystems, Veriti 96-Well Thermal Cycler). PCR-
reaksjonen ble gjennomfart under fglgende betingelser: 94 °C i 2 min., 30 sykler ved 94 °C i
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30 sek., 60 °C i 30 sek. og 72 °C i 30 min., med endelig polymerisering ved 72 °C i 7 min., og
avsluttende hold ved 4 °C.

3.5.2 Gel-elektroforese og rensing av PCR-produkt

Etter PCR-reaksjonen ble PCR-produktet kjgrt pa 0,7 % agarosegel ved 100 V i 30 minutter.
Gelen ble stgpt med agarose i 0,5x TBE (Tris-Borate-EDTA buffer 10x, Life Technologies)
og tilsatt fluorescerende DNA-farge GelRed™ (Nucleic Acid Gel Stain) i forholdet 1 pl
GelRed per 10 ml agarose. PCR-produkt (5 pl) og Orange loading buffer (2 ul) ble tilsatt
samme brgnn pa ny PCR-plate, blandet, og applisert pa gel. Hensikten med tilsetting av
Orange loading buffer er at lgsningen med PCR-produktet skal fa hgyere tetthet og synke ned
i gel-brgnnene, da bufferen inneholder glyserol. Det ble benyttet 5 ul DNA-Standard VI
(DNA Molecular Weight Marker VI, Boehringer Mannheim) som marker i farste brgnn per
rad pa agarosegelen. Grad av fortynning av PCR-produkt fer rensing ble vurdert ut ifra
styrken pa gel-bandene, hvor eventuell fortynning ble gjort med vann (Molecular Biology

Grade Water) fritt for enzymaktivitet (RNase, DNase, Protease).

Rensing av PCR-produkt ble gjort ved bruk av ExoSapIT (ExoSap-IT for PCR Product
Cleanup, 78201 Affymetrix). ExoSapIT fortynnet 1:5 (2 ul) og eventuelt fortynnet PCR-
produkt (5 pl) ble tilsatt ny PCR-plate, spunnet ned i sentrifuge og plassert i PCR-maskin pa
ExoSaplT-program: 37 °C i 30 min. og 80 °C i 15 min. Rensing av PCR-produkt med
ExoSaplT skjer ved enzymatisk aktivitet der overskuddet av nukleotider og primere som ikke

ble inkorporert under PCR-reaksjonen blir denaturert og fjernet.
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3.5.3 Innmerking av PCR-produkt og 16S rDNA-sekvensering

Etter rensing av PCR-produkt ble det benyttet BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
(4337450 Life Technologies). BigDye v1.1 ble brukt i henhold til instruksjoner fra produsent
sammen med primeren Mangala F for innmerking med fluorescerende farge, ngdvendig for

sekvenseringen, i det rensede DNA-materialet fra PCR-reaksjonen.

Folgende mastermiks ble benyttet:
= 1,5 pl BigDye Buffer 5x
= 1,0ulBigDyev1.1
= 1,0 ul Mangala F primer, 3,2 uM
= 5,5 ul Molecular Biology Grade Water

Mastermiks (9 ul) + ExoSaplT-renset PCR-produkt (1 pl) ble tilsatt hver brgnn pa ny PCR-
plate (Optical 96-Well Reaction plate, N8010560 Life Technologies). PCR-platen ble kjert pa
sekvenseringsprogram i PCR-maskin: 25 sykler ved 96 °C i 15 sek. og 60 °C i 4 min., med
avsluttende hold ved 4 °C.

Etter innmerkingen ble prevene utfelt og klargjort for 16S rDNA-sekvensering ved bruk av
BigDye XTerminator Purification Kit (4376487 Life Technologies). Fellingslgsning ble laget
ved blanding av XTerminator™ Solution (10 pl) + SAM™ Solution (45 pl) og tilsatt hver
enkelt brgnn i PCR-platen. Platen ble satt til risting i 30 minutter i Vortex-mikser ved 1500
rom og spunnet ned i sentrifuge ved 2500 rpm i 2 minutter. Hensikten med & tilsette
fellingslgsning til PCR-produktet var for utfelling av nukleotider som ikke hadde blitt
inkorporert under innmerkingen og for a skille supernatanten fra pelleten. Supernatanten
benyttes videre til sekvenseringen. For sekvensering ble det benyttet en genetisk analysator
(3130xI Genetic Analyzer, Applied Biosystems). De analyserte sekvensene ble sammenlignet
med sekvenser funnet i den elektroniske databasen RDP (The Ribosomal Database Project,
release 11, update 3) (Cole et al., 2009).
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3.6 UV-belysning av kyllingfilet og agarskaler

Forsgk med UV-belysning av fersk, ra kyllingfilet og agarskaler tilsatt antibiotikaresistente
bakteriestammer ble gjennomfart ved bruk av kontinuerlig UVC-lys og puls UV-lys i ulike
doser. For hver art ble det utfgrt 3 forsgk med kontinuerlig UVC-lys, med gjentak av
forsgkene pa 3 forskjellige dager. Tilsvarende for forsgk med puls UV-lys. Hensikten med a
belyse agarskaler i tillegg til kyllingbitene var for a sammenligne effekten av UV-belysningen
og sammenligne hvor stort bakteriedrap en fikk pa en flat, glatt overflate, ssmmenlignet med

overflatestrukturen pa kyllingfilet.

| forkant av UV-forsgkene ble det av hver bakterieart podet ON-kulturer i buljong tilsatt
antibiotika. C. divergens og Pseudomonas spp. ble dyrket opp i henholdsvis cMRS og TSB
(m/200 pg/ml rifampicin) og inkubert ved 30 °C. ESBL-E. coli ble dyrket i BHI (m/50 pg/ml
ampicillin) og inkubert ved 37 °C. ON-kulturene ble podet fra frysekulturer ved a bruke en
podenal. For & oppna tettere cellesuspensjon av C. divergens ble ON-kulturene podet om i nye
buljongrer pafglgende dag og inkubert ON, da kulturene podet direkte fra frysekulturene ga

lite vekst.

Kyllingfiletene benyttet under forsgkene ble kjgpt inn fra ulike matvarebutikker, uavhengig
av produsent og produktmerke, og pakker med lengst holdbarhetstid ble valgt da
forutsetningen for UV-forsgkene var belysning av sa fersk kylling som mulig. Kyllingfiletene

ble oppbevart i originalemballasjen ved 4 °C til forsgksstart.

3.6.1 Forsgksprosedyre

For hver art ble en 10x oppkonsentrert bakterieblanding laget av de antibiotikaresistente
stammene. Dette var for & sikre et hgyt nok antall bakterieceller i forhold til senere utplating
og tellbart antall kolonier. Blandingen ble videre brukt til inokulering av kyllingbiter og
agarskaler tilsatt antibiotika far UV-belysning. Alle prgvene ble laget i 3 paralleller og belyst i
luft. | tillegg til kyllingpraver med tilsatte bakterier, ble ubelyste kyllingpraver testet for
bakgrunnsflora ved & plate ut pa agarskaler med og uten antibiotika. En systematisk

temperaturmaling av ubelyste og belyste kyllingpraver ble foretatt ved bruk av infrargdt
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termometer, fer og etter belysning, for & kunne sammenligne om UV-belysningen ga en

eventuell merkbar temperaturgkning.

ON-kulturer ble oppkonsentrert 10x ved at 2 ml kultur ble overfart til et Eppendorfrar (2 ml)
og sentrifugert i 5 minutter (5500 rpm). Den fraskilte supernatanten ble pipettert over til et
nytt Eppendorfrer (2 ml), og 200 pl ble tilbakefart for oppslemming av cellepellet. Etter

oppslemming ble de ulike stammesuspensjonene overfert til samme ror i like mengder.

Kyllingbiter i ca. starrelse 3x3x0,5 cm (overflateareal = 9 cm?) ble skéret med bruk av steril
skalpell og pinsett fra rene overflater pa fileter, med minst mulig fett og sener, og plassert pa
sterile petriskaler. Bakterieblandingen (15 pul) ble pafert med en pipette og fordelt forsiktig pa
overflaten med pipettespissen, og satt til tark i ca. 30 minutter. Ved behov ble kyllingpravene

satt tilbake pa kjgl (4 °C) i pavente av UV-belysningen.

Ved inokulering av agarskaler tilsatt antibiotika ble det laget 3 parallelle fortynningsrekker av
bakterieblandingen. Skaler til UV-belysning ble tilsatt 102fortynning og ubelyste
kontrollskaler ble tilsatt 10°- og 10'-fortynning, fer tilsatt volum (50 pl) ble stroket ut med
vinkelstav. Etter endt inkuberingstid ble koloniantall telt manuelt. For skaler uten synlig
bakterievekst ble halvparten av deteksjonsgrensen pd 2*10° bakterier satt som en tilfeldig
valgt verdi (1*10°).

Etter belysningsforsgkene ble kyllingbitene fortynnet (1:10) i en homogenisator-pose ved
bruk av sterilt peptonvann og automatisk fortynningsautomat (Dilumat 3mk2, Frankrike).
Prgvene ble homogenisert (60 sek.) i en Smasher® (Aes Chemunex, Frankrike), og videre
fortynnet til 1:100 og 1:1000 i peptonvann. Av belyste kyllingpraver ble fortynning 1:10 og
1:100 sadd ut pa agarskal m/antibiotika, mens 1:100- og 1:1000-fortynning ble benyttet for
ubelyste kontrollpraver. Ubelyste kyllingpraver for test av bakgrunnsflora ble sadd ut fra
1:10-fortynning pa agarskal med og uten tilsatt antibiotika. Utsding av 50 pl prgve ble gjort
med automatisk spiralutplater, WASP (Whitley Automatic Spiral Plater, Don Whitley
Scientific, UK). Ved telling av skalenes kolonitall (CFU/mI) ble det benyttet en automatisk
tellemaskin (ProtoCOL 2 colony counter, Synbiosis, UK).

32



3.6.2 Belysningsforsgk med kontinuerlig UVC-lys

Oppsettet for praveparallellene for kylling og agarskaler benyttet ved forsgk med kontinuerlig
UVC-belysning er vist i tabell 3.4. Pravene ble utsatt for samme lysintensitet (10 mW/cm?) og
belgelengde (253,7 nm) i ulike tidsintervall. Belysning av praver foregikk i lukket kammer
med kontinuerlig UVC-lys i avstand 6 cm fra lampen (2 x 95 W, BARO UV-C compact
fixture, 896295008P, Tyskland).

Tabell 3.4 Oversikt over prgveparalleller med tilhgrende UV-dose benyttet ved belysning med
kontinuerlig UVC-lys.

Proveparalleller Belysning

(nr) Produkt (UV-dose®)

1,2, 3 5 sek.

4,5,6 10 sek.

7,8,9 Kylling 30 sek.

10,11, 12 1 min.

13, 14,15 5 min.

16, 17,18 Kontroll, ubelyst
19, 20, 21 5 sek.

22,23,24 10 sek.

25, 26, 27 . 30 sek.

28,29, 30 Agarskal 1 min,

31, 32,33 5 min.

34, 35, 36 Kontroll, ubelyst

* Lysintensitet = 10 mW/cm?, bglgelengde = 253,7 nm
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3.6.3 Belysningsforsgk med puls UV-lys

Oppsettet for prgveparallellene for kylling og agarskaler benyttet ved belysningsforsgk med
puls UV-lys er vist i tabell 3.5. Prgvene ble belyst i puls UV-lys med ulik dose (lav/hgy) og
varierende antall pulser (x3/x5). Lav dose tilsvarte 4,7 V (1,6 J/cm? per puls) og hgy dose
tilsvarte 8,2 V (3,6 J/cm? per puls). Belysningen foregikk i lukket puls UV-apparat (Intense
Pulsed UV System, XeMaticA-SA1L, SteriBeam Systems GmbH, Tyskland), se vedlegg 2 for
produktspesifikasjoner. Prgvene var plassert i 6,5 cm avstand fra detektorskjerm (10x19,5 cm)
hvor UV-pulsene ble reflektert. Belyst areal fra detektorskjerm ga ca. 200 cm?, tilsvarende

maks 5 J/cm? per puls.

Tabell 3.5 Oversikt over prgveparalleller med tilhgrende UV-dose benyttet ved belysning med puls
UV-lys.

Proveparalleller Belysning
Produkt

(nr.) (UV-dose*)

1,2,3 Lav

4,5,6 Hay

7,8,9 Kylling Hay x3

10,11, 12 Hay x5

13, 14, 15 Kontroll, ubelyst

16,17, 18 Lav

19, 20, 21 . Hay

22,23, 24 Agarskal Hoy X3

25, 26, 27 Kontroll, ubelyst

* Lav = 4,7 V (1,6 J/em® /puls), Hay = 8,2 V (3,6 J/cm? /puls), x3/5 =3/5 ganger
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3.7 Belysningsforsgk av kylling til sensorisk produktvurdering og
forbrukertest

| tillegg til UV-belysningsforsgk av kyllingfilet ble det ogsa utfert tilsvarende forsgk uten
tilfarte bakterier. Disse filetene ble pakket og lagret en uke faor de ble benyttet til enkel

sensorisk produktvurdering og en mindre forbrukertest.

Kyllingfiletene ble belyst med kontinuerlig UVC og puls UV-lys under aerobe og anaerobe
forhold. Anaerobe kyllingpraver ble plassert i lufttette plastbegre med UV-gjennomtrengelig
kvartsglass pa toppen som ble festet med silikonfett og klyper. Nitrogengass ble sa tilsatt
pakken i 3 minutter. Andel restoksygen igjen i pakningen ble malt med gassanalysator
(Headspace gas analyser, CheckMate I, PBI Dansensor, Danmark) for & forsikre fullstendig
anaerob atmosfeere far belysning. Etter belysning ble prevene overfort til nytt beger og pakket
i 60 % CO,/ 40 % N,. Aerobe kyllingpraver ble direkte belyst i plastbeger uten lokk, deretter
pakket pa samme mate. Kontrollprgver i luft og nitrogenatmosfaere ble pakket uten a ha veert
belyst.

Det profesjonelle sensoriske dommerpanelet ved Nofima AS, As foretok en enkel sensorisk
produktvurdering av bade kontrollprgver og UV-belyste kyllingfileter med hensyn pa
luktdannelser. Prgvene ble vurdert for tilstedeveerelse av harsk lukt, bilukt, brent lukt,
svovellukt og emmen lukt. Vurderingen ble gjennomfart i to blindtestrunder med ulikt
dommerpanel, 10 dommere i hver runde. Det ble servert 10 praver til hver dommer i tilfeldig
rekkefglge, hvor prgvene ble servert i nummererte porselensskaler med lokk. Skalene var
merket med tilfeldige tresifrede koder. Tabell 3.6 viser oversikt over hvilken
belysningsmetode, UV-dose og atmosfere de aktuelle prevene gjennomgikk fer sensorisk

produktvurdering.
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Tabell 3.6 Oversikt over belysningsmetode, UV-dose og atmosfeere aktuelle prever gjennomgikk far
sensorisk produktvurdering.

Prgve | UV-belysning UV-dose* Belysningsatmosfeere
1 L
> Hi‘; Aerob (O,)
3 Puls UV Loy
2 e Anaerob (N,)
5 10 sek.

> Aerob (O,)
6 . . 60 sek.

Kontinuerlig UVC

! 10 sek. Anaerob (N,)
8 60 sek. ?
9 - Aerob (Oy)
10 Kontroll - Anaerob (Ny)

* Lav = 4,7 V (1,6 J/cm? /puls), Hay = 8,2 V (3,6 J/cm? /puls), Hx3 = Hay 3 ganger

| tillegg til den profesjonelle sensoriske produktvurderingen gjort av et trent dommerpanel ble
det foretatt en mindre forbrukertest blant 20 tilfeldig utvalgte ansatte og studenter pa Nofima.
Testpersonene fikk spgrsmal om de ville spist, eller ikke spist, falgende kyllingprave til
middag. | tillegg bedgmte testpersonene kvaliteten pa hver filet pa en skala fra 1 til 9, hvor 1
poeng var vurdert som veldig darlig, og 9 poeng vurdert som veldig god kvalitet. Hver
testperson ble servert 5 prgver med samme betingelser og presentasjon som ved den
profesjonelle produktvurderingen (Tabell 3.7). Hensikten med undersgkelsen var a fa en
indikasjon pa om en ngytral forbruker, ved blindtest, ville hatt mindre preferanse for UV-

belyste kyllingprodukter kontra ubelyst.

Tabell 3.7 Oversikt over belysningsmetode, UV-dose og atmosfeere aktuelle praver gjennomgikk far
forbrukerundertest.

Prgve | UV-belysning UV-dose* Belysningsatmosfare
1 Puls UV Lav Aerob (O,)

2 Puls UV Hx3 Aerob (Oy)

3 Puls UV Hx3 Anaerob (Ny)

4 Kontinuerlig UVC 60 sek. Aerob (O,)

5 Kontroll - Aerob (Oy)

*

Lav = 4,7 V (1,6 J/cm? /puls), Hay = 8,2 V (3,6 J/cm” /puls), Hx3 = Hgy 3 ganger
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4.0 Resultater

4.1 Kontroll av antibiotikaresistente mutantstammer

Rifampicin-resistente mutantstammer av C. divergens og Pseudomonas spp. ble laget som
beskrevet i materialer og metoder. Ved hjelp av vekstanalyse og 16S rDNA-sekvensering ble
oppdyrkede mutanter og opprinnelige villtyper sammenlignet med fokus pa vekstmgnster og
identitet. Vekst ble undersgkt ved bruk av bioscreen-analyse. Ved endt vekstanalyse ble to
mutanter fra hver villtype, basert pa mest mulig like vekstkurver, valgt ut til sekvensering (se
vedlegg 3 og 4 for vekstkurver for alle analyserte villtyper med tilhgrende mutanter). Etter
16S rDNA-sekvensering og artskonfirmering ble en mutant fra hver villtype valgt ut og
benyttet videre i forsgk med UV-belysning av fersk, ra kyllingfilet og agarskaler. Tabell 4.1
viser en oversikt over de utvalgte mutantene, hvor mutantene er nummerert og navngitt etter
hvilken villtype de opprinnelig stammer fra (se tabell 3.1). Vekstkurvene for
villtypestammene med tilhgrende mutanter er vist i figur 4.1 og 4.2 for henholdsvis C.
divergens og Pseudomonas spp., hvor gjennomsnittsverdier av malte OD-nivaer ved 600 nm
er angitt over et tidsintervall pa 30 timer. Villtype med tilhgrende mutant er markert med
samme farge, hvor mutantenes vekstkurver er markert i lysere fargenyanser.

Villtypestammene er markert med betegnelsen «vt» etter stammenummeret.

Tabell 4.1 Antibiotikaresistente bakteriestammer fra villtyper* av C. divergens og Pseudomonas spp.
benyttet til UV-belysningsforsgk pa kyllingfilet og agarskaler.

Bakterie Resistent stamme (MF-nr.)

1976-4
5709-2
Carnobacterium divergens 5715-3
5717-1
5720-3

5691-4
5702-3
5704-4
5724-4

Pseudomonas spp.

* Se tabell 3.1
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Figur 4.1 Vekstkurver for villtyper og utvalgte antibiotikaresistente mutanter for C. divergens-
stammer MF 1976, 5709, 5715, 5717 og 5720 benyttet til UV-belysningsforsgk av kylling og agar.
Gjennomsnittsverdier av OD-mélinger (600 nm) er vist etter antall timer. Mutantene er vist i lysere
fargenyanser enn tilhgrende villtype.
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Figur 4.2 Vekstkurver for villtyper og utvalgte antibiotikaresistente mutanter for Pseudomonas-
stammer MF 5691, 5702, 5704 og 5724 benyttet til UV-belysningsforsek av kylling og agar.
Gjennomsnittsverdier av OD-malinger (600 nm) er vist etter antall timer. Mutantene er vist i lysere
fargenyanser enn tilhgrende villtype.
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Av figur 4.1 og 4.2 kan det leses hvordan de utvalgte mutantene vokste i forhold til
villtypestammene. Mutantene av C. divergens hadde relativt likt vekstmgnster som
opprinnelig villtype i starten og gjennom vekstfasen, hvor mutanten 5709-2 hadde en noe
flatere vekstkurve enn 5709-vt fram til ca. 12 timer etter analysestart. Samtlige mutanter av
Pseudomonas spp. hadde meget likt vekstmgnster som opprinnelig villtype. Mutant 5724-4
hadde noe avvikende kurve fra 5724-vt etter 7,5 timer, men kurvene viste jevn vekst gjennom

resten av analysetiden.

| tillegg til C. divergens og Pseudomonas spp. ble bioscreen-analyse ogsa utfgrt for
bakteriearten B. thermosphacta, men grunnet darlig vekst og adapsjon til antibiotika ble denne
arten ikke tatt med videre i studiet (resultater ikke vist).

4.2 UV-belysning av kyllingfilet og agarskaler

4.2.1 Belysningsforsgk med kontinuerlig UVC-lys

Resultatene fra individuelle belysningsforsgk med kontinuerlig UVC-lys gjort pa kyllingfilet
og agarskaler tilsatt antibiotikaresistente bakteriestammer av C. divergens, Pseudomonas spp.
og ESBL-produserende E. coli, er presentert henholdsvis i figurene 4.3, 4.4 og 4.5. Figurene
viser reduksjon i bakterietall pa belyste kyllingpraver (log CFU/cm?) og agarskaler (log CFU)
sammenlignet med ubelyste kontrollprgver. Prgvene ble belyst i 5, 10 og 30 sekunder, samt 1
og 5 minutter. Ved resultatbehandling ble kun skaler med 30-300 kolonier benyttet, og for
skaler uten synlige kolonier ble halvparten av deteksjonsgrensen pa& 2*10° for agarprever satt
som en tilfeldig valgt verdi. Resultatene for agarskalene er markert med lysere fargenyanse

enn tilsvarende farge for kyllingpraver, og kontrollprgver er vist i gratt.
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Figur 4.3 Reduksjon av C. divergens pafert kylling (log CFU/cm?) og agar (log CFU). Kyllingpraver,
vist som rgde sgyler, og agar, lyseragde sgyler, ble behandlet med kontinuerlig UVC-lys i 5, 10 og 30
sekunder (sek), 1 og 5 minutter (min). Ubelyste kontrollprgver er vist i gratt. Tre forsgk (1-3) ble
utfert pa forskjellige dager med 3 paralleller for hver prave.
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Figur 4.4 Reduksjon av Pseudomonas spp. pafert kylling (log CFU/cm?) og agar (log CFU).
Kyllingpraver, vist som grgnne sgyler, og agar, lysegrenne sgyler, ble behandlet med kontinuerlig
UVC-lys i 5, 10 og 30 sekunder (sek), 1 og 5 minutter (min). Ubelyste kontrollprgver er vist i gratt.
Tre forsgk (1-3) ble utfert pa forskjellige dager med 3 paralleller for hver prave.
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Figur 4.5 Reduksjon av ESBL-produserende E. coli pafart kylling (log CFU/cm?) og agar (log CFU).
Kyllingpraver, vist som oransje sgyler, og agar, lyseoransje sgyler, ble behandlet med kontinuerlig
UVC-lys i 5, 10 og 30 sekunder (sek), 1 og 5 minutter (min). Ubelyste kontrollpragver er vist i gratt.
Tre forsgk (1-3) ble utfart pa forskjellige dager med 3 paralleller for hver prave.
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Resultatene fra belysningsforsgkene med kontinuerlig UVC-lys viste reduksjon i bakterietall
for alle tre bakterieartene sammenlignet med ubelyste kontrollpraver. Resultatene mellom de
ulike belysningstidene var noe varierende, men for de fleste forsgkene ble det indikert starst
reduksjon ved 1 min. og 5 minutters belysningstid pa kylling. @kningen i log-drap ved gkende
belysningsdose var likevel relativt liten, sammenlignet med prevene belyst i 5 sekunder.
Resultatfiguren for C. divergens indikerte reduksjon i antall log mellom 2,0-2,5 og >2,5 ved
belysning i henholdsvis 1 og 5 minutter. Tilsvarende for Pseudomonas spp. var mellom 1,5-
3,0 og 2,0-3,0 log. For ESBL-produserende E- coli indikerte resultatene reduksjon mellom
2,5-3,0 log ved bade 1 og 5 minutter. Sammenlagt reduksjon pa kylling for samtlige
bakteriearter ved alle belysningstidene viste mellom 1,5-3,0 log. Reduksjon i log CFU pa
belyste agarskaler viste over 6,5 log for alle bakterieartene.

4.2.2 Belysningsforsgk med puls UV-lys

Resultater fra individuelle belysningsforsgk med puls UV-lys gjort pa kyllingfilet og
agarskaler tilsatt antibiotikaresistente bakteriestammer av C. divergens, Pseudomonas spp. 0g
ESBL-produserende E. coli, er presentert henholdsvis i figurene 4.6, 4.7 og 4.8. Figurene
viser reduksjon i bakterietall pa belyste kyllingpraver (log CFU/cm?) og agarskaler (log CFU)
sammenlignet med ubelyste kontrollprever. Prgvene ble behandlet med lav (L) eller hgy (H)
dose, med 1, 3 eller 5 UV-pulser (se kapittel 3.6.3 for eksakte doseverdier). Kun kyllingpraver
ble behandlet med 5 ganger hgy dose. Pa samme mate som for belysningsforsgk med
kontinuerlig UVC-lys, ble kun skaler med kolonitall mellom 30-300 benyttet for avlesning, og
for skaler uten synlige kolonier ble halvparten av deteksjonsgrensen for agarprever satt som
en tilfeldig valgt verdi. Resultatene for agarskalene er markert med lysere fargenyanse enn

tilsvarende farge for kyllingpraver og kontrollpraver er vist i gratt.
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Figur 4.6 Reduksjon av C. divergens pafart kylling (log CFU/cm?) og agar (log CFU). Kyllingpraver,
vist som bla sgyler, og agar, lysebla sgyler, ble behandlet med puls UV-lys i lav (L), hgy (H), hgy x3
(Hx3) eller hgy x5 (Hx5) dose. Ubelyste kontrollpraver er vist i gratt. Tre forsgk (1-3) ble utfert pa

‘ Kylling ‘ Agar ‘

I | I

Kontroll Kontroll

o

| Kontroll | L

Hx3

Kontroll [ L ‘

T

Kontroll

"

Kontroll I L [

T

forskjellige dager med 3 paralleller for hver prave.

44



1. 11,0

‘ Kylling ‘ ‘ Agar ‘

10,0

9,0

8,0

7,0

6,0

5,0 -
4,0 -
3,0 -
2,0 -
1,0 -
0,0 -
{ H { Hx3

Kontroll ’ L Hx5 | Kontroll ‘ L

log CFU/cm? (kylling) og log CFU (agar)

2. 11,0

10,0
9,0

8,0

7,0

r

6,0

50 -
4,0 -
3,0
2,0 -
1,0
0,0 -
[ H ‘ Hx3

Kontroll ‘ L ‘ Kontroll ‘ L

| T

0,0
W Kontroll ‘ L H Hx3 Hx5 ‘ Kontroll ‘ L

log CFU/cm? (kylling) og log CFU {agar)

Lo
=]
|

~

~l
o
|

o
(=]
|

o
(=]
|

o
(=]
|

w
[=]

g
=]

Uy
[=)

log CFU/cm? (kylling) og log CFU {agar)

Figur 4.7 Reduksjon av Pseudomonas spp. pafert kylling (log CFU/cm?) og agar (log CFU).
Kyllingpraver, vist som lilla sgyler, og agar, lyselilla sgyler, ble behandlet med puls UV-lys i lav (L),
hay (H), hay x3 (Hx3) eller hgy x5 (Hx5) dose. Ubelyste kontrollprgver er vist i gratt. Tre forsgk (1-3)
ble utfert pa forskjellige dager med 3 paralleller for hver prave.
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Figur 4.8 Reduksjon av ESBL-produserende E. coli pafart kylling (log CFU/cm?) og agar (log CFU).
Kyllingpraver, vist som turkise sgyler, og agar, lyseturkise sgyler, ble behandlet med puls UV-lys i lav
(L), hay (H), hay x3 (Hx3) eller hgy x5 (Hx5) dose. Ubelyste kontrollpragver er vist i gratt. Tre forsgk
(1-3) ble utfart pa forskjellige dager med 3 paralleller for hver prave.
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Resultater fra belysningsforsgk med puls UV-lys viste reduksjon i log CFU i samtlige forsgk
for alle tre bakterieartene sammenlignet med ubelyste kontrollprgver. De ulike belysningene
ga noe varierende reduksjon. | flere tilfeller var det enkeltparalleller som skilte seg fra de
andre parallellene for en preve, og bidro til stort standardavvik for den aktuelle proven.
Figurene indikerte likevel en svak gjennomgaende trend med starre log-reduksjon jo hgyere
dose og antall UV-pulser prevene ble utsatt for. Pa kylling indikerte reduksjonen av C.
divergens 1,0-1,5 log ved lav dose, 1,0-2,0 log ved hgy, og 1,0-2,5 log ved hay x3 og hay x5.
Kyllingprgver med Pseudomonas spp. indikerte reduksjon pa 1,7-2,0 log ved lav dose, 2,0-2,5
log ved hgy, 2,0-2,7 log ved hgy x3, og >3,0 log ved hgy x5. Reduksjon av ESBL-
produserende E. coli indikerte 1,0-1,5 log ved lav, 2,0-2,5 log ved hgy, og 2,0-3,0 log for
praver belyst med 3 og 5 ganger hgy dose. Reduksjon i log CFU pa belyste agarskaler viste
for samtlige bakteriearter 6,5-7,0 log ved hgy og hgy x3 dose.

4.2.3 Temperaturendringer under UV-belysning

Det ble foretatt temperaturmalinger av kyllingpraver far og etter UV-belysning med infrargdt
termometer. Temperatur ble malt pa pravens overflate. Prgver belyst med kontinuerlig UVC-
lys i 1 og 5 min. viste en temperaturgkning pa + 2,5-4,0 °C og + 4,0-6,5 °C etter belysning,
hvor temperaturen deretter falt raskt tilbake til temperatur far belysning. Kyllingprever belyst
med hgy x3 og hgy x5 puls UV-lys viste en temperaturgkning pa henholdsvis + 0,5-2,5 °C og
+2,5-3,5°C.

4.2 .4 Bakgrunnsflora pa kylling

For & teste andel bakgrunnsflora tilstede pa kyllingfiletene, ble det under forsgkene platet ut
praver av ubelyste kyllingpraver pa vekstmedier med og uten tilsatt antibiotika. Medier tilsatt
antibiotika hadde ingen vekst ved utplating av 1:10-fortynning, mens samme utplating pa
medier uten antibiotika viste vekst. Kolonitallene var derimot under 30, noe som gir
usikkerhet i beregnet bakterietall, men dette ga en indikasjon pa bakterietall mellom 3,0-4,8
log CFU/cm? kyllingfilet.
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4.3 Profesjonell sensorisk produktvurdering og forbrukervurdering av

belyst og ubelyst kyllingfilet

En sensorisk produktvurdering ble gjennomfart med et profesjonelt sensorisk panel bestaende
av 10 godt trente smaksdommere i sensorisk laboratorium. | tillegg ble det gjennomfart en

mindre forbrukerundersgkelse med et utrent panel pa 20 personer.

Resultatene fra den profesjonelle produktvurderingen er basert pa gjennomsnittsverdier
beregnet fra to testrunder med 10 dommere i hver runde, og gir en indikasjon pa luktene som
ble oppfattet av panelet. Som vist i Figur 4.9 rangerte dommerne pa en skala fra 1-9 poeng de
ulike luktene som harsk lukt, bilukt, brent lukt, svovellukt og emmen lukt. Kommentarer gitt
fra flere dommere var blant annet assosiasjoner til metallukt, egg og eggedosis, samt sur og
fermentert lukt. Prgvene som ble servert var belyst i luft (Oy) eller nitrogenatmosfeere (N,)
med kontinuerlig (K) UVC-lys i 10 og 60 sekunder, og puls (P) UV-lys ved lav og hgy ganger
3 (Hx3) dose. Ubelyste kontrollprgver, hvor den ene hadde veert utsatt for nitrogen, ble ogsa

vurdert. Prgvene ble tildelt skende antall poeng etter gkende grad av lukt.

9,0
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B P_Hx3 02
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b 5,0 K_10sek_02
[-%
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Vurderte luktforbindelser

Figur 4.9 Profesjonell sensorisk produktvurdering med hensyn pa lukt. Vurderte prgver ble belyst i
luft (O,) eller nitrogenatmosfeere (N,) med kontinuerlig (K) UVC-lys i 10 og 60 sek., og puls (P) UV-
lys ved lav og hgy x3 (Hx3) dose. Praver belyst i N, er merket med lysere fargenyanse og ubelyste
kontrollpraver er vist i gratt.
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Av figur 4.9 kan det leses at luktene som ble sterkest oppfattet blant dommere i det trente
panelet var bilukt, brent lukt og emmen lukt. Bilukt ble oppfattet sterkest pa proven belyst
med puls UV-lys ved lav dose, samt ubelyst kontrollprgve, hvor begge pravene var belyst i
nitrogenatmosfaere. Prgvene som ble vurdert til & ha mest brent lukt var de belyst med puls
UV-lys ved 3 ganger hgy dose, mens prgvene belyst med lav pulsdose ble vurdert til nesten
ikke & ha noe brent lukt. Emmen lukt ble mest oppfattet fra de ubelyste kontrollpravene i luft
0g nitrogenatmosfare. Ingen av de presenterte kyllingprgvene ble rangert med ekstremt haye
poengsummer for de ulike luktforbindelsene. Selv om resultatene ga indikasjon pa forskijeller
mellom prgvene i forhold til emmen lukt og bilukt, var det ingen av prgvene som ble vurdert
som statistisk signifikant forskjellige. Kyllingpraver vurdert til a ha brent lukt var de eneste
prevene dommerne oppfattet signifikante forskjeller mellom (p < 0,001).

Resultatene fra den gjennomfarte forbrukertesten med et utrent panel pa 20 tilfeldig valgte
personer er vist i tabell 4.1 og figur 4.10. Tabellen viser oversikt over svarene som ble gitt ved
sparsmalet hvorvidt testpersonene ville spist falgende kyllingpreve til middag eller ikke. Svar
registrert som blank var svarskjema med manglende svar. Prgvene som ble servert var belyst i
luft eller nitrogenatmosfeere med puls UV-lys ved lav og hgy x3 dose, samt kontinuerlig
UVC-lys i 60 sekunder, belyst i Iluft.
gjennomsnittssummen de ulike prgvene oppnadde da testpersonene fikk spgrsmal om a

Figur 4.10 viser en grafisk oversikt over
rangere kyllingprevene etter kvalitet pa en skala fra 1-9 poeng. Pa kvalitetsskalaen var 1
poeng veldig darlig, 5 poeng indikerte hverken liker eller misliker, og 9 poeng indikerte

veldig god kvalitet.

Tabell 4.1 Bedgmming av UV-belyst og ubelyst kyllingfilet av 20 tilfeldige valgte forbrukere*.

Lav Hx3 Hxs | uvC 60sek | WP
Svar: 0; O, N2 O;
Ja 14 (70%) |13 (65%) |12 (60%) |14  (70%) |10  (50%)
Nei 5  (25%) |6  (30%) |5  (25%) |4  (20%)|9  (45%)
Blank 1 G% [1 (% |3 (5% |2 (0% |1 5 %)
sum 20 (100%) |20 (100%) |20 (100%) |20 (100%) |20 (100 %)

* Angitte svar ved spgrsmal om hvorvidt forbrukeren ville spist/ikke spist falgende kyllingprever
belyst i luft (O,) eller nitrogen (N2) med puls UV-lys, ved lav eller 3 ganger hgy (Hx3) dose,
kontinuerlig UVC-lys, 60 sek. i luft, eller ubelyst kontrollprgve. Svar er gitt i antall og %.
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Figur 4.10 Kvalitetsrangering av UV-belyst kyllingfilet pa en skala fra 1-9 poeng utfgrt av 20
tilfeldige forbrukere (1 = veldig darlig, 5 = verken liker eller misliker, 9 = veldig god). UV-belysning
av praver er beskrevet i fotnote til tabell 4.1.

Det utrente panelet pa 20 tilfeldig valgte personer representerte en mindre forbrukertest, og
som vist i tabell 4.1 svarte flesteparten at de ville brukt filetene til dagens middag. Praven
som ble minst preferert var den ubelyste kontrollprgven. Resultatene fra kvalitetsrangeringen
vist i figur 4.10 indikerte at testpersonene ikke kunne skille mellom belyste kyllingprever og
ubelyst kontrollprgve, hvor store standardavvik viser at deltakerne oppfattet kyllingfiletene
ulikt. Statistiske beregninger gjort med ANOVA (analysis of variance) bekreftet at det ikke
var signifikant forskjell pa prgvene behandlet med ulike belysningsmetoder og

kontrollpraven.
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5.0 Diskusjon

Mattrygghet og kvalitetssikring av ferske fjgrfeprodukter byr i dag pa flere utfordringer innen
fjerfeindustrien. Potensiell forekomst av patogene og forringende mikroorganismer farer til et
stadig sterre behov for utvikling av nye metoder for forbedret produktkvalitet. Bruken av
ultrafiolett belysning som dekontamineringsmetode har de senere ar blitt mgtt med en gkende
interesse. | det gjennomfarte studiet har det blitt brukt kontinuerlig UVC-lys og puls UV-lys
ved belysning av fersk kyllingfilet og agarskaler tilsatt bakterier, for & se reduksjonseffekten
pa forringelsesartene C. divergens og Pseudomonas spp., samt ESBL-produserende E. coli.
Gjennom studiet kom det fram at UV-belysningen med begge metodene var effektiv i

reduksjon av alle tre bakterieartene.

5.1 Antibiotikaresistente stammer

| UV-belysningsforsgkene ble det i tillegg til antibiotikaresistente E. coli-stammer ogsa
benyttet resistente mutanter oppdyrket fra villtypestammer av C. divergens og Pseudomonas.
Hensikten med & lage antibiotikaresistente mutanter var a unnga stgy fra bakgrunnsflora
naturlig tilstede pa kyllingfiletene, og ved & benytte vekstmedium tilsatt antibiotika ved
utplating av  kyllingprevene ble dette unngatt. Mutantstammene benyttet il
belysningsforsgkene ble analysert ved 16S rDNA-sekvensering for a bekrefte riktig identitet
og ren kultur. Vekstegenskaper i forhold til opprinnelige villtyper ble undersgkt ved
bioscreen-analyse, hvor resultatene viste relativt likt vekstmgnster mellom villtype og utvalgt
mutant. Dette var en grunnleggende forutsetning for at forsgkene skulle vare sa autentiske
som mulig, siden formalet var & undersgke hvordan UV-belysningen ville pavirket stammer

som normalt forekommer pa kylling.

Adapsjon til rifampicin og vekstanalyse ble ogsa utfert for bakteriearten B. thermosphacta.
Samme vekst- og inkubasjonsbetingelser som ved oppdyrking av Pseudomonas spp. ble
benyttet (se tabell 3.2), men grunnet darlig adapsjon og vekst ble ikke denne arten tatt med i
UV-belysningsforsgkene. Hadde det vert mer tid til radighet og adapsjonsprosessen til

rifampicin kunne foregatt lengre, ville en muligens ha oppnadd flere mutasjoner. Siden B.
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thermosphacta utgjgr en meget sentral del av den naturlige forringelsesfloraen pa kylling vil

dette veere interessant for videre arbeid.

5.2 UV-belysning reduserte bakterietall pa fersk kyllingfilet

Belysningsforsgk pa fersk, skinnfri kyllingfilet og agarskaler tilsatt antibiotikaresistente
bakteriestammer ble gjennomfgrt ved bruk av kontinuerlig UVC-lys og puls UV-lys.
Hensikten med a belyse agarskaler i tillegg til kyllingbiter var for & kunne sammenligne
effekten av UV-belysningene og eventuelle forskijeller i reduksjon av bakterietall pa kylling
(log CFU/cm?®) og agar (log CFU). Resultatene fra forsgkene ble valgt framstilt i
oversiktsfigurer med diagrammer for hvert enkelt av de tre belysningsforsgkene i en figur.
Dette gjorde det lettere a kunne sammenligne og synliggjere variasjoner innen og mellom
forsgkene, noe som ikke kom frem ved a vise figurer der en benyttet et gjennomsnitt mellom

de tre forsgkene.

Resultatene fra belysningene pa agarskalene viste generelt for alle bakterieartene god
reduksjon for begge belysningsmetodene. Bruk av kontinuerlig UVC-lys og puls UV-lys viste
drap pa over 6,5 log ved kontinuerlig belysning, og mellom 6,5-7,0 log med UV-pulser, noe
som statter effektiviteten ved bruk av UV-belysning som desinfeksjonsmetode pa flate, glatte
overflater. Selv ved 5 sekunders belysningstid og ved lav pulsdose indikerte resultatene hgyt
bakteriedrap i1 forhold til de ubelyste kontrollprgvene. Dette viser at UV-lyset dreper
bakteriene nar lyset treffer, og at gkt UV-dose ikke ngdvendigvis gir gkt drapseffekt.
Resultatene fra de belyste kyllingprevene med bade kontinuerlig- og puls UV-lys viste noe
varierende reduksjoner mellom de ulike belysningsdosene for alle bakterieartene. Praver
belyst med kontinuerlig UVC-lys indikerte en liten gkning i antall reduksjoner ved de lengste
belysningstidene pa 1 og 5 minutter, men forskjellene fra praver belyst i 5 sekunder var ikke
starre enn 0,5-1,0 log. Dette forteller at UV-belysning i 5 sekunder ga en reduksjon der
gkende UV-dose ga liten gkning i drap, og at gevinsten ved & gke UV-dosen 60 ganger fra 5
sekunder til 5 minutter er minimal. Overraskende indikerte resultatene fra pulsforsgkene en

svak gjennomgaende trend der gkt UV-belysningsdose ga litt gkende reduksjon.
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Grunnen til hvorfor de ulike UV-dosene gitt i belysningsmetodene ga varierende resultater
mellom tilsvarende prgver i de forskjellige forsgksparallellene, skyldtes mest sannsynlig at
bakteriecellene som overlevde Ia skjermet for UV-lyset. Ujevnheter i overflatestrukturen eller
eventuelle forurensinger i form av diverse partikler er potensielle gjemmesteder som hindrer
UV-lyset fra & treffe bakteriene. Nar lyset skjermes motvirkes drapseffekten. Ujevnheter i
overflatestrukturen er en utfordring i forhold UV-belysning av kyllingfilet. Dette gjenspeiles i
forsgksresultatene fra de belyste kyllingpravene sammenlignet med log-reduksjonen pa de
belyste agarskalene. Reduksjon i antall log CFU/cm? kyllingfilet viste sammenlagt for begge
metodene og alle gitte UV-doser, rundt 1,0-3,0 log, mens reduksjonen pa agar var pa >6,5 log
CFU. Selv om kolonitallet av de belyste kylling- og agarprevene tilsa reduksjon i bakterietall,
ma det tas forbehold om hvorvidt bakteriene faktisk ble drept under belysningsforsakene.
Cellene ble mest sannsynlig gdelagt, men muligheten for at de kan regenerere ved hjelp av

reparasjonsmekanismer over tilstrekkelig med tid er tilstede og burde testes.

De gjennomferte belysningsforsgkene viste en sterk indikasjon pa at UV-belysning,
uavhengig om det er kontinuerlig eller puls UV-lys, er en effektiv behandlingsmetode for
reduksjon av bakterielt starttall pd fersk, skinnfri kyllingfilet. Forsgkene har fokusert pa
kvalitetsforringende bakterier naturlig forbundet med kylling, men andre studier har vist at
bruk av UV-lys ogsa har stor desinfiserende effekt pa patogene mikroorganismer ofte
assosiert med kyllingkjatt. Dette inkluderer spesielt Campylobacter spp., Salmonella spp. og
Listeria monocytogenes (Haughton et al., 2011; Keklik et al., 2009; Keklik et al., 2010;
Keklik et al., 2012; Paskeviciute et al., 2011).

Belysningsdosene i oppgavens UV-pulsforsgk var definert som lav (1,6 J/cm?) og hay (3,6
Jlem?), hvor 1, 3 eller 5 pulser ved hgy dose ble benyttet. Sistnevnte UV-doser tilsvarte
belysningsdoser p& 10,8 og 18,0 J/cm?. Grensen for hayst tillatt UV-dose i belysning av mat
er av Food and Drug Administration (FDA) i USA fastsatt til 12,0 Jicm?® belyst
produktoverflate. Bortsett fra for 5 ganger hgy dose var de benyttede UV-dosene innenfor den
nevnte grensen, med 3 ganger hgy dose rett under grenseverdien. Ved a benytte disse
belysningsdosene var det mulig & se hvilke forskjeller dosene eventuelt utgjorde i
bakteriereduksjonene, og om gkt dose ga noe tilleggseffekt eller merkbare forskjeller i andre
egenskaper hos det belyste produktet. Belysningsforsgkene gjort med puls UV-lys indikerte
noe hgyere reduksjon i bakterietall ved gkende antall pulser, men forskjellene fra hgy dose 1,
3 eller 5 ganger, varierte og var i noen tilfeller ikke merkbare. For kontinuerlig UVC-
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belysning er det i falge Mattilsynet i Norge ingen fastsatte regelverk innen EU (European
Union) for bruk pa naringsmidler, sa lenge kravet om forsvarlig produktsikkerhet er
opprettholdt.

Et studium utfgrt av Keklik et al. (2010) med bruk av UV-pulser pa benfri kyllingfilet, viste
omtrent 2,0 log i reduksjon av bakterietallet av Salmonella typhimurium (ATCC 13311). De
aktuelle prevene var utsatt for puls UV-lys i 15 sekunder med 3 pulser/sekund (1,27 J/cm? per
puls), hvor det ved belysningstider lengre enn 15 sekunder ble registrert synlige
fargeendringer pa produktene. Belysningsdosen disse pravene ble utsatt for tilsvarte en UV-
dose p& over 57 J/icm?, noe som var betraktelig hoyere enn den starste dosen benyttet i
oppgavens forsgk, og langt over grenseverdien fastsatt av FDA. Selv om den hgye
belysningsdosen ikke vil vaere aktuell i industriell produksjonssammenheng, viser studiet hvor
effektiv UV-belysning kan vare ved bakteriell bekjempelse. Paskeviciute et al. (2011), utferte
ogsa belysningsforsgk med fokus pa reduksjon av patogener pa skinnfri kyllingfilet. | dette
studiet ble det benyttet lignende UV-pulsdoser som i denne oppgaven, og 2,0-2,4 log-
reduksjon av S. typhimurium og L. monocytogenes ble oppnadd ved belysning med 5.4 J/cm?
per puls. Disse resultatene er rimelig i samsvar med egne resultater, der bakteriereduksjonen
for praver behandlet med hgy dose (3,6 J/lcm?) eller 3x hgy (10,8 J/cm?) henholdsvis 1&
mellom 1,0-2,5 og 1,0-3,0 log, sammenlagt for bade C. divergens, Pseudomonas spp. 0g
ESBL-E.coli. I tillegg til forsgk gjort pa kyllingfilet har UV-belysning ogsa blitt brukt pa
andre produkter som diverse fruktjuicer og cider bestaende av eple, appelsin og ananas, samt
av jordber- og mangonektar med god effekt (Keyser et al., 2008; Sauer and Moraru, 2009;
Yin et al., 2015). Overflatedekontaminering av kokte spiseklare kjattprodukt, slikt som kokt

skinke og bologna-skinke har ogsa vist gode resultater (Hierro et al., 2011).

Under belysningsforsgkene ble det for og etter belysning foretatt temperaturmalinger av
kyllingprgvenes overflate. Hensikten var & undersgke om tilfarte UV-doser forte til eventuelle
temperaturgkninger i produktoverflaten. Den lille gkningen som ble registrert varte bare i
noen fa sekunder far temperaturen falt raskt ned igjen. Sett fra et industrielt perspektiv er ikke
temperaturendringer som fglge av UV-belysning et potensielt problem, da kyllingkjgtt har et
naturlig kuldereservoar inni Kkjgttet som vil kjgle overflaten raskt ned igjen etter UV-
belysningen. Eventuell bruk av UV-belysning i produksjonssammenheng vil veere avhengig
av effektivitet, med lett tilgjengelighet og rask belysningstid. Den mest praktiske metoden til
bruk i produksjon av ferske kyllingprodukter vil derfor mest sannsynlig veere puls UV-lys.
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Kort belysningstid i form av intense UV-pulser kan implementeres langs produksjonslinjer
med hgy hastighet og liten plass, og belysningen kan bidra til gkt holdbarhet og
produktkvalitet. Opprettholdelse av matsikkerhet i form av inaktivering av eventuelle
patogener eller antibiotikaresistente bakterier er ogsa et sentralt fokus. Ved bruk av UV-lys i
neringsmiddelproduksjon bgr UV-belysningstrinnet vere siste hygienebarriere far
emballering, eventuelt belysning av allerede emballerte pakker, for & unnga ytterligere
kontaminering av produktene. P4 den maten oppnas det lavere starttall av naturlig

forekommen forringelsesflora eller patogener.

| tillegg til & undersgke hvordan starttallet av naturlige forringelseshakterier pa fersk
kyllingfilet kunne reduseres, var det interessant & fa en indikasjon pa hvor mye bakterier som i
utgangspunktet befant seg pa kyllingfiletene. Under belysningsforsgkene ble det derfor
foretatt prgvetaking av ubelyste kyllingfileter for testing av bakgrunnsflora pa agarskaler med
0g uten tilsatt antibiotika. For hver testing ble det benyttet ferske kyllingfileter, innkjgpt for
hvert enkelt belysningsforsgk, slik at antall undersgkte fileter ble starst mulig. Skaler tilsatt
antibiotikaene rifampicin og ampicillin viste ingen vekst for noen av de undersgkte
kyllingfiletene. Dette indikerer at hvis det er penicillinresistente bakterier pa de analyserte
provene, foreligger disse i lavere nivaer enn benyttet deteksjonsgrense p& 100 CFU/cm?.
Disse observasjonene er betryggende med tanke pa mattryggheten og den gkte forekomsten
av antibiotikaresistente bakterier i forbindelse med fjgrfe globalt. Norsk kylling er generelt av
hagy kvalitet, og Norge er et av landene i Europa med minst forekomst av antibiotikaresistente
E. coli-stammer pa fjgrfe, noe de observerte resultatene ogsa samsvarer med (Animalia,
2014). Skalene uten tilsatt antibiotika hadde derimot vekst, og viste en indikasjon pa
bakterietall mellom 3,0-4,8 log CFU/cm? kyllingfilet. Disse tallene tyder pa et generelt lavt
bakterietall blant undersgkte, ferske kyllingfileter Kkjgpt i butikk. Utplatingen av
bakgrunnsflora ble derimot foretatt pa et lite utvalg vekstmedier med inkubasjon pa 30 eller
37 °C. Uplating pa flere typer medier og bruk av andre inkubasjonstemperaturer som
favoriserer typisk forringelsesflora pa kylling ber ogsa testes. Bruk av lavere temperaturer
kunne blant annet gitt starre og raskere vekst av eventuelle psykotrofe bakterier. Tilfeller med
forhgyet bakterietall pa fersk kylling med fortsatt lang holdbarhetstid, trenger ngdvendigvis
ikke skyldes lavere produktkvalitet fra produsent. Fremskyndelse av kvalitetsforringelse kan
forarsakes av flere faktorer, som for eksempel brudd pa kjelekjeden av produktene enten ved

transport, i butikk eller hos forbruker.

55



5.3 Produktvurderinger av UV-belyste kyllingfileter

En sensorisk produktvurdering av UV-belyste kyllingfileter behandlet med ulike doser ble
foretatt ved hjelp av et profesjonelt sensorisk panel, samt ved en mindre forbrukertest med 20
tilfeldige testpersoner. Produktvurderingen var interessant for a fa en indikasjon pa om UV-
belysningen pavirket de sensoriske egenskapene til belyste kyllingfileter, og hensikten med a
bruke et profesjonelt trent smaksdommerpanel var & undersgke om eventuelle signifikante
forskjeller mellom prgvene kunne kartlegges og dokumenteres. Den mindre forbrukertesten
var interessant for a se om belysningen medfarte merkbare kvalitetsendringer som kunne

innebaere mindre produktaksept blant vanlige forbrukere.

Det trente smaksdommerpanelet kunne skille mellom noen UV-belyste praver og ubelyste
kontrollpraver i forhold til kvalitet. Noen prgver ble av panelet oppfattet som signifikant
forskjellige fra de andre prevene med hensyn pa brent lukt, hvilket vil si at flere dommere
oppfattet den samme lukten fra de samme prgvene. Likevel var det ingen av kyllingfiletene
som ble tildelt ekstremt hgye poengsummer for noen av de vurderte luktene.
Vurderingsskalaen gikk fra 1-9, hvor prgvene med sterst poengsum la mellom 5-6,4. Dette
indikerte at produktkvaliteten generelt ikke var stort pavirket av UV-belysningene.
Sammenlignet med de ubelyste kontrollprgvene, som flere dommere oppfattet som prevene
med mest fremtredende lukt for flere av de vurderte luktene, indikerte dette at sensoriske
egenskaper ikke forverres som fglge av UV-belysning. For en produsent er det ferst og fremst
forbrukernes vurdering og oppfatning av et produkt som er mest interessant. De 20
testpersonene kunne ikke statistisk skille mellom kyllingprgvene, og flesteparten ville spist de
vurderte filetene til dagens middag. Kvalitetsrangeringen viste at den ubelyste kontrollprgven
fikk noe lavere poengsum enn de belyste prgvene, selv om dette ikke var statistisk signifikant.
I likhet med resultatene fra den profesjonelle produktvurderingen indikerer dette at de belyste
kyllingfiletene hadde samme sensoriske kvalitet som de ubelyste filetene.
Kvalitetsvurderinger er et resultat av forbrukernes personlige oppfatninger. Store
standardavvik for de vurderte prgvene viste at hver testdeltaker hadde sin egen subjektive
mening om kvaliteten pa kyllingfiletene, og kvaliteten ble oppfattet ulikt blant de forskijellige
deltakerne. Siden forbrukertesten ble gjennomfart med kun 20 personer viser resultatene bare
en indikasjon pa hvordan UV-belyst kyllingfilet oppfattes blant vanlige forbrukere. Det er

mulig at med en starre forbrukerundersgkelse med langt flere deltakere (100-150 personer
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eller flere) vil en kunne oppdage eventuelle sma signifikante forskjeller. Det kan ogsa veere

nyttig & definere bestemte malgrupper, som for eksempel kjgnn og alder.

Resultatene gitt fra de sensoriske produktvurderingene ga generelt en indikasjon pa at de UV-
belyste kyllingfiletene ikke bar preg av store merkbare endringer i kvalitet. Forskning rundt
bruk av UV-belysning som alternativ til termiske konserveringsmetoder er fortsatt et omrade
under stadig utforskning. Flere studier har vist positive effekter ved bruk av UV-lys der
sensoriske produktforandringer har veert mindre enn ved termiske behandlinger uten a ga pa
bekostning av mattryggheten (Falguera et al., 2011). Ytterligere kunnskap rundt temaet er
likevel fortsatt en ngdvendighet. Forsgkene gjort i denne oppgaven har vist at det er grunnlag
for utfgrelse av flere analyser og videre testing av eventuelle produktforandringer som kan
oppsta som fglge av UV-belysning. Ved a gjennomfare flere lagringsforsgk der en ser pa
kylling belyst i aerob kontra anaerob atmosfere, kan en undersgke om det oppstar blant annet
flere luktdannelser, synlige fargeendringer, raskere harskningsforbindelser eller andre
kjemiske reaksjoner under lagringstiden. Eventuelle forskjeller i produktkvaliteten som falge
av belysningsatmosfeeren vil da kunne sammenlignes. Slike analyser og forsgk er blant annet
interessante a gjennomfare pa kyllingfileter behandlet med puls UV-lys 3 og 5 ganger hgy
dose. Analysene gjgr det mulig & se hvordan UV-dosen starre enn grensen fastsatt av FDA
pavirker produktkvaliteten, og om den utgjar forskjeller i forhold til produkt behandlet med
UV-doser innenfor grensen. Lagringsforsgk og analyser av sensoriske og kjemiske
egenskaper pa produkt belyst i modifisert atmosfeare er ogsa nyttig i industrielt sammenheng.

UV-belysning av allerede emballerte produkt kan veere @nskelig siden sjansen for
rekontaminering av produktene er mindre ved belysning direkte i emballasjen. Tilstrekkelig
kunnskap om hvordan pakkegassen eventuelt pavirker produktkvaliteten vil dermed veere

ngdvendig.
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5.4 Konklusjon og videre arbeid

Utfarte forsgk viste at kontinuerlig UVC-belysning og puls UV-lys var to raske, enkle og
effektive metoder for god reduksjon i bakterietall av C. divergens, Pseudomonas spp. 0g
ESBL-produserende E. coli. Belyste kyllingfileter viste liten endring i sensoriske egenskaper
og produktkvalitet. Ingen store forskjeller mellom de benyttede belysningsmetodene ble
observert i forhold til antall bakteriedrap, hvor generell reduksjon Ia mellom 1,0-3,0 log for
alle bakterieartene. Resultatene indikerte god drapseffekt uavhengig av UV-dose, hvor gkt

dose ga lite gkning i log-reduksjonen.

Ved videre arbeid basert pa dette studiet kan det veere interessant a utfare tilsvarende forsgk
og analyser med bakteriearten B. thermosphacta, da arten utgjer en meget sentral del av
forringelsesflora pa kylling. Utfgrelse av flere og mer omfattende lagringsforsek med
kyllingfileter belyst i ulik atmosfaere kan ogsa veare aktuelt for videre kjemiske og sensoriske
analyser. Det mikrobiologiske nivaet pa belyste prgver i etterkant av forsgkene er ogsa noe
som er verdt a undersgke narmere. For & oppna sikrere data i forhold til sensoriske
produktvurderinger er det viktig & gjennomfare stgrre forbrukerundersgkelser, med et stort
utvalg forbrukere, og eventuelt definerte malgrupper. Tilsvarende belysningsforsgk utfart i
studiet kan ogsa veere interessante a teste ut i neringsmiddelbedrifter. Gjennomfarelse av UV-
belysninger pa selve produksjonslinjen, med etterfglgende mikrobiologiske tester, gir innblikk
i hvordan belysningsmetodene fungerer i praksis. Dette gir mulighet til & finne praktiske
Igsninger pa hvordan UV-belysning best kan implementeres som dekontamineringsmetode i
en bedrift.
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Vedlegg 1

Oppskrift og tillaging av vekstmedier

Alle vekstmedier ble tillaget med destillert vann og sterilisert ved certoklavering (Certoclav
Sterilizer Gmbh, A-4050 @sterrike).

Vekstmedium

Ant. gram/liter destillert vann

BHI-agar (Oxoid, England) 47
BHI-buljong (Oxoid, England) 37
TSA (Oxoid, England) 40
TSB (Oxoid, England) 30

Mediene i den overstéende tabellen ble certoklavert ved 121 °C i 15 minutter.

cMRS-medium

Kjemikalie Produsent Ant. gram/liter
Ammonium citrat (tribasic) Sigma-Aldrich, Tyskland 2,125
K,HPO, Merck, Tyskland 2
MgSQ, Merck, Tyskland 0,02
MnSO, * 1 H,0O Merck, Tyskland 0,02
Pepton Proteose Nr. 3 DIFCO, USA 10
Sucrose (D(+)-Saccharose) VWR, Belgia 20
Yeast extract Oxoid, England 5

Medium for agarskaler ble tilsatt 15 g Agar Bacteriological (Agar no.1, Oxoid, UK) pr liter
destillert vann. pH i mediet ble justert til 8,5 ved hjelp av NaOH far certoklavering ved 115

°C i 20 minutter.

Vekstmedium tilsatt antibiotika

Tilsats av antibiotika til vekstmedier ble gjort etter minimum 30 minutters avkjgling i

vannbad (48-50 °C), fer fordeling i petriskaler i passende mengde. Tilstrekkelig avkjeling av

vekstagaren er essensielt for a unnga inaktivering av det tilsatte antibiotikumet.




Flash lamp type and spectra:

+« Xe gas filled (no Mercury!) flash-lamp

* Flash lamp is water-cooled, removing Ozone and IR

(heat) from reaching samples,

NO HEAT WAVE no Ozone on samples!

included 3 typs of Reflectors,

19 cm active length, or up to 50 J/cm length,

UVC, UVB and UVA outputs increase with increase

of a pulse energy,

* UVC or UVB water filled filters to remove visible
light) - as paid options,

* The Max UVC flux on a product: 2J/cm?2/pulse.

Max Sterilization Efficiency:

bacteria- 4-6 logs /pulse, spores: 2-3 logs /pulse.

+ distance between lamp module and a sample shelf
is adjustable with a step of 2cm,

+« Reflectors can be easily changed.

Safety: during the system operational cycle the

chamber door is automatically locked, no UV or EM

fields leak out.

Analogue voltmeter 10 V to select pulse energies:

10

-~ o

Our PUV systems are in use worldwide

© 2014 SteriBeam Systems GmbH,
Gottlieb-Fecht Str. 32,
D-77694 Kehl-Kork am Rhein

Vedlegg 2

INTENSE PULSED UV SYSTEM
XeMaticA-1L-SA

semi-automatic 1 lamp R&D system

for evaluation tests in food, bio-medical and

pharmaceutical applications:

e pulse energies from 100 J to 1000 J,

e front DC Voltmeter calibrated in Joules,

* 180° to 360° product exposure with side and
bottom reflectors,

* Ozone and Mercury free.

El connection: #1: EU-standard: 235 VAC,

one phase, 50-60 Hz, 200 w ave.

#2: USA: 208 VAC, 1 phase, 50-60 Hz,

Size, weight:
60 cm wide x 58 cm high x 48 cm deep,
food-grade stainless-steel, weight ca. 40 kg.

UV chamber:

e 24 cm wide x 24 cm high x 24 cm deep,
e all lined with Aluminum 99.8% reflectors,
* uniform UV flux under the sample shelf.

Water filled UVB or
UVC filter between
the water cooled

' flash lamp module
and the sample

Three easy changeable reflectors with footprints
5x20 cm, 10x20 cm and 20x20 cm to vary UV

fluxes to fit variety of products.

Paid Option 1: UV control:
- a free positioned UV sensor, and
a PC Scope, also to measure a UV
transparency of plastic foils.

Paid Option 2: UVC , UVB filters
to block visible and IR light:

were successfully tested in leading EU labs.

Tel. (+49) 07851 - 99 47 68 13; Fax — 899 331
info@steribeam.com www.steribeam.com




Vedlegg 3 — Side 1

Vekstkurver fra bioscreen-analyse av Carnobacterium divergens-stammer
(villtype og tilhgrende antibiotikaresistente mutanter)
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Vedlegg 3 — Side 2

Carnobacterium divergens MF 5715
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Vedlegg 4 — Side 1

Vekstkurver fra bioscreen-analyse av Pseudomonas-stammer (villtype og
tilhgrende antibiotikaresistente mutanter)
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Vedlegg 4 — Side 2

Pseudomonas MF 5704
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