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Sammendrag

Ved identifisering av total mikrobiota ved hjelp av kultur-uavhengige metoder ved utvalgte
punkt i verdikjeden til lettmelk, og ved bruk av sjekkliste for ulike faktorer pa gard, var det
mulig a identifisere faktorer og utstyr som pavirket den mikrobielle kvaliteten til melken. Det
har tidligere blitt vist at bade biofilm, melkeanlegg og meieriutstyr kan pavirke mikrobiotaen

i melk.

Prgvepunktene i verdikjeden hvor det ble tatt ut melkeprgver var pa gardstank, lass fra
tankbil, silotank pa meieri, ferdigvaretank etter pasteurisering, melk pa kartong ved
produksjonsdag og melk pa kartong ved utgatt holdbarhet etter 14 dager, lagret ved 4, 6 og
8 °C. Ut i fra disse prgvepunktene var det mulig a se at den mikrobielle kvaliteten til ra melk
kunne pavirke den mikrobielle kvaliteten ved utgatt holdbarhet pa kartong, samt at blanding
av melk med melk fra andre ruter som hadde en annen bakterieflora kunne forarsake en
mulig utblandingseffekt som fgrte til mindre Bacillus ved utgatt holdbarhet. Resultatene
viste at ved utgatt holdbarhet dominerte Pseudomonas og Bacillus ved alle tre
lagringstemperaturene, med st@grst mengde Bacillus ved lagring pa 8 °C. Stgrst mengde
Bacillus ved utgatt holdbarhet, for lagring ved 4 og 6 °C, ble sett for uttakene med stgrst
mengde Bacillus i ra melken pa gard. Det ble ogsa observert at en mulig biofilmdannelse i

tankbil, pasteuren eller ferdigvaretanken pa meieriet kan bidra med bakterier til melken.

Pa gardene ble det sett pa ulike faktorer som kunne pavirke det mikrobielle innholdet i
melken; vask av gardstank (automatisk eller manuell), type gardstank (Wedholms eller
Landteknikk), férsupplement (potet eller forsukkerbeter i tillegg til surfor og kraftfor),
fipstype (bas eller Igsdrift), melkesystem (robot, melkestall eller rérmelksystem), proppen til
tappestussen pa gardstanken (av eller pd) og om fjgsdgren var apen inn til melkerommet. Av
disse faktorene ble det funnet at automatisk vask av Wedholmstank ga stgrre mengde og
spredning i type bakterier enn ved automatisk vask av Landteknikktank. Forsupplement med
potet i tillegg til surfor og kraftfor ga ogsa et hgyere antall bakterier enn uten potet i foret.

De andre faktorene ga ingen pavirkning.

Tre ulike metoder (Bactocount, plating og droplet digital polymerasekjedereaksjon (ddPCR))
ble brukt til identifisering av total bakterietall i ra melk fra gard for a se pa korrelasjonen
mellom dem. Det var liten korrelasjon mellom metodene, hvor minst korrelasjon ble sett

mellom ddPCR og plating. Stgrst korrelasjon ble sett mellom Bactocount og plating.



Abstract

By identifying the total microbiota, by the use of culture indepentent methods on selected
samples along the supply chain of low-fat milk and by the use of a check list on the farm, it
was possible to identify factors and equipment that influenced the bacterial content in the
milk. It is already known that biofilm, milking and dairy equipment can influence the

microbiota in milk.

The milk samples selected in the supply chain was taken from the farmtank, the milk truck,
silo tank at the dairy, holdertank after pasteurization, carton at production day and carton
after 14 days storage at 4, 6 and 8 °C. From this sampling it was possible to observe that the
raw milk quality can influence the quality of the milk at the end of shelf life, as well as mixing
of milk which differe in its bacterial flora resulted in a dilution effect that gave less amount
of Bacillus after storage. At the end of shelf life the bacterial content in the cartons was
dominated by Pseudomonas and Bacillus at all three storage temperatures. The largest
amount of Bacillus was observed in cartons at 8 °C storage. The largest amount of Bacillus in
milk samples at the end of shelf life, stored at 4 and 6 °C, was seen in the samples were the
largest amount of Bacillus in the raw milk on the farm also was seen. Also biofilm in the milk
truck and in the dairy equipment, either in the pasteur or in the holdertank after

pasteurization, affected the microbial content of the milk.

There were different factors on the farm that was investigated for microbail influence on the
milk; cleaning system of farm tank (automatic or manual), type of farm tank (Wedholms or
Landteknikk), feed supplementation (potato or feed sugar beet in addition to silage and feed
concentrates), type of barn (tie stall barn or free-stall), milkingsystem (robot, milking parlor
or pipeline milkingsystem), lid on the pipe of the farm tank (on or off), barn door open or
closed in the milking room. Of these factors, it was observed an increase in the amount and
distribution of bacteria when cleaning a Wedholms tank by an automatic cleaning system
compared to using automatic cleaning of a Landteknikk tank. It was also observed an
increase in bacterial content by adding potato to the feed. Non of the other factors gave any

significant effect on the bacterial content.

Three different methods (Bactocount, plating and digital droplet polymerase chain reaction
(ddPCR)) were used to identify the total bacterial content of the raw milk from the farms to
see if there was a correlation between the methods. It was little correlation between the

methods. The lowest correlation was observed between plating and ddPCR and the largest

correlation between plating and bactocount.
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1. Introduksjon

1.1 Melk og dens mikrobielle innhold

Melk er mat med hgyt innhold av neeringsstoffer som proteiner, fett, karbohydrater,
vitaminer, mineraler og essensielle aminosyrer. Melk kommer fra flere forskjellige
mammalske dyr som ku, geit, sau og mennesker (Quigley et al., 2013b). | denne oppgaven blir

ordet melk brukt om melk fra kyr.

Ettersom melk har hgy vannaktivitet, ngytral pH og masse naeringsstoffer er det et godt
vekstmedium for bakterier (Quigley et al., 2013b). Noen bakterier kan gi forringelse av
melken, samt veere en fare for mattryggheten (Seérhaug and Stepaniak, 1997, Raats et al.,

2011, Dogan and Boor, 2003, Andersson et al., 1995, Liicking et al., 2013).

1.1.1 Mikrobiologisk innhold i ra melk

Det er forskjellige metoder for identifisering av bakterier; kulturavhengige og kultur-
uavhengige. Disse metodene blir ngyere omtalt i seksjon 1.4 nedenfor. Hvilke metoder som

blir brukt til identifisering av bakterier vil ha innvirkning pa resultatet.

| de fleste studier pa bakterieinnhold i ra melk blir det brukt kulturavhengige metoder for
fremvekst av bakterier; (Desmasures et al., 1997, Hantsis-Zacharov and Halpern, 2007,
S¢rhaug and Stepaniak, 1997). Det er tenkt at de fleste bakterier i melken lar seg kultivere
(Raats et al., 2011). Ved bruk av kulturavhengige metoder ble det funnet at de dominerende
bakteriene i ra melk var melkesyrebakterier (Lactococcus ssp. og Lactobacillus ssp.),
Pseudomonas ssp., Micrococcus ssp. og Staphylucoccus ssp. fra gruppen Microccocaceae.
Utenom disse bakteriene er det ogsa noen typer gjaer. Mindre dominerende bakterier som ble
funnet i ra melk er Leuconostoc, Strepstococcus og Enetrococcus ssp., Bacillus, Clostridium og

Listeria ssp., og Enterobacteriaceae (Lafarge et al., 2004, Desmasures et al., 1997).

Det har vist seg at flere bakterier i melk ikke lar seg kultivere, og dermed vil man ikke fa frem
alle bakterietypene i melken ved bruk av kultivering (Raats et al., 2011). | senere ar har det
blitt gjort flere analyser av ra melk ved hjelp av kultur-uavhengige metoder. Quigley et al.

brukte i 2013 DNA til identifisering av bakterier i ra og pasteurisert melk. Bakteriene som



dominerte i ra melk var melkesyrebakteriene av typene Lactococcus, Streptococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc og Enterococcus ssp. (Quigley et al., 2013b). Pseudomonas,
Acinobacter og Aeromonas ssp. var ogsa a finne i stgrre mengder i melken. Disse bakteriene
vokser opp under kjglige forhold (Quigley et al., 2013b, Raats et al., 2011). Pseudomonas og
Acinobacter ssp. er psykrotolerante bakterier som vokser nar det er lave temperaturer, som
ved kjgling av melken pa gardstankene og ellers inne pa meieriet. Disse bakteriene produserer
varmeresistente enzym som vil overleve pasteurisering, selv. om man far eliminert
Acinetobacter og redusert mengden Pseudomonas. Enzymene har lipolytisk og proteolytisk
aktivitet og vil kunne gi en forringende effekt pa melken (Raats et al., 2011, Dogan and Boor,
2003, Quigley et al., 2013a). Ved bruk av HTS (High Troughput Sequencing) ble det pavist
bakterieslekter i melk som ikke hadde blitt pavist fgr; Bacteroides, Faecalibacterium,

Prevotella og Catenibacterium (Quigley et al., 2013a).

1.1.2 Mikrobiologisk innhold i melk etter pasteurisering

Pasteurisering av melk blir gjort for a eliminere patogene bakterier samtidig som holdbarheten
gker. Pasteurisering er en mild varmebehandling (72°C, 15sek) (Flint et al., 1997) hvor man
tilfgrer varme til en ravare ved en bestemt temperatur og en bestemt tid fgr en rask
nedkjgling. Pasteuriseringsprosessen har til hensikt a redusere bakterieantallet, men det er en
mild varmebehandling hvor ikke alle bakterier blir eliminert (Fellows, 2011). Det er dermed
bakterier som ikke blir drept ved en slik mild varmebehandling. De fleste vegetative cellene
blir drept, men flere termoresistente bakterier, noen grampositive staver og sporer kan
overleve (Nada et al., 2012). Pasteurisert melk har blitt sett pa som melk med lav diversitet i
mikrobiota. | senere ar er det sett med molekyleere metoder at det er stgrre diversitet enn

f@rst antatt (Quigley et al., 2013a).

Som nevnt ovenfor vil psykrotrofe bakterier som Acinetobacter ikke overleve pasteurisering,
men de kan produsere termotolerante enzymer med proteolytisk og lipolytisk aktivitet som
ikke vil bli brutt ned (Raats et al., 2011, Dogan and Boor, 2003). Enzymene produsert av
Pseudomonas (f@r og etter pasteurisering) og Acinetobacter (fgr pasteurisering) vil derfor ha

en innvirkning pa melkekvaliteten og holdbarheten (Quigley et al., 2013a).

Spordannende bakterier i sin sporform overlever pasteurisering. For meieriindustrien er
spordannere som Bacillus cereus et stort problem. Dersom melken ikke blir kontaminert etter
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pasteurisering er det innholdet av B. cereus som vil avgjgr holdbarheten til produktet. B.
cereus er ansvarlig for sgt koaguleringen av melk (Andersson et al., 1995, Liicking et al., 2013),
fettakkumulering (Billing and Cuthbert, 1958, Stone and Rowlands, 2009), bismak (Shipe et al.,
1978) og matforgiftning (se seksjon 1.2). Anaerobe sporformere, som Clostridium ssp., er et
problem ved osteproduksjon. Store mengder ost kan ga tapt ved vekst av disse sporedannerne
i osten. Clostridiale sporer i melken kan forarsake smgrsyrefermentering og oppblast ost

dersom den er tilstede i ystemelken (Klijn et al., 1995).

1.1.3 Sporedannere

Enkelte typer bakterier kan danne endosporer gjennom en sporuleringsprosess. Endosporene
som blir dannet er resistente mot bade varme, kjemikalier og straling. Sporedannerne starter
endospordannelsen (sporulering) ved ugunstige vekstforhold, som gkt temperatur, tgrke og
mangel pa naering. Som spore er bakteriene i en sovende tilstand frem til aktivering. Det er tre
steg i aktiveringen av en endospore; aktivering, germinering og utvekst. Aktivering av sporer
skjer ved forekomst av hgy temperatur over flere minutt. For at germinering skal forekomme
ma det vaere neaeringsstoffer, som aminosyrer tilstede. Ved utvekstfasen begynner sporen a
svelle opp pa grunn av opptak av vann. Syntese av RNA, DNA og produksjon av proteiner blir
ogsa igangsatt ved denne fasen. | slutten av utvekstfasen vil en vegetativ celle bryte ut fra

endosporen a begynne og vokse (Madigan, 2012c).

Bacillus er en typisk endospordanner (Madigan, 2012c). Bacillus arten B. cereus er et stort
problem for meieriindustrien nettopp pa grunn av sine spordannende egenskaper. B. cereus
er i utgangspunktet ikke en konkurransedyktig bakterie, men pasteuriseringsprosessen
favoriserer dens fremvekst ved reduksjon av andre bakterier. Varmebehandlingen induserer

ogsa aktivering av sporene (Andersson et al., 1995).



1.1.4 Mikrobiota i melk ved utgatt holdbarhet

Bade mengden og hvilke typer bakterier som dominerer floraen i melken ved utgatt
holdbarhet vil pavirke kvaliteten til melken. Ra melk kvaliteten og lagringstemperaturen spiller
en viktig rolle for mikrobiotaen ved utgatt holdbarhet (Schmidt et al., 2012, Huck et al., 2007).
De kvalitetsforringende bakteriene ved forlenget holdbarhetsmelk (pasteurisert ved 77-79 °C,
18-30 sek) er hovedsakelig gramnegative Acinetobacter, Chryseobacterium, Psychrobacter og
Shpingomonas, og de grampositive Microbacterium og spordannerne Bacillus cereus og

Paenibacillus (Schmidt et al., 2012, Fromm and Boor, 2004, Huck et al., 2007).

1.2 Bacillus cereus gruppen

Bacillus cereus er store grampositive, aerobe, sporedannende, stavformede bakterier med en
stgrrelse pa 1-1,2 um x 3-3,5 um (Arnesen et al., 2008, Granum and Lund, 1997). Opprinnelig
var Bacillus cereus sett pa som en mesofil bakterie som vokste mellom 10 og 50 °C med optimal
vekst ved 35 til 40 °C. De siste tiarene har det derimot blitt observert flere psykrotolerante
Bacillus som vokser under 7 °C og opp mot 43 °C. Denne psykrotrofen kalles Bacillus
weihenstephanensis og har blitt observert til 3 vokse ved temperaturer ned til 4 °C (Arnesen

et al., 2008, Lechner et al., 1998).

Bacillus cereus gruppen, ogsa kalt Bacillus cereus sensu lato, bestar av Bacillus cereus sensus
stricto, Bacillus thuringiensis, Bacillus anthracis, Bacillus mycoides, Bacillus pseudomycoides
og Bacillus weihenstephanensis (Lechner et al., 1998, Bartoszewicz et al., 2008, Arnesen et al.,
2008). B. cereus (sensus stricto) er en opportunistisk human patogen som under de rette
forholdene kan forarsake sykdom hos mennesker (Bartoszewicz et al., 2008, Helgason et al.,
2004). B. thuringiensis er en insektspatogen som blir brukt som kilde til insektsdrepende
toksin. Den er ikke human patogen, men human sykdom kan forekomme (Helgason et al.,
2004). B. anthracis er bakterien som forarsaker den dgdelige sykdommen Anthrax (Helgason
et al., 2004, Bartoszewicz et al., 2008). B. weihenstephanensis og B. mycoides er psykrotrofe
bakterier i denne gruppen (Prif3 et al., 1999). B. weihenstephanensis vokser ved lavere
temperaturer enn de andre mesofile og har samme enterotoxin gen som B. cereus (Helgason

et al., 2004, Arnesen et al., 2008).



1.2.1 Utbredelse, matforgiftning og patogenese

Som en vanlig jordsaprofytt finner man B. cereus i jord og pa planter (Granum, 2007, Vilain et
al., 2006). Den sprer seg dermed lett videre til matvarer og blir funnet i grgnnsaker, egg, kjgtt
og meieriprodukter. Den kan ogsa smitte over fra beitemark til jur pa kyr og kommer over i
melken ved melking. B. cereus blir ogsa isolert fra avfgring fra kyrne (Granum, 2007,
Magnusson et al., 2007). Denne bakterien har forarsaket flere tilfeller av matforgiftning.
Eksempler pa matvarer som har forarsaket sykdom pa grunn av B. cereus er eksempelvis
vaniljesaus, gryterett, potetstappe, kjgttkaker i brun saus, eggergre, fiken, lapskaus, kjgttrett
med ris, saus, fiskesuppe, blgtkake, softis, melk og grillet kylling. Alle produktene ovenfor har
blitt pasteurisert eller kokt og blir dermed mer utsatt for fremvekst av Bacillus. Som nevnt
ovenfor, sa er ikke B. cereus en konkurransedyktig bakterie. Ettersom den er sporedanner vil
den kunne overleve pasteurisering og koking, og vokse i matvarene etter varmebehandling da
det er mindre konkurranse. En fellesnevner for flere av matvarene nevnt ovenfor er at man
har antatt at det var melk som var smittekilden. | flere av disse produktene; vanlijesaus,

potetstappe, eggergre, blgtkake, softis og melk var melk ingrediens (Granum, 2007).

B. cereus kan produsere to hovedtyper toksiner som forarsaker to forskjellige typer
matforgiftning, en emetisk sykdom og en diarésykdom. Ved den emetiske typen blir toksinet
produsert i maten fgr konsum, mens ved diarétypen er matforgiftningen forarsaket av
enetrotoksinproduksjon i tarmen som fglge av vegetativ vekst av B. cereus (Arnesen et al.,
2008, Granum, 2007, Granum and Lund, 1997). Den emetisk type av B. cereus finner man som
oftest i stivelsesrike matvarer som fritert eller kokt ris, pasta eller nudler (Arnesen et al., 2008).
Diaretypen finner man i proteinrik mat som kjgtt, melk, melkeprodukter og vegetabilier. Det
er dermed enterotoksinproduserende B. cereus-stammer som er stgrst problem for

meieriindustrien, og det er denne typen som vil bli omtalt videre (Granum, 2007).

Som nevnt ovenfor, er diarétypen forarsaket av enterotoksinproduksjon i tarmen som fglge
av vegetativ vekst av B. cereus. Denne typen matforgiftning starter med magesmerter
etterfulgt av vandig diaré og kvalme. Symptomene kommer normalt sett etter 8 til 16 timer
og har en varighet pa opp mot 36 timer (Granum, 2007, Granum and Lund, 1997, Arnesen et

al., 2008).



Det er tre enetrotoksin som blir produsert av B. cereus og som gir diarésykdom. Alle tre er
protein, hvor to av dem, Hbl og Nhe, har trekomponent struktur, mens Cyt K har en
enkomponent struktur (Arnesen et al., 2008, Granum, 2007). Hbl og Nhe er begge
cytotoksiske. De gdelegger epitelcellene i tarmhulen som resulterer i diare (Granum, 2007).
Som nevnt tidligere blir disse toksinene produsert og frigitt i tarmhulen ved vegetativ vekst av
B. cereus. Rundt 50 % av stammene som forarsaker diarésykdom produserer bade Hbl og Nhe,
mens rundt 99 % produserer Nhe. Nhe blir dermed den viktigste virulensfaktoren ved

diarésykdom (Granum, 2007).

Den infektive dosen av B. cereus er observert til & vaere 10°- 107 celler totalt konsumert, men
tallet er mindre ved konsum av sporer (103-10°) i forhold til vegetative celler ettersom ikke

alle vegetative celler overlever magesyrebarrieren (Arnesen et al., 2008, Granum, 2007).

1.3 Kontaminasjonsfaktorer som kan pavirke mikrobiota i melk

Den mikrobiologiske kvaliteten pa melken avhenger av flere faktorer. Fgrst og fremst vil ra
melk kvaliteten ha stor betydning for den endelige mikrobiota pa det pasteuriserte produktet.
Det mikrobiologiske innholdet i ra melk blir pdvirket av flere faktorer, som innholdet av
mikroorganismer i jurkanalen og overflaten til juret (Braem et al., 2012, Vacheyrou et al.,
2011), miljget og luften rundt (Vacheyrou et al., 2011), i foret (te Giffel et al., 2002) og i
vannforsyningen. Ellers er hygiene rundt pa garden en bidragsyter til den mikrobielle
kvaliteten pa melken, som renhold av fjgs og utstyr som er i kontakt med melken (Quigley et
al., 2013a). Det ble ogsa observert en forskjell mellom Igsdrift og basfjgs, hvor
kontaminasjonen i melken av bakteriefloraen fra omgivelsene var stgrst ved basfjgs

(Vacheyrou et al., 2011).

P3 meieriet er det ogsa faktorer som kan padvirke mikrobiota i melken. Adhesjon av bakterier
(som B. cereus) til overflaten av meieriutstyret (Andersson et al., 1995), samt dannelse av

biofilm kan vaere en bidragsyter til melkens mikrobiota (Flint et al., 1997).



1.3.1 Biofilm i meieriindustri

Biofilm er en aggregering av mikrobielle celler og deres produserte ekstracellulaere
polymeriske substans (EPS) som er festet til og vokser pa en overflate (Flint et al., 1997). Det
er fem trinn i biofilmdannelse: 1. Fgrste feste av en platonisk celle til en overflate, 2.
Produksjon av EPS, 3. Kolonisering og utsendelse av kjemiske signal, 4. Modning av

biofilmoppbyggning, 5. Spredning av celler (Winkelstroter et al., 2014).

Det er to grupperinger av biofilm i meieriindustrien; 1. Prosessbiofilm, biofilm som er spesifikk
for hver enkelt prosessindustri, og 2. Biofilm som er i all matrelatert prosessindustri. Biofilm
som er spesifikk for meieriindustrien (prosessbiofilm) kan eksempelvis bli dannet ved at
flytende medium er i kontakt med en overflate, slik som en platevarmeveksler eller lignende.
Biofilm i meieriindustrien er forskjellig fra annen naeringsmiddelindustri. Det er ofte kun en
type bakterie som dominerer i biofilmen, og utviklingen skjer fort. Bakterier som dominerer
biofilm i meieriutstyret er Bacillus og Staphylococcus thermophilus (Flint et al., 1997). Det har
0gsa blitt observert biofilm i meieriutstyret fgr pasteuren, hvor bakteriene som ble funnet var
i hovedsak grampositive Bacillus ssp. etterfglgt av Lactococcus ssp., Streptococcus ssp. og
Staphylococcus ssp., og noen gramnegative bakterier som Shigella ssp., Escherichia coli og
Enterobacter aerogenes. Biofilm observert etter pasteuren besto hovedsakelig av psykrotrofe
bakterier (Sharma and Anand, 2002). Ved dannelse av biofilm i platevarmeveksleren kan man
fa kontaminert den pasteuriserte melken med mer enn 108 celler per ml melk. Biofilmdannelse

pa meieri er dermed et kvalitets- og mattrygghetsproblem (Flint et al., 1997).

Det er ikke bare biofilm pa meieriet som kan vaere av problem for melkekvaliteten, ogsa

biofilm i gardutstyr som er i kontakt med ra melk kan vaere av betydning (Latorre et al., 2010).



1.4 Kultur-uavhengige metoder for analyse av bakterieinnhold i melk

Daglig blir det sett pa bakterieinnholdet i ra og pasteurisert melk pa meieriene for a
kontrollere melkekvaliteten. Metodene som blir brukt til dette er kulturavhengige metoder
som bruker medium for a fa fremvekst av bakterier (Quigley et al., 2013a). Man har gatt ut fra
at en stor andel av bakteriene i melk lar seg kultivere, men det er fremdeles en andel som ikke
vil komme til syne ved bruk av slike metoder. Det tar ogsa lang tid fgr man far resultat. Dersom
man heller bruker kultur-uavhengige metoder vil man kunne fa frem hele mikrobiota i rd og
pasteurisert melk (Raats et al., 2011). Eksempler pa studier som har brukt kultur-uavhengige
metoder for identifisering av bakterieflora i ra melk er; (Quigley et al., 2011, Quigley et al.,
2012, Quigley et al., 2013a, Ogier et al., 2004, Lafarge et al., 2004, Delbés et al., 2007, Giannino
etal., 2009, Kuang et al., 2009, Rasolofo et al., 2010). | disse studiene tar de for seg ulike kultur-
uavhengige metoder som High Troughput Sequencing (HTS), Real-time Quantitative PCR (RT-
gPCR), Strgmningscytometer, DNA ekstraksjon med PCR amplifisering av 16S rRNA, PCR-
Denaturing gradient gel electrophoresis (PCR- DGGE) og Temperature Gradient gel

electrophoresis (TTGE).

| denne oppgaven tar vi for oss fglgende kultur-uavhengige metoder; en hurtigmetode for
maling av bakterieceller (Bactocount) og molekylaere metoder, hvor DNA ekstraheres fra
bakteriecellene i melken, kvantifiseres ved hjelp av droplet digital polymerasekjedereaksjon

(ddPCR) og identifiseres ved illumina sekvensering.



1.5 Hensikt med oppgaven

| denne oppgaven blir det sett pa den totale mikrobiotaen i melk ved bruk av kultur-
uavhengige metoder pa flere punkter spredt i hele verdikjeden til lettmelk (gard, lassprgve fra
tankbil, silotank, ferdigvaretank, kartong og kartong ved utgatt holdbarhet) for & prgve og
identifisere ulike faktorer som kan pavirke kvaliteten med tanke pa bade forringelse og
mattrygghet. Det blir ogsa brukt er kontrollskjema pa gard for a avdekke en mulig pavirkning

av ulike gardsfaktorer pa det mikrobielle innholdet i ra melken.

Det blir ogsa brukt tre ulike metoder for identifisering av total bakterieantall i ra melk fra
gardsprgvene (ddPCR, Bactocount og plating). Disse metodene blir sammenlignet for & se om

man kan finne en korrelasjon mellom metodene.



2. Metodisk teori

Det finnes ulike metoder for identifisering av bakterier. Som nevnt ovenfor blir det i denne
oppgaven hovedsakelig brukt kulturavhengige metoder. Bactocount og ddPCR blir brukt for
identifisering av total bakterie mengde i ra melk prgvene og sammenlignet med tradisjonell
utplating pa PCAagar (kulturavhengig metode) for @ se om det er en korrelasjon mellom
metodene. For identifisering av total mikrobiota i alle melkeprgvene, bade ra melk og
pasteurisert ble det brukt ddPCR. For 3@ kunne skille mellom levende og dgde celler i
pasteuriserte prgver, ble det brukt Propidium monoazide (PMA)-behandling. Alle prgvene ble
sekvensert for & kunne finne total mikrobiota i melken ved forskjellige plasser i verdikjeden. |
denne seksjonen blir det tatt for seg teorien til de ulike kultur-uavhengige metodene som blir
brukt i denne oppgaven, samt den kulturavhengige metoden (utplating) som blir brukt ved

sammenligning av metoder.

2.1 Utplating

Ved utplating blir det brukt et kulturmedium rikt pa naeringsstoffer som bakteriene trenger
for a vokse. Et slikt medium blir brukt ved fremvekst av levende bakterieceller i laboratoriet
(Madigan, 2012g). En levende celle blir betegnet som en enkelt bakteriecelle som har
muligheten for a dele seg og formere seg slik at det blir dannet en koloni. For a kunne
detektere disse blir enten platespredning eller innstgpning pa agarplate brukt (Madigan,
2012d). Agar er et naturlig polysakkarid som blir brukt for a fa naeringsmedium for bakterier
til & veere i fast form (SigmaAldrich, u.a.-a). Ved spredning pa agarplate blir prgven pippetert
over og strgket ut over platen ved bruk av en steril stav fgr inkubering. Dersom innst@pning
blir brukt, blir prgven overfgrt aseptisk til en plate. Deretter blir et sterilt medium helt over
og blandet med prgven for deretter a stivne fgr inkubering. Etter inkubering med en gitt tid

og temperatur kan koloniene som har oppformert seg bli telt (Madigan, 2012d).

Dersom prgven som skal analyseres for bakterietall, inneholder mye bakterier er det mulig a

lage fortynningsrekke med flere tidoblet fortynning, eksempel 101, 102, 10-3. Dette tilsvarer

henholdsvis 10, 100 og 1000 ganger fortynning av den opprinnelige prgven. Dette kan

eksempelvis blir gjort ved bruk av 9 ml rgr med sterilt vekstmedium og tilsette 1 ml prgve og

blande godt for & fa 10 *-fortynning, fgr 1ml av 10-X-fortynning blir tilsatt et nytt 9 ml rgr for
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& f& 10 %-fortynning og sa videre. De ulike fortynningene kan bli utplatet, og antall bakterier

kan bli utregnet etter oppganging med fortynningsfaktor (Madigan, 2012d).

Det finnes forskjellige vekstmedium. Noen favoriserer fremvekst av enkelte typer bakterier,
og andre tar for seg alle typer bakterier (Madigan, 2012g). For & kunne bruke
utplatingsmetoden til a finne totalt antall bakterier i en prgve, ma man bruk et vekstmedium
som tillate fremvekst av alle bakterier. «Plate count agar» (PCA) er en ikke-selektiv agar som
blir brukt for & bestemme totalt antall bakterier i vann, melk og andre melkeprodukt

(SigmaAldrich, u.a.-b).

2.2 Bactocount

Ved mottak av melk bruker TINE en Bactocount for a sikre at bakterietallet ikke er for hgyt i
melken som skal bli tappet inn pa anlegget. Dette er en hurtig genotypisk metode for mal av
bakterieceller i ra melk. Bactocounten bestar av tre deler; en datamaskin, en inkubator og en
teller. Datamaskinen tar kontinuerlig sjekk av instrumentet for a passe pa at det til enhver tid
fungerer. Inkubatoren holder prgvene varme under inkuberingsprosessen, samtidig som det
skjer mekaniske og kjemiske reaksjoner for a fjerne forstyrrende komponenter og fa farget
dobbeltradet DNA. Telleren bestar av et strgmningscytometer som inneholder en kraftig laser,

en strgmningscelle, et mikroskop, et filter og en hgysensitiv fotomultiplikator (se seksjon 2.2).

Bactocount gir mal pa antall bakterieceller i ra melk i kIBC (kilo individual bacteria
count)(Bentley, 2012, Cassoli et al., 2007). Dette blir gjort ved a tilsette en inkubasjonslgsning
til ra melk, som bestar av en klarifiseringsbuffer, proteolytiske enzymer og fluoriserende
markgr. Dette blir tilsatt for a fa kjemisk nedbrytning av ugnskede komponenter samt bryte
ned cellevegg pa bakterie og farge DNA. Inkubasjonslgsningen lyserer de somatiske cellene,
lgser opp fettkuler og protein, samt trenger gjennom bakteriecellene for a farge dobbeltradet
DNA. Blandingen blir sonikert (tilfgrt energi) under inkuberingen for mekanisk nedbrytning.
Sonikeringen hjelper til med den kjemiske nedbrytningen av de forstyrrende partiklene og
bryter opp de resterende bakterieklyngene for a fa enkeltstaende bakterieceller. Ved a
sonikere far man lettere rett mal av bakterier i Igsningen og mindre bakgrunnsfluorosens.
Etter inkuberingsperioden blir prgven flyttet til et strammningscytometer hvor Igsningen blir

utsatt for en kraftig laser som far bakteriecellene, tilsatt en fluoriserende markgr, til a
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fluorisere. Fluorescensen blir detektert av en fotomultiplikator og mengden fluorescens blir

omgjort til kIBC ved hjelp av en omformingsligning (Bentley, 2012).

2.3 Stremningscytometer

Stremningcytometer blir brukt til forskjellige analyser for detektering av celler og molekyl
(Rieseberg et al., 2001, Shapiro, 1983). | denne oppgaven blir det brukt stremningscytometer
til detektering av celler og DNA ved tre ulike metoder; bactocount, ddPCR og Illumina

sekvensering.

Et stremningscytometer analyserer prgver ved a sende en og en celle, eller partikkel, giennom
en laserstrale/ lyskilde i en direkte vaeskestrgm. Hydrodynamikk, ved at en vaeske strommer i
laminaer stremning, blir brukt for a fa cellene/partiklene til 3 ga en og en gjennom lysstralen.
Interaksjonen mellom laseren og celle/partikkelen blir malt ved absorbans, spredning og/eller
fluorescens (Rieseberg et al., 2001). Man far spredning i to retninger, en fremover og en til
siden. Malingene blir tatt opp av en detektor og sendt til en datamaskin for analysering. Det
er fem hovedbestanddeler i et strgmningscytometer; Lyskilde av laser eller kvikksglvlampe,
en strgmningscelle for stremning av celler og partikler, en optisk filterenhet for a ta opp
spesifikke bglgelengder, fotodiode eller en fotomultiplikatortube for sensitiv detektering og

en datamaskin (Rieseberg et al., 2001).

Det er vanligst & benytte seg av tilfgrsel av fluorescensmarkgrer ved bruk av
stremningscytometer til bioteknologiske analyser (Rieseberg et al., 2001). Ved bactocount (se
ovenfor), ddPCR og Illuminasekvensering (se nedenfor) blir det ogsa brukt fluoriserende

markgrer.
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2.4 DNA ekstraksjon

DNA ekstraksjon blir gjort for & fa ut DNA fra bakteriecellene i en prgve og deretter kunne
videre analysere DNA for a finne bakterietype og mengde. Ved bruk av DNA ekstraksjon far
man ut DNA fra bakterieceller og kan utfgre, som i denne oppgaven, PCR og sekvensering for

a finne total bakterieflora og bakteriemengde.

2.4.1 Cellepellet fra melk ved hjelp av sentrifugering

Fgr man kan starte DNA ekstraksjonen fra en melkeprgve, ma bakterieceller fra melken bli
hentet ut. Dette blir gjort ved sentrifugering og vasking med citratvann. Ved sentrifugering vil
bakteriecellene sedimentere og danne en pellet, mens resten av melken vil forbli som
supernatant. Under sentrifugeringen oppstar det skjeerkrefter mellom bakteriecellene som
kan fgre til cellegdeleggelse og dgd. Det er derfor viktig at sentrifugeringen ikke er for hard
slik at cellene lyserer (Peterson et al., 2012). Supernatanten blir fjernet og pelletet av
bakterieceller blir Igst i citrat for a fa vasket ut ureinheter. Til slutt vil man sitte igjen med en

pellet bestaende av bakterieceller som kan brukes til DNA ekstraksjon.

2.4.2 Ekstrahering av DNA fra bakterieceller

For a kunne ekstrahere DNA fra bakterieceller ma membranen fgrst bli brutt opp. Dette blir
gjort ved tilfgring av lyserende buffer som sammen med enzymet proteinase, vil kunne bryte
opp cellemembranen og frigi DNA. Det finnes flere metoder for & ekstrahere DNA. | denne
oppgaven ble DNA ekstrahert ved bruk av magnetiske partikler. Superparamagnetiske
partikler blir brukt for 3@ binde opp DNA og danne et DNA partikkelkompleks som sa kan bli
vasket for a fa bort urenheter. Deretter blir DNA partikkelkomplekset tgrket og eluert, slik at
DNA Igsner fra de magnetiske partiklene og kan bli hentet ut. Figur 2.1 viser trinnene for DNA

ekstraheringen (LGC, 2014).
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Lysere Binde Vask 1 Vask 2 Torke Eluere

Figur 2.1: Trinn for DNAekstrahering

Lysering blir fgrst gjort for a fa DNA ut fra bakteriecellene slik at DNA kan bli bundet til de
superparamagnetiske partiklene. Deretter er det to vasketrinn hvor urenheter blir fjernet for

t@rking og eluering av DNA fra DNA partikkelkomplekset (LGC, 2014).

2.5 Propidium monoazide (PMA) behandling av bakterieceller

Ved pasteurisering av melk far man en reduksjon av bakterieceller, som nevnt tidligere. Ved
kultur-uavhengige metoder vil man ikke kunne skille mellom levende og dgde celler
(Porcellato et al., 2015). For & kunne skille mellom levende og d@de celler etter pasteurisering
av melken, kan man bruke propidium monoazide (PMA) (Porcellato et al., 2015, Nocker et al.,
2007, Bae and Wuertz, 2009). Ved a utfgre PMA-behandling pa cellepelleten fra melken vil
DNA fra lyserte celler bli bundet opp. PMA er et fotoreaktivt fargestoff som binder seg til
dsDNA (dobbeltradet DNA) med hgy affinitet. Ved tilfgrsel av kraftig lys vil man fa en kovalent
binding mellom dsDNA og PMA som fgrer til inhibering av PCR amplifisering av det PMA-
bunnede DNAet. PMA kan ikke trenge gjennom cellemembranen pa bakteriecellene. Det er
dermed bare lyserte, dgde celler eller celler med brudd i membranen som vil fa bundet PMA
til seg og fa inhibert PCR amplifiseringen. Ved PCR vil man da kun f& amplifisert DNA fra de
cellene som var intakte etter pasteurisering av melken (Nocker et al., 2007, Porcellato et al.,

2015).

| denne oppgaven blir det antatt at ra melk inneholder tilnaarmet kun levende bakterieceller.

Prgver av ra melk ble dermed ikke behandlet med PMA.
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2.6 Polymerasekjedereaksjon (PCR) og droplet digital PCR

Etter at man har fatt ekstrahert ut DNA fra bakteriecellene er det mulig a amplifisere spesifikke
regioner av DNAet ved bruk av polymerasekjedereaksjon (PCR). PCR er en molekylaer teknikk
som blir brukt for 8 amplifisere DNA. Dette blir gjort ved tre steg; denaturering, primerbinding
(annealing) og elongering. Ved denatureringssteget blir temperaturen gkt til rundt 95-98 °C
for a denaturere dobbeltradet DNA (dsDNA). Deretter blir temperaturen senket for 3 tillate
primere og binde til templatet (singeltradet DNA). Primere er sma fragment av nuklotider
(oligonuklotider) som er komplimentzere til en spesifikk plass pa DNA templatet. Ved binding
av primere blir det mulig for enzymet polymerase a feste seg og tilfgre flere komplimentzaere
nuklotider til templatet i 5° = 3’retning. Disse tre trinnene blir sa repetert flere ganger med
eksponentiell amplifisering av DNA. Denaturering av DNA skjer ved temperatur rundt 72 °C.

Det blir derfor brukt en polymerase som er termostabil og stabil ved 95 °C (Madigan, 2012e).

For kvantifisering av mengden DNA i en prgve ble det fgrst tatt i brukt gelelektroforese for a
finne DNA mengden etter PCR amplifiseringen, fgr real-time PCR ble utviklet og ga mengden
DNA ved maling av fluorescens. Denne metoden krever kalibrering og gir dermed resultatet
en viss usikkerhet. Droplet digital PCR er en nyere metode for kvantifisering av DNA. Denne
metoden skal gi absolutt mal pd DNA som finnes i en prgve ved hjelp av Poisson statistikk

(Hindson et al., 2011).

Droplet digital PCR er en digital PCR-metode som detekterer og kvantifiserer mengden
spesifikke DNA-sekvenser i en prgve. Prgven blandes med olje og det dannes drdper. En
blanding pa 20 pul, bestdende av DNA og komponenter til PCR reaksjon, blir omdannet til
20 000 draper. Disse 20 000 drapene gir amplifisering av et templat. Prgvene er tilsatt en
probe som vil, ved binding til et DNA templat, bli delt i to av polymerasen ved replikering og
dermed avgi fluorescens. Etter amplifiseringen er det et strgmningscytometer som leser av
mengden DNA i drapene og gir et absolutt mal for mengden DNA i prgven ved maling av
fluorescens fra probene som er bundet til DNA templatet (Hindson et al., 2011, Miotke et al.,
2014). Det er denne metoden, som pa grunn av sin evne til a finne absolutt mengde DNA, blir

brukt i denne oppgaven.
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2.7 Sekvensering

Sekvensering er en molekylaer metode for bestemmelse av bakterietype basert pa DNA. |
denne oppgaven blir det brukt en lllumina sekvensering, en sekvenserings metode som tar for
seg sekvensering av 16S ribosomalt RNA (rRNA) gen. Dette er en gensekvens pa genomet til
bakteriene som koder for rRNA som brukes sammen med protein for @ danne ribosomale

subenheter (Lane et al., 1985, Madigan, 2012f).

Ribosom er en cytoplasmisk partikkel som er oppholdsstedet for proteinsyntese i cellene
(Madigan, 2012f, Madigan, 2012b). Ribosomet bestar av to subenheter som hos prokaryote
bakterie bestar av 30S og 50S ribosomale subenheter. Hver av disse subenhetene bestar av
ribosomale proteiner og ribosomalt RNA. Den minste subenheten, 30S, inneholder 16s rRNA
og 20 proteiner. Den store subenheten, 50S, har bade 5S og 23S rRNA og 31 ribosomale
protein (Madigan, 2012f). Ettersom alle celler har ribosomer er rRNA et optimalt molekyl a
bruke til 8 bestemme forskjell mellom celler (Madigan, 2012a). Genet for 16s rRNA blir brukt
til identifisering av bakterier ettersom denne regionen er sveert konservert, med variable
regioner som er spesifikke for bakterietypen (Lane et al., 1985). | 16S rRNA genet er de hgyt
konserverte omradene universelle for ulike bakterier. Det er derfor mulig a lage primere ut i
fra disse omradene og fa amplifisert opp omradet mellom (variable omrader) for
sammenligning og bestemmelse av bakterietype (Lane et al., 1985). Det er ni variable omrader
i 16S rRNA genet (V1-V9). Det er ikke mulig a differensiere mellom alle bakterier ved bruk av
bare en variabel region. Forskjellige regioner gir bestemmelse og differensiering av forskjellige
bakterier (Chakravorty et al., 2007). Eksempelvis blir V1 brukt til & differensiere mellom de
naert beslektede gruppene Lactococcus casei, Lactococcus paracasei, Lactococcus rhamnosus
(Ward and Timmins, 1999). V2 og V3 blir brukt for & differensiere mellom alle bakterier pa
genus niva for utenom enterobacteriaceae. V6 kan skille mellom de alle fleste bakteriene pa
artsniva for utenom enterobacteriaceae. V4, V5, V7 og V8 er mindre egnet til bruk for a
differensiere bakterier pa genus og artsniva (Chakravorty et al., 2007). Ved a kombinere ulike
variable regioner vil man kunne fa bedre differensiering og identifisering. De mest effektive
hypervariable regionene a bruke er V2, V3, V4, V6 eller en kombinasjon av V3 og V4 (Mizrahi-
Man et al., 2013).
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For 3 identifisere bakterier pa genus niva, har vi i denne oppgaven brukt universelle primere
for & amplifisere opp V3 og V4 regioner pa 16S rRNA ved kjgring av PCR og deretter brukt
[llumina sekvensering for a identifisering (se seksjon 3.10 og 3.11). Ved amplifisering av disse
regionene kan man fa differensiert bakterier ned pa genusniva. Det er for eksempel ikke mulig

a differensiere mellom enkelte arter av Bacillus (Edwards et al., 2012).

[llumina sekvensering bestar av tre hovedsteg: 1. Tillaging av bibliotek, 2. Cluster amplifisering
og 3. Databehandling etter sekvensering (Aird et al., 2011). Tillaging av biblioteket blir gjort
ved fglgene fem trinn far selve sekvenseringen: 1. 16s rRNA amplifisering med PCR, 2. AMPure
XPbeads vasking, 3. PCR med spesifikke primere for sekvensering, 4. Vask og normalisering, 5.

Kvantifisering av DNA (Porcellato and Skeie, 2016).

Forste PCR blir gjort for @ amplifisere den V3 og V4 variable regionen pa 16S rRNA. Dette blir
gjort ved bruk av to primere. Den ene primeren er en lllumina sekvenseringsprimer
(indeksprimer), som skal kunne bli brukt videre i PCR 2, og en genspesifikk primer som binder
til 16S rRNA sekvensen. Ved PCR 2 blir det tilsatt to primere til, hvor den ene er for a ta vare
pa adapteren til Illuminasekvenseringen, og den andre er en sekvensprimer som er spesifikk
for hver prgve for a8 kunne skille mellom prgvene etter sekvenseringen (Kozich et al., 2013).
Mellom PCR1 og PCR2 ble PCR produktet vasket med AMPure magnetiske partikler for a fjerne
primerdimerer og andre urenheter (Quail et al., 2008). Vask og normalisering blir gjort etter
PCR 2 for a fjerne ytterligere urenheter og fa lik mengde DNA i alle prgvene. Kvantifisering
med gPCR er siste steget for DNA biblioteket er ferdig til sekvensering. Kvantifiseringen blir
gjort for a vite at man har rett mengde DNA i prgvene i forhold til mengden reaktanter som

blir tilsatt under sekvenseringen.

Nar biblioteket er ferdig tillaget, er det neste steget klusteramplifisering. Illuminasekvensering
foregar pa en slik mate at primerendene pa PCR produktet er komplementaere til sma segment
pa en plate. De vil binde seg til disse primerene og danne klustere ved bro-amplifisering under
sekvenseringen. Ved amplifiseringen blir det tilfgrt en og en base av A, T, C og G til systemet.
Ved binding av basen til en kluster, vil det bli frigitt fluorescens som blir malt av et
stromningscytometer. Lyset fra den bunnede basen blir malt samtidig som at posisjonen til
basen blir registrert etter hvor lysglimtet kommer fra. Man far da tilslutt ut sekvensen til hver

kluster (lllumina, 2010).
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Sekvensen fra samme prgve blir samlet til en fil ut i fra koden pa den spesifikke primeren pa
templatet. Sekvensene blir s sammenlignet med en database hvor man sa far identifisert
operational taxonomic units (OTU) og bakterietype ut i fra OTU (Ercolini, 2013). OTU er en
klynge av like 165/18S rRNA-sekvenser. Disse sekvensene blir sammenlignet for & finne
sekvenser som ligner pd hverandre (med opptil 97 % likhet) og for a deretter kunne identifiser
type bakterie (Schmidt et al., 2014). Antall OTU blir kalkulert og man kan gi en antydning pa

hvor mange av en OTU/bakterietype som er tilstede i prgven (Ercolini, 2013).
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3. Materialer og metoder

3.1 Prgveuttak og analyser

Det ble tatt ut ulike prgver av melk fra gard til ferdigvare. Flytskjema for prgveuttak er vist i
Figur 3.1 nedenfor. En av Tine sine gardsruter ble fulgt tre ganger (uke 4, 7 og 11) for henting
av «tredagersmelk» (Tredagersmelk vil si melk som kan veere opp til tre dager gammel,
ettersom sist henting av melk pa denne ruten ble gjort tre dager tidligere. Ved besgk pa gard
ble det notert ulike parameterer i melkerommet ifglge beskrivelse under «gardsbesgk». Det
ble tatt ut prgver av melken fra hver av gardene pa denne ruten i uke 4, 7 og 11. Det ble ogsa
tatt ut prever fra silotanken melken ble pumpet inn p3, ferdigvaretanken etter pasteurisering
og 12 kartonger med ferdig produkt (lettmelk). Tre av kartongene ble analysert som paralleller
av ferskvare og de resterende ble plassert pa 4, 6 og 8 °Ci puljer pa tre og oppbevart i 14 dager

til utgatt holdbarhet.
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Figur 3.1: Prgveuttak ble gjort ved punkt A, B, C, D og E. A: Melk fra 20 forskjellige garder (G) som ble tatt ut, B:
Lassprgve (L) fra tankbil etter hver tamming, C: Silotankprgve/ balansekasse (S) med melk fra gardene fra A, D:
Prgve fra ferdigvaretank (T) fra hver silo og E: Kartongprgver (K) fra hver tappetank med ekstra kartonger til
utgatt holdbarhet pa 4, 6 og 8 °C (Tine, u.a.).

Melk fra forskjellige garder ble levert pa meieriet i tre omganger (lass) og gikk dermed inn pa
forskjellige silotanker, ferdigvaretank og kartong. Tabell 3.1 nedenfor viser hvilke gardsprgver
som hgrer til de forskjellige lass-, silo-, tappetank- og kartongprgvene. Ved uttak 1 ble

gardsprgve 1-10 (G1.U1- G10.U1) overfgrt til en silo (S1.U1) og tappet pa ferdigvaretank T1.U1

19



og deretter kartong. De resterende 10 gardene (G11.U1-G20.U1), fordelt pa to lass (L2.U1 og
L3.U1) ble pumpet inn pa samme silo, men sammen med melk fra andre ruter og tappet pa
ferdigvaretank T2.U1 og deretter videre pa kartong. For uttak 2 ble gard 1-9 (G1.U2-G9.U2)
overfert til S1.U2, tappet pa T1.U2 og deretter kartong. De resterende gardene, G10.U2-
G20.U2, ble pumpet inn pa S2.U2 sammen med melk fra andre ruter og deretter tappet pa
T2.U2 og kartong. Ved uttak 3 ble melken fra alle tre lassene pumpet inn pa samme silo (S1.U3)
uten blanding fra noen andre ruter og ble dermed tappet pa en ferdigvaretank (T1.U3). Ved
uttak 3 ble kun utfgrt analyser av kartong pa produksjonsdagen, kartong ved utgatt holdbarhet

ble ikke analysert.

Tabell 3.1: Skjema for hvilke gardsprgver og lassprgver som hgrer til de forskjellige silotankene, tappetankene

og kartongene.

Uttak Gard Lassprgve Silo Ferdigvaretank Kartong Kartong
utgatt
holdbarhet

1 G1.U1- L1.U1 S1.U1l T1.Ul KS1.U1x3 KS1.Uilx3/4°C

G10.U1 KS1.U1x3/6°C
KS1.U1x3/8°C
1 G11.U1- L2.U1, S2.Ul T2.Ul KS2.U1x3 KS2.U1x3/4°C
G20.U1 L.3.Ul1+ KS2.U1x3/6°C
lass fra KS2.U1x3/8°C

andre

ruter
2 G1l.U2- L1.U2 S1.U2 T1.U2 KS1.U2 x3 KS1.U2x3/4°C
G9.2 KS1.U2x3/6°C
KS1.U2x3/8°C
2 G10.U2- L2.U2, S2.U2 T2.U2 KS2.U2 x3  KS2.U2x3/4°C
G20.U2 L3.U2 + KS2.U2x3/6°C
lass fra KS2.U2x3/8°C

andre

ruter

3 G3.U1- L1.U3, S1.U3 T1.U3 KS1.U3 x3 -

G3.U20 L2.U3, L3.3

Ulike analyser ble gjort pa de forskjellige prgvene. Tabell 3.2 viser hvilke analyser som ble gjort
pa de ulike prgvene. Melkeprgvene fra gard og lassprgve fra tankbilen ble analysert pa
bactocount, spunnet ned til pellet, ekstrahert DNA fra pellet, ddPCR analysert og lllumina-
sekvensert. Det samme ble gjort for prgve fra silotank, ferdigvaretank, kartong og kartong ved

utgatt holdbarhet, men her ble det ikke tatt bactocount analyse. Analysene som ble utfgrt ble
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gjort ifglge beskrivelsene nedenfor. Prgver fra ferdigvaretank og kartong ble ogsa behandlet

med PMA for 3 skille mellom levende og d@de celler i tillegg til vanlig behandling.

Tabell 3.2: Analyser utfgrt pa ulike prgvepunkt.

Kontroll- Bactocount DNA- DNA- ddPCR Illumina-
skjema  ogplating  ekstraksjon ekstaksjon sekvensering
m/ PMA-
behandling
Lass-prgve bil X X X X
(L)
Silo-tank (S)/ X X X
Balansekasse
Tappetank X X X X
(m/
Kartong (K) X X X X
Kartong X X X X
holdbarhet

3.2 Gardsbesgk

En liste med kontrollpunkter for melkerom pa gard ble laget i samarbeid med Tine sin radgiver
pa ruten som ble bespkt (Vedlegg 1). Pa hver gard ble det sjekket lagringstemperatur pa
gardstank, temperatur pa melken ved pumping over pa bilen, melkevolumet pumpet over, om
figsdgren inn til melkerommet var lukket, om korken pa tappestussen var av eller pa, volumet
til gdrdstanken, type vask pa gardstank (automatisk eller manuell) og merket pa gardstanken

(Wedholms eller Landteknikk).

Melkeprgvene pa gard ble tatt ut i olabeger pa bil under pumping av melk fra gardstank til
tankbil ved automatisk prgveuttak pa bil. Lassprgvene ble tatt ut ved leveranse av melk til
meieriet. Tankbilsjafgren tok en samleprgve fra hvert skott pa bilen ved hjelp av en steril

bulkotest av plast og overfgrte til et sterilt olabeger.
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3.3 Uttak av prgver pa meieri

Det ble tatt ut prgver fra silo (U1)/balansekasse (U2 og U3) og tappetank, i tillegg til kartong
pa meieriet. Fra silo/balansekasse og tappetank ble det brukt en steril engangssprgyte av
plast. Uttaksstedet ble desinfisert med Desinfect o (Novada, Kolding, Danmark) fér melken ble
tatt ut fra tanken. Melken ble pasteurisert ved 72 °C i 15 sekunder fgr uttak av prgver ved

ferdigvaretank og kartong.

3.4 Transport av prever

Prgvene ble transportert fra meieriet med bil i 45 minutter i isoporesker med kjgleelement
for den ble satt pa kjglerom med 4 °C til morgenen etter uttaket. Holdbarhetsprgver ble

plassert i kjgleskap ved 4, 6 og 8 °C, hvor de ble oppbevart til utgatt holdbarhet (14 dager).

3.5 Bactocount

Melken fra gards- og lassprgvene ble vendt et par ganger. Deretter ble 1 ml melk pipettert
over i en forvarmet prgvekopp (50 °C), tilsatt 2 ml IBC-inkuberingslgsning (bestaende av en
klarifiserende buffer (komponent 1), et proteolytisk enzym (komponent 2) og en fluoriserende
markgr (komponent 3) i forholdet 18:1:1 levert av Bentley Instruments) og plassert pa en
varmeplate (50 °C) i totalt 10 minutter, hvor prgven etter 9 minutter ble sonikert (15
sekunder). Etter inkuberingstiden ble prgvene flyttet til et stremningscytometer hvor prgven

ble analysert (Bentley Instruments, Chaska Minnesota, USA).

3.6 Utplating

Utplating av prgver ble utfgrt av forskningsassistent Christine de Billot. Melkeprgvene ble
fortynnet ved bruk av 9 ml Ringers-fortynningsrgr og tilfgrsel av 1 ml prgve til fgrste ror.
Fortynningene (102- 10%) ble innstgpt i PCA-agarplate med tilfgrsel av 1 ml fra hvert

fortynningsrgr. Prgvene ble inkubert ved 30 °Ci 3 dggn.

22



3.7 Pellet

Fra Olabeger eller kartonger med melk ble det pipettert ut 40 ml melk til et 50 ml Falconrgr.
Prgvene ble deretter sentrifugert i en Thermo Scientific Heraeus Multifuge X3R Centrifuge
(Thermo Fisher Scientific, Porten Down, UK) ved 8000 g i 10 minutter ved 4°C. Supernatanten
ble sa fjernet og pelleten suspendert i 1 ml med citratvann (99 %) i et eppendorfrgr (1,5 ml).
Prgvene ble deretter sentrifugert ved 16110 g i 3 min i en Eppendorf 5415 D Centrifuge
(Marshall Scientific, Hampton, New Hampshire, USA) og supernatanten ble fjernet. Pelleten
ble vasket med 1 ml citratvann (99 %) og deretter sentrifugert ved 16110 g i 3 minutter.
Supernantanen ble fjernet og pelleten vasket pa nytt som tidligere nevnt med 1 ml citratvann,
sentrifugert ved 16110 g i 3 min f@r supernantanten ble fjernet. Deretter ble pelleten lagt pa

frys frem til DNA ekstrasksjon.

3.8 Pellet med PMA-behandling

PMA behandling ble utfgrt i henhold til (Porcellato et al., 2015). Ved PMA-behandling ble
pellet laget som nevnt ovenfor, fgr den ble resuspendert i 500 ul citratvann (99 %). Deretter
ble det tilsatt 1,25 ul PMA (Biotium, Hayward, USA) og prgvene ble inkubert ved
romtemperatur i mgrket i 5 minutter med jevnlig risting. Prgvene ble deretter plassert pa et
isbrett 20 cm fra en halogenlyskilde og belyst i 5 minutter. Deretter ble prgvene sentrifugert
ved 16104 g (13000 rpm) i 4 minutter i en Eppendorf 5415 D Centrifuge (Marshall Scientific)

for supernantanen ble fjernet og pelleten fryst frem til DNA ekstraksjon.
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3.9 DNA ekstraksjon (Bead-beating og Mag Midi Kit)

Fastpreptuber ble fylt med 0,5 g med glassbiter (glass beads), en til hver prgve. Pelleten ble
resuspendert i 200 pl med lysisbuffer (20 mM Tris-Cl (pH 8), 2 mM natrium EDTA, 1,2 %

Triston® X-100) og deretter overfgrt til de tillagede fastpreptubene med glassbiter. Tubene

ble deretter plassert i en FastPrep96™ (MP Biomedicals, Santa Ana California, USA) 50
sekunder ved max hastighet (1800 rpm) og plassert pa is i 5 minutter (dette ble repetert 2
ganger). Deretter ble tubene sentrifugert i 1 min pa full hastighet (16110 g) i en Eppendorf
5415 D Centrifuge. Supernantanten (Marshall Scientific) og 50 ul ble sa overfgrt til en 96-

brgnnplate.

Deretter ble MAG MIDI KIT protokollen (LGC group, Berlin, Tyskland) fulgt for DNA ekstraksjon
(LGC, 2014). Endringer fra protokollen:

e 50 ul elueringsbuffer ble tilsatt istedenfor 63 pl.

e Ved uttak 2, 3 og holdbarhetsprgver fra uttak 1 ble det brukt 20 min inkubering ved
elueringsteget.

e Mindre enn 50 pl supernantant innholdene DNA ble tatt ut og overfgrt til ny 96-

brgnnplate i siste trinn.

3.10 Droplet Digital PCR

Droplet digital polymerasekjedereaksjon (ddPCR) ble utfgrt ved NMBU av Masterstudenten
Fransesco Tormachio i henhold til (Porcellato et al., 2016). Det var noen avvik fra Porcellato et
al., 2016 (Porcellato et al., 2016). Totalt volum pa reaksjonskomponentene var her 20 pl.
Reaksjonskomponentene besto av forward primer Uni340F (5-CCTACGGGRBGCASCAG-3’) og
reverse primer Bac306R (5'-GGACTACYVGGGTATCTAAT-3’) (Porcellato and Skeie, 2016) med
konsentrasjon pa 0,2 pl, probe (0,1 ul), DNA fra prgver (1 pl) og ddPCR Supermix for probes
(Bio-Rad, Pleasanton, CA, USA). De ble blandet og amplifisert. Under amplifiseringen ble fgrst
polymerasen aktivert ved 95 °Ci 10 minutter. Fglgende ble sa gjort i en 35 syklus; dobbeltradet
DNA (dsDNA) denaturert til singeltradet DNA (ssDNA) ved 94 °C (30 sek). Primerne festet seg
sa til ssDNA ved 54 °C (30sek) fgr elongering ved 72 °C (45 sek). Til slutt ble drapene stabilisert
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ved 98 °C (10 min) og deretter ble prgvene kjglt ned til 4 °C. Mengden DNA ble sa avlest ved

bruk av Quantasoft software ver 1.7 (Bio-Rad, Berkeley, California, USA).

3.11 [llumina sekvensering

Illumina sekvenseringen ble utfgrt av Postdoc Davide Porcellato ved NMBU i henhold til
(Porcellato and Skeie, 2016). Fgrst ble det utfgrt PCR for 16S rRNA amplifisering ved bruk av
universell forward primer Uni340F (5'-CCTACGGGRBGCASCAG-3’) og universell reverse primer
Bac306R (5'-GGACTACYVGGGTATCTAAT-3’) for @ amplifisere V3 og V4 (Porcellato and Skeie,
2016). En endring fra Porcellato and Skeie (2016) var at det ble tilsatt 2 pl ekstrahert DNA, 0,5
mg/ml BSA og 2,5 mM MgCl i mastermix. Fglgende program ble brukt til kjgring av PCR: fgrste
denaturering ved 98 °Ci 30 sek, etterfglgt av 35 sykluser med denaturering ved 98 °C i 30 sek,
annealing ved 53 °C i 30 sek og elongering ved 72 °C i 20 sek, og tilslutt endeling elongering
ved 72 °Ci 10 minutter. Deretter ble PCR produktet fra 16S rRNA amplifiseringen vasket ved
hjelp av AMPure XP beads (Beckmen, Coulter, Inc, Brea, CA, USA). Pa det vaskede produktet
ble det sa utfgrt en ny PCR ved bruk av lllumina indexed PCR primere hvor en ny amplifisering
ble gjort. Dette ble gjort pa samme mate som ved fgrste PCR med unntak av sma endringer i
PCR program og med 5 ul purifisert DNA. Fglgende PCR program ble kjgrt: fgrste denaturering
ved 98 °Ci 30 sek, etterfglgt av 10 sykluser med denaturering ved 98 °Ci 30 sek, annealing ved
55 °C i 30 sek og elongering ved 72 °C i 20sek, og tilslutt endelig elongering ved 72 °Ci 10
minutter. Deretter ble PCR produktet vasket ved bruk av Sequalprep normalization kit
(ThermoFisher, Waltham, Massachusetts, USA). For a sjekke innholdet av DNA i de
amplifiserte prgvene ble det sa tatt en Qubit test (ThermoFisher, 2015). Ved for lite DNA ble
det utfgrt en ny PCR med bruk av lllumina primere og en Iproof polymerase, og deretter en ny
vask fgr en ny kvantifisering ved bruk av PerfeCta. Prgver med rett innehold av DNA ble
kvantifisert ved bruk av Kapa Library Quantification kit (Biosystems, Wilmington,
Massachusettes, USA) for Illlumina sequencing platforms fra Quanta BioSciences
(KapaBioscinces, u.a.). Tilslutt ble Illumina Library Denaturing and MiSeq Sample loading step
(16S Metagenomic Sequencing Library Preparation Procol) (lllumina, San Diego, CA, USA)

brukt for endelig sekvensering.
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3.12 Behandling av data

Datasett med tre gjentak ble analysert ved bruk av ANOVA og Tukey multiple comparison
test for a se om det var signifikante forskjeller mellom gardsfaktorerer (melkesystem, type
vask av gardstank, figstype, type gardtank, figsdgr apen eller lukket inn til melkerom, propp
pa tappestuss av eller pa og supplement til for) i forhold til mengde bakterier (Chao) og
spredning i type bakterie (Shannon). En linaer interaksjonsmodell ble brukt for & observere
den eventuelle sammenhengen mellom vaskesystem og tanktype kunne ha pa hverandre i
forhold til bakterieinnhold. Det ble ogsa sett pa korrelasjonen mellom tre ulike metoder
brukt for identifisering av totalt antall bakterier. Alt av beskrevet ovenfor ble gjort ved bruk

av R-commander.
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4. Resultater

4.1 Total mikrobiota fra gard til kartong

Total mikrobiota i melkeprgvene er vist i stablet bardiagram for a vise prosentmengde av de
ulike bakteriene i hver enkelt prgve pa genusniva. Gjennomsnittsverdiene for gard med
hensyn pa melkevolum fra hver enkelt gard er vist i Vedlegg 2 og Vedlegg 3. Bakterien med
navn Incertae sedis pa genus niva tilhgrer familien Peptostreptococcaceae, men det er usikkert

hvilken genus den hgrer til.

Total mikrobiota pa genusniva for prgveuttakene ved uttak 1 silo 1 med total bakterie mengde

vist med ddPCR er vist i Figur 4.1.
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Figur 4.1: Total mikrobiota pa genusniva fra uttak 1 (U1) av melk fra utvalgte garder (G1-G10) som gikk inn pa
silo 1 (S1) og videre til ferdigvaretank (T1) og kartong fra silo 1 (KS1). Prgvene er vist fra venstre til hgyre, med
hhv. ra melk fra gard 1 til 10 (G1-G10), gjennomsnitt av gardsprgver med hensyn til melkevolum (Gj.snitt G),
lassprgve fra tankbil (L1), silotank pa meieri (S1), pasteurisert melk pa ferdigvaretank (T1), kartong ved
produksjonsdag (KS1) uten PMA (levende og dgde celler), kartong produksjonsdag (KS1.PMA) med PMA (kun
levende celler), kartong ved utgatt holdbarhet, annen hver med og uten PMA, ved hhv 4, 6 og 8 °C.
Kartongprgvene er gjennomsnitt av tre paralleller. Fgrste akse viser prosentvismengde av bakterier. Total
mengden bakterier er vist ved gratt linjediagram som kopier av DNA per ml melk, vist pa andre akse. Bakteriene

er vist med fargekode pa hgyre side, i samme rekkefglge som vist i grafen (fra nederst til gverst).

Felles for gardsprgvene ved uttak 1 pa silo 1 er innholdet av Pseudomonas, Bacillus,
Lactococcus og Streptococcus. Lassprgven viser en st@grre andel Pseudomonas enn det er i
gjiennomsnittet av gardsprgvene, og et lavere antall av total bakteriemengde. Silotanken gir
et godt gjennomsnittsbilde for gardsprgvene. Etter pasteurisering ser bakterieprofilen relativt
lik ut, men her kan det vaere bade levende og dgde bakterier. Etter 14 dager er det mest
Pseudomonas (27,4 % av log 2,83 kopier/ml og 40,2 % av log 2,7 kopier/ml), Bacillus (51,4 %
av log 2,83 kopier/ml og 27,5 % av log 2,7 kopier/ml), Lactococcus (9,8 % av log 2,83 kopier/ml
og 11,4 % av log 2,7 kopier/ml) og Streptococcus (5 % av log 2,83 kopier/ml og 7,6 % av log 2,7
kopier/ml) ved hhv. 4 og 6 °C, mens ved 8 °C er det stgrst andel Bacillus (91,8 % av log 5,49
kopier/ml) med en liten andel Pseudomonas (5,9 % av log 5,49 kopier/ml). Bakterieprofilen
for kartongprgvene pa produksjonsdag, med (levende) og uten PMA (levende og dgde)
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(KS1.U1PMA og KS1.U1) er forskjellige. | kartongprgven med PMA (KS1.U1PMA) er det lite
Aeribacillus/Anoxybacillus (2,1 % av log 2,4 kopier/ml) og Streptococcus (0,1 % av log 2,44
kopier/ml) tilstede, mens uten PMA (KS1.U1) var det stgrre mengder av disse med 13,2 %
Aeribacillus/Anoxybacillus per log 3,3 kopier/ml og 2,1 % Streptococcus. Det er heller stgrre
andel Pseudomonas (25,4 % av log 2,4 kopier/ml) og Bacillus (42,9 % av log 2,4 kopier/ml) i
kartong med PMA-behandling i forhold til uten (7,4 % Pseudomonas og 14,7 % Bacillus i log
3,3 kopier/ml). Ved utgatt holdbarhet er det stgrre likhet mellom kartongprgvene med og
uten PMA. Mengden bakterier er ogsa lavere i prevene med PMA-behandling i forhold til uten
PMA. Total bakteriemengder er relativ lik mellom utgatt holdbarhet ved 4 og 6 °C, mens ved

8 °C ser vi en gkning sammenlignet med prgvene lagret ved 4 og 6 °C, fra log 2,8 til log 5,5.

Total mikrobiota pa genusniva for prgveuttakene ved uttak 1 silo 2 med total bakterie mengde
vist med ddPCR er vist i Figur 4.2. Her er silotanken blandet med melk i fra ulike andre ruter i
tillegg til ruten som ble fulgt. Melken fra den utvalgte ruten utgjgr 51,3 % av totalt

melkevolum inn pa silotank.
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Figur 4.2: Total mikrobiota fra uttak 1 (U1) av melk som gikk inn pa silo 2 (S2) og videre til tappetank og kartong
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fra silo 2. Pa silotank ble melken fra de utvalgte gardene (G11-G20) blandet med melk fra andre ruter. Fra silotank
og innover i anlegget er da melken fra de utvalgte gardene blandet med annen melk. Melken fra de utvalgte
gardene utgjgr 51,3 % av totalt volum pa silotank. Prgvene er vist fra venstre til hgyre, med hhv. ra melk fra gard
11 til 20 (G11-G20), gjennomsnitt av gardsprgver med hensyn til melkevolum (Gj.snitt G), lasspr@ver fra tankbil
(L2/L3), silotank pa meieri (S2), pasteurisert melk pa ferdigvaretank (T2) uten PMA (levende og dgde celler),
ferdigvaretank med PMA (levende celler), kartong ved produksjonsdag (KS2) uten PMA (levende og dgde celler),
kartong produksjonsdag (KS2.PMA) med PMA (kun levende celler), kartong ved utgatt holdbarhet, annen hver
med og uten PMA, ved hhv 4, 6 og 8 °C. Kartongprgvene er gjennomsnitt av tre paralleller. Fgrste akse viser
prosentvismengde av bakterier. Total mengden bakterier er vist ved gratt linjediagram som kopier av DNA per
ml melk, vist pa andre akse. Bakteriene er vist med fargekode pa hgyre side, i samme rekkefglge som vist i grafen

(fra nederst til gverst).

Gardsprgvene ved uttak 1 pa silo 2 bestar hovedsakelig av Pseudomonas, Bacillus, Lactococcus
og noe Streptococcus. Lassprgven har stgrre mengder Pseudomonas enn gardsprgvene og
lavere innhold av totalt antall bakterier i forhold til gardprgvene. Pa silotank utgjer
gardsprgvene 51,3 % av innholdet. Silotanken inneholder en mindre andel Bacillus og
Pseudomonas enn gardsprgvene pa den fulgte ruten. Pa ferdigvaretank med PMA-behandling
er det mer Bacillus (54,2 % av log 2,16 kopier/ml) i forhold til bade silotank (19,5 % av log 4,02
kopier/ml) og ferdigvaretank uten PMA (14,4 % av log 4,1 kopier/ml). Pa kartong behandlet
med PMA (produksjonsdag) er det Pseudomonas (39,6 % av log 2,5 kopier/ml) og Incertae
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sedis (Peptostreptococcaceae) (32,1 % av log 2,5 kopier/ml) som dominerer. | melkeprgvene
ved utgatt holdbarhet er det Pseudomonas som dominerer innholdet i prgvene ved bade 4, 6
og 8 °C med hhv. 89,8 % (av log 2,4 kopier/ml), 80,8 % (av log 2,5 koper/ml) og 90 % (log 2,5
kopier/ml). Bakterieinnholdet i prgvene med og uten PMA behandling er forskjellige. Ved
ferdigvaretank (T2.U1 og T2.U1PMA) er det mindre Streptococcus (4,2 % av log 2,6 kopier/ml
kontra 14,4 % i log 4,1 kopier/ml) tilstede i preven med PMA og mer Bacillus (54,2 % i log 2,2
kopier/ml kontra 14,4 % av log 4,1 kopier/ml) og Pseudomonas (15,3 % av log 2,2 kopier/ml
kontra 4,8 % av log 4,1 kopier/ml). Ved utgatt holdbarhet er det Bacillus tilstede i prgvene
uten PMA lagret ved 4 og 6 °C (KS2.U1.T4 og KS2.U1.T6), mens ved PMA-behandling
(KS2.U1.T4PMA og KS2.U1.T6PMA) er det tilnaermet ingen Bacillus detektert, men store deler
Pseudomonas. | prgvene lagret ved 8 °C utgjgr Weissella (28,4 % av log 3,4 kopier/ml) og
Aeribacillus/Anoxybacillus (22,2 % av log 3,4 kopier/ml) en stor andel i kartong uten PMA-
behandling (KS2.U1.T8), mens ved PMA-behandling er det kun dedektert store deler
Pseudomonas (90 % av log 2,5 koper/ml). Det er ogsa en nedgang i totalt bakterietall i prgvene

med PMA i forhold til uten PMA.

Total mikrobiota pa genusniva for prgveuttakene ved uttak 2 i silo 1 med total bakterie
mengde vist med ddPCR er vist i Figur 4.3. Her er innholdet pa silotank kun fra garder fra den

fulgte ruten.
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Figur 4.3: Total mikrobiota fra uttak 2 (U2) av melk som gikk inn pa silo 1 (S1) og videre til ferdigvaretank (T1) og
kartong fra silo 1 (KS1). Prgvene er vist fra venstre til hgyre, med hhv. ra melk fra gard 1 til 9 (G1-G9),
gjennomsnitt av gardsprgver med hensyn til melkevolum (Gj.snitt G), lassprgve fra tankbil (L1), silotank pa meieri
(S1), pasteurisert melk pa ferdigvaretank (T1), kartong ved produksjonsdag (KS1) uten PMA (levende og dgde
celler), kartong produksjonsdag (KS1.PMA) med PMA (kun levende celler), kartong ved utgatt holdbarhet, annen
hver med og uten PMA, ved hhv 4, 6 og 8 °C. Fgrste akse viser prosentvismengde av bakterier. Kartongprgvene
er gjennomsnitt av tre paralleller. Total mengden bakterier er vist ved gratt linjediagram som kopier av DNA per
ml melk, vist pa andre akse. Bakteriene er vist med fargekode pa hgyre side, i samme rekkefglge som vist i grafen

(fra nederst til gverst).

Total antall bakterier ved uttak 2 pa silo 1 var relativt likt mellom gardprgvene og inn pa lass
og silotank. To garder (G1.U2 og G9.U2) hadde en stor andel Bacillus (hhv. 71,3 % og 56,8 % i
log 3,7 kopier/ml). Gardene G2.U2-G5.U2 hadde stgrre mengde Pseudomonas (fra 37,7 — 65,6
% i log 3,6- 3,7 kopier/ml), men ogsa noe Bacillus (varierende mellom 1-10 %), samt
Lactococcus (varierende mellom 6,3-11,8 %). Gardene G6.U2- G8.U2 hadde en del
Pseudomonas (varierende mellom 14,5-20,7 %), samt en st@grre variasjon av andre bakterier
enn de andre gardsprgvene. G8.U2 hadde stgrre mengder Lactococcus (17,6 % v log 3,7
kopier/ml) og Streptococcus (22,8 % av log 3,7 kopier/ml) enn de andre gardsprgvene.
Lassprgven og silotanken har relativt lik fordeling av bakterier, som gjenspeiler den samlede

bakteriefloraen fra gardene. Pa ferdigvaretank uten PMA-behandling er mesteparten av
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mikrobiotaen Aeribacillus/Anoxybacillus (86, 7 % av log 3,7 kopier/ml), men i melk fra
ferdigvaretank med PMA-behandling er fordelingen annerledes. Det er en del Bacillus (24,5 %
av log 3,9 kopier/ml), en del Lactococcus (18,3 %) og en del Aeribacillus/Anoxybacillus (26,8
%), samt noe Pseudomonas (15,3 %) pa kartongen med PMA-behandling. P& kartong ved
produksjonsdag er det ogsa en del Aeribacillus/Anoxybacillus tilstede, bade ved kartong med
(44,8 % av log 4,3 kopier/ml) og uten PMA (26,8 % av log 3,8 kopier/ml). Det er ingen reduksjon
av totalt bakterieantall mellom ferdigvaretank med og uten PMA. Ved utgatt holdbarhet er
det Pseudomonas som dominerer ved 4 og 6 °C i melken med PMA-behandling (hhv. 84, 2 %
avlog 2,7 og 87,6 % av log 3,1 kopier/ml). | melken lagret ved 8 °C er det er vekst i total antall
bakterier fra 4 og 6 °C pa rundt 1 log. Bakterieinnholdet her er bestaende av Bacillus (72,8 %

av log 4,1 kopier/ml) og noe Pseudomonas (23,5 %).

Total mikrobiota pa genusniva for prgveuttakene ved uttak 2 pa silo 2 med total bakterie
mengde vist med ddPCR er vist i Figur 4.4. Her er innholdet pa silotank blandet med melk av
garder pa andre ruter. Melk fra den utvalgte ruten utgjgr 32,8 % av totalt melkevolum inn pa

silotank.
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Figur 4.4: Total mikrobiota fra uttak 2 (U2) av melk som gikk inn pa silo 2 (S2) og videre til ferdigvaretank (T2) og
kartong fra silo 2 (KS2). Pa silotank ble melken fra de utvalgte gardene blandet med melk fra andre ruter. Fra
silotank og innover i anlegget er melken fra de utvalgte gardene blandet med annen melk. Melken fra de utvalgte
gardene bestar av 32,8 % av totalt volum pa silotank. Prgvene er vist fra venstre til hgyre, med hhv. ra melk fra
gard 10 til 20 (G10-G20), gijennomsnitt av gardsprgver med hensyn til melkevolum (Gj.snitt G), lassprove fra
tankbil (L2/L3), silotank pa meieri (S2), pasteurisert melk pa ferdigvaretank (T2), kartong ved produksjonsdag
(KS2) uten PMA (levende og dgde celler), kartong produksjonsdag (KS2.PMA) med PMA (kun levende celler),
kartong ved utgatt holdbarhet, annen hver med og uten PMA, ved hhv 4, 6 og 8 °C. Kartongprgvene er
gjennomsnitt av tre paralleller. Fgrste akse viser prosentvismengde av bakterier. Total mengden bakterier er vist
ved gratt linjediagram som kopier av DNA per ml melk, vist pd andre akse. Bakteriene er vist med fargekode pa

hgyre side, i samme rekkefglge som vist i grafen (fra nederst til gverst).

Ved uttak 2 pa silo 2 er det kun benevningsverdige mengder av Bacillus i melken fra gardene
G17.U2 (56,2 % av log 3,9 kopier/ml), G18.U2 (10,6 % av log 3,6 kopier/ml) og G20.U2 (10,1 %
av log 3,1 kopier/ml). Ellers er det Pseudomonas og Lactococcus i alle gardsprgvene. G12.U2
har stgrre mengder Bordetella (31,2 % av log 4,1 kopier/ml). Melk fra G14.U2 og G15.U2 hadde
stgrre mengder Streptococcus (hhv. 40,7 % av log 3,1 og 27,4 % av log 3,4 kopier/ml). Melk fra
gard G19.U2 hadde stgrre mengder Acinetobacter (62,9 % av log 3,6 kopier/ml). Lassprgvene
viser tilnaermet samme flora som melken inn pa silotank, selv om silotank er blandet med melk
i fra andre garder. | melk fra ferdigvaretank kan man se forskjell mellom melk med og uten
PMA-behandling. Ved melkeprgvene med PMA-behandling er Lactococcus-innholdet redusert
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og det er stgrre mengder Pseudomonas i melken. P& kartong ved produksjonsdag er det
Aeribacillus/Anoxybacillus (33,1 % av log 4,1 kopier/ml) og Bacillus (14,7 %) tilstede i
melkeprgvene uten PMA-behandling. Ved PMA-behandling er det derimot mer Pseudomonas
(30,3 % av log 3,7 kopier/ml) tilstede, samt Bordetella (30,3 %). Det er ogsa vist liten reduksjon
i antall bakterier mellom prgvene med og uten PMA-behandling pa produksjonsdag. Ved
utgatt holdbarhet er det Pseudomonas som dominere i melken lagret ved 4 og 6 °C ved PMA-
behandling (hhv. 75,8 % av log 3,4 og 85,8 % av log 3 kopier/ml). Noe Bacillus er ogsa tilstede
ved disse lagringstemperaturene (18,2 % og 8,4 % for hhv. 4 og 6 °C). Ved 8 °C er det Bacillus
som dominerer i melken med PMA-behandling (87,4 % av log 3,9 kopier/ml). Man kan ogsa se
en gkt mengde bakterier i melken ved 8 °C i forhold til ved lagring ved 4 og 6 °C. Forskjell
mellom mengde bakterier ved utgatt holdbarhet mellom prgvene med og uten PMA er kun
observert ved 6 og 8 °C. Prgvene lagret ved 4 °C viser tilnaermet lik mengde bakterier for

prgvene med og uten PMA.

Total mikrobiota pa genusniva for prgveuttakene ved uttak 3 med total bakterie mengde vist
med ddPCR er vist i Figur 4.5. Her er alle gardsprgvene fra den fulgte ruten samlet pa en silo

uten blanding med andre ruter.
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Figur 4.5: Total mikrobiota fra uttak 3 (U3). All melken fra gardene (G1-G20) pa den utvalgte ruten ble satt pa
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samme silo (S1) og ikke blandet med annen melk fra andre ruter. Prgvene er vist fra venstre til hgyre, med hhv.
ra melk fra gard 1til 20 (G1-G20), gjennomsnitt av gardsprgver med hensyn til melkevolum (Gj.snitt G), lassprgver
fra tankbil (L1/L2/L3), silotank pa meieri (S1), pasteurisert melk pad ferdigvaretank (T1), kartong ved
produksjonsdag (KS1) uten PMA (levende og dgde celler), kartong produksjonsdag (KS1.PMA) med PMA (kun
levende celler). Kartongprgvene er gjennomsnitt av tre paralleller. Fgrste akse viser prosentvismengde av
bakterier. Total mengden bakterier er vist ved gratt linjediagram som kopier av DNA per ml melk, vist pa andre

akse. Bakteriene er vist med fargekode pa hgyre side, i samme rekkefglge som vist i grafen (fra nederst til gverst).

Ved uttak 3 inneholder alle gardsprgvene Pseudomonas. Flere garder har ogsa Bacillus, men
ikke i sa store mengder som ved tidligere uttak. Melk i fra gardene G1.U3-G17.U3 inneholder
nevneverdige andel Lactococcus. Melk fra gardene G14.U3 og G15.U3 har stgrre mengder
Streptococcus i forhold til flere av de andre gardene ved uttak 3 (hhv. 11,7 % av log 3,7 0og 27,1
% av log 3,1 kopier/ml). Melk fra gard G8.U3 har stgrre mengde Bordetella (50,1 % av log 4,1
kopier/ml). Melk fra gard G19.U3 har stgrre mengde Acinetobacter (40,1 % av log 3,7
kopier/ml). Lass og siloprgve er tilnaermet like med hensyn til bakteriesammensetning. Melk
fra ferdigvaretank og kartongprgve med og uten PMA er tilneermet like, utenom reduksjon av
Streptococcus i PMA-behandlet prgve. Det er ogsa vist reduksjon i totalt bakterietall fra
melkeprgven uten PMA til melkeprgven med PMA. Holdbarhetsprgver fra uttak 3 er ikke tatt

med (pa grunn av tidsfaktor).
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Total mikrobiota pa genusniva for giennomsnittsverdier av gardsprgver som er samlet pa ulike

lassprgver med hensyn til melkevolum er vist i Figur 4.6.
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Figur 4.6: Total mikrobiota pa genusniva for gjennomsnittsverdier av gardsprgvene samlet inn pa forskjellige
lassprgver med hensyn til melkevolum, sammenlignet med totalmikrobiota fra lassprgven. Melken fra gardene
samlet inn pa tre ulike lass ved vert uttak. Lass 1 til 3 er vist fra hhv venstre til hgyre med uttak 1 til 3 fra hhv
venstre til hgyre. Ved uttak 1 og 2 ble det brukt samme tankbil. Ved uttak 3 ble det brukt en annen tankbil enn
ved uttak 1 og 2. Bakteriene er vist med fargekode pa hgyre side, i samme rekkefglge som vist i grafen (fra nederst

til gverst).

Ved uttak 1 skiller lass 1 og 2 seg fra gardsprgvene ved tilstedevaerelse av en stgrre andel
Pseudomonas, mens ved lass 3 fra uttak 1 hadde noe stgrre andel Bacillus. Lass 1 har 76,7 %
Pseudomonas og lass 2 har 79,5 % i forhold til 12,3 % og 15,8 % som der er fra gardsprgvene.
Lass 3 har 25 % stgrre andel Bacillus enn det er i gardsprgvene. Ved uttak 2 var lassprgve 1 og
2 tilnzermet lik gardsprgvene, mens lassprgve 3 hadde 41,5 % stgrre andel Bacillus enn
gardsprgvene. Ved uttak 3 var det tilneermet lik andel av de ulike bakteriene ved alle tre

lassprgvene opp mot gardsprgvene.
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Total mikrobiota pa genusniva for melk med utgatt holdbarhet samlet fra uttak 1, med
ublandet melk fra silo 1 og blandet melk fra silo 2 og total mengde bakterier i prgvene ved

bruk av ddPCR er vist i Figur 4.7 nedenfor.
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Figur 4.7: Total mikrobiota pa genusniva for holdbarhetsprgvene ved uttak 1 (Ul) med ferdigvare fra
produksjonsdag (ferdigvaretank og kartong). Prgvene fra silo 1 er vist til venstre med ferdigvaretank (T1), kartong
uten PMA (KS1), Kartong med PMA (KS1PMA), kartong ved utgatt holdbarhet, annen hver med og uten PMA, ved
hhv 4, 6 og 8 °C og prgvene fra silo 2 er vist til hgyre med samme rekkefglge som for silo 1. Total mengde bakterier
i prgvene er viste med ddPCR (log kopier av DNA per ml) ved akse 2. Kartongprgvene er gjennomsnitt av tre
paralleller. Bakteriene er vist med fargekode pa hgyre side, i samme rekkefglge som vist i grafen (fra nederst til

gverst).

Ved utgatt holdbarhet fra uttak 1 er det Bacillus og Pseudomonas som dominerer. Melk med
utgatt holdbarhet i fra silo 1 har store mengder av bade Bacillus og Pseudomonas, mens utgatt
holdbarhetsmelk fra silo 2 er det bare store mengder med Pseudomonas ved PMA-behandlet
melkeprgve. Det ble observert en forskjell mellom lagring av melken ved 4 og 6 °Ci forhold til
8 °Cvedsilo 1, mens ved silo 2 var det bare store mengder Pseudomonas ved PMA-behandlet
melk ved alle tre lagringstemperaturene. Bakterieantallet var relativt likt mellom
lagringstemperaturene pa 4 og 6 °C, mens ved 8 °C ble det observert en gkning sammenlignet
med melkerprgvene lagret ved pa 4 og 6 °C ved silo 1. Denne gkningen ble ikke observert ved
silo 2. Ved silo 2 var det relativt likt bakterieantall mellom lagringstemperaturene.
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Total mikrobiota pa genusniva for melk med utgatt holdbarhet samlet fra uttak 2, med
ublandet melk fra silo 1 og blandet melk fra silo 2 og total mengde bakterier i prgvene ved

bruk av ddPCR er vist i Figur 4.8 nedenfor.
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Figur 4.8: Total mikrobiota pa genusniva for holdbarhetsprgvene ved uttak 2 med ferdigvare fra produksjonsdag.
Prgvene fra silo 1 er vist til venstre med ferdigvaretank (T1), kartong uten PMA (KS1), Kartong med PMA
(KS1PMA), kartong ved utgatt holdbarhet, annen hver med og uten PMA, ved hhv 4, 6 og 8 °C og prgvene fra silo
2 er vist til hgyre med samme rekkefglge som for silo 1. Total mengde bakterier i prgvene er viste med ddPCR
(log kopier av DNA per ml) ved akse 2. Kartongprgvene er gjennomsnitt av tre paralleller. Bakteriene er vist med

fargekode pa hgyre side, i samme rekkefglge som vist i grafen (fra nederst til gverst).

Ved uttak 2 er bakterieprofilen relativt lik mellom utgatt holdbarhetsmelk fra silo 1 og silo 2.
Selv om det er forskjellig mengde Bacillus og Pseudomonas pa ferdigvaretank og kartong pa
produksjonsdag ved silo 1 og silo 2, er det fremdeles disse to bakteriene som dominerer
melken ved utgatt holdbarhet. Ved lagring av melken pa 4 og 6 °C er det bade Bacillus og
Pseudomonas tilstede, mens ved lagring pa 8 °C er det total dominans av Bacillus.
Bakterietallet er likt ved lagring ved 4 og 6 °C, mens ved lagring pa 8 °C har man fatt en gkning

i bakterietallet.

Variasjon av total mikrobiota pa genusniva mellom uttakene (1-3) av gardprgver og total

mengde bakterier i prgvene ved bruk av ddPCR er vist i Figur 4.9 nedenfor.
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Figur 4.9: Variasjon av total mikrobiota pa genusniva mellom uttak 1-3 for gard 1-20 hhv. fra venstre til hgyre med total bakterie mengde vist med ddPCR (kopier DNA per ml)

pa akse 2. Bakteriene er vist med fargekode pa hgyre side, i samme rekkefglge som vist i grafen (fra nederst til gverst).



Generelt var det mer Bacillus ved uttak 1 enn ved de to siste uttakene. Ser vi bort ifra
forskjellen med Bacillus fra uttak 1 er det relativt lik mikrobiota i melken pa gardene mellom
uttakene. Melk fra gardene G2-G7, G10-G11 og G13-G18 har relativt lik mikrobiota mellom
uttakene, hvor det er spesielt stor likhet mellom to av uttakene. Melk fra gardene G1, G8, G9,
G12, G19 og G20 har alle et eller flere uttak som er forskjellig fra hverandre. Melk fra gard G8
er forskjellige ved alle tre uttakene, med st@grre mengder Brodetella i uttak 3. For melk fra gard
G12 har ogsa et uttak som har stgrre mengder Bordetella. Melk fra gard G9 har et uttak som
har stgrre mengder Acinetobacter, og dette skiller seg fra de andre to uttakene. Melk fra gard
G19 har ogsa stgrre mengder Acinetobacter i to av uttakene. Melk fra gard G20 er forskjellige

fra hverandre ved hvert uttak.

Artstyper som kan vaere tilstede ved genus Bacillus er vist i Tabell 4.1.

Tabell 4.1: Arter som kan veere tilstede ved pavisning av genus Bacillus.

Genus Arter
Bacillus B. cereus
B. mycoides

B. toyonensis

B. weihenstephanensis
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4.2 Gardsfaktorer sin pavirkning pa mikrobiotaen i melk

Det ble sett pa ulike faktorer pa garden som potensielt kunne pavirke mikrobiotaen i melken.
Type melkesystem (Robot, melkestall eller rermelksanlegg), type fj@s (bas eller Igsdrift), propp
pa tappestuss, dgren inn til fjgset (lukket eller apen), type vask av gardstank (automatisk eller
manuell), type gardstank (Landteknikk eller Wedholms) og type for (surfér og kraftfor,

supplering med potet eller supplering med forsukkerbeter) (Radata i Vedlegg 4).

Forskjell i mengde bakterier (Chao) og spredning i type bakterier (Shannon) med hensyn pa

ulike typer melkesystem pa gard er vist i Figur 4.10.
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Figur 4.10: Forskjell i mengde bakterier (Chao, OTU) og spredning i type bakterier (Shannon, OTU) med hensyn
pa ulike typer melkesystem, hhv. melkestall, robot og rérmelksanlegg. ANOVA og Tukey mulitple comparison test
ble brukt som statistisk analyse, n = 9 (Melkestall), n = 27 (Robot), n = 24 (Rgrmelksanlegg). P-verdien > 0,05,
ingen signifikans.

Ved bruk av robotmelking er det stgrre mengde bakterier og stgrre spredning i ulike bakterier
i forhold til melkestall og rermelksanlegg. Det er derimot ikke vist noen signifikant forskjell ved

bruk av Tukey multiple comparison test, p-verdi > 0,05.

Forskjell mellom bakteriemengde (Chao) og spredning i type bakterier (Shannon) med hensyn

til forskjellige vaskeprosesser pa gardstank er vist i Figur 4.11.
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Figur 4.11: Forskjell mellom mengde bakterier (Chao, OTU) og spredning i type bakterier (Shannon, OTU) med
hensyn til forskjellige vaskeprosesser ved gardstank, hhv. automatisk (A) og manuell (M). ANOVA ble brukt som
statistisk analyse, n =45 (A), n = 15 (M). P-verdi for Chao og Shannon ble hhv., p < 0,05 og p < 0,01.

Ved forskjellig vaskesystem pa gardstank er det stgrre mengde (Chao) bakterier og stgrre
spredning (Shannon) i type bakterier ved bruk av automatisk vask i forhold til manuell vask.

Det ble ogsa sett en signifikant forskjell mellom vaskesystemene med p < 0,05 for Chao og

0,01 for Shannon.

Forskjell pa st@rrelse av gardstank i forhold til vaskesystem (automatisk eller manuelt) er vist

i Figur4.12.

Vaskesystem i forhold til tanksterrelse
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Figur 4.12: Forskjell pa stgrrelse av gardstank i forhold til vaskesystem (automatisk eller manuelt), med

tankvolum (liter) pa y-akse. ANOVA ble brukt som statistisk analyse, n =45 (A), n = 15 (M). P-verdi < 0,05.
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Ved forskjellig vaskesystem pa gardstank ble det ogsa sett en forskjell i hvor stort volum
tankene ved de to ulike vaskesystemene hadde. Ingen tanker med manuell vask hadde stgrre
volum pa tank enn 2000 L. Det ble sett en signifikant forskjell mellom tankvolumet ved

automatisk og manuell vask, hvor minst tankvolum ble sett for manuell vask.

Forskjell mellom bakteriemengde (Chao) og spredning i type bakterier (Shannon) med hensyn

til forskjellige typer gardstanker (Landteknikk eller Wedholms) er vist i Figur 4.13.
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Figur 4.13: Forskjell mellom bakterie mengde (Chao, OTU) og spredning i type bakterier (Shannon, OTU) med
hensyn til forskjellige typer gardstanker (Landteknikk eller Wedholms). ANOVA ble brukt som statistisk analyse,
n =30 (L), n =30 (W). P-verdi < 0,01 for Chao og Shannon.

Ved bruk av Landteknikk tank er det lavere bakterieinnhold i melken (Chao) og mindre
spredning i type bakterier (Shannon). Det ble ogsa funnet en signifikant forskjell ved bruk av
disse to systemene med p < 0,01 for bade Chao og Shannon. Det ble ikke funnet noen

signifikant effekt mellom type tank og hvor mye tankene rommet, p-verdi > 0,05.

Interaksjonsmodell mellom vask og tanktype i forhold til bakterietall (Chao) og spreding i type

bakterier (Shannon) er vist i Figur 4.14.
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Figur 4.14: Interaksjonsmodell mellom vask (automatisk og manuell) og tanktype (Landteknikk eller Wedholms)
i forhold til hhv. bakterie mengde (Chao, OTU) og spredning i type bakterier (Shannon, OTU) fra venstre til hgyre.
ANOVA og Tukey multiple comparison test ble brukt som statistisk analyse, n = 18 (A:L), n = 12 (M:L), n = 27
(A:W), n = 3 (M:W). P-verdi > 0,05 for alle vaskesystem i forhold til type tank foruten om (A:W — A:L) , hvor p-
verdi < 0,05.

Ved tanktype Landteknikk er det relativ lik bakteriemengde (Chao) og spredning i ulike
bakterietyper (Shannon) bade ved automatisk og manuell vask. For Wedholms er det derimot
hgyere bakterieantall og hgyere spredning i ulike genus av bakterietype ved automatisk vask
i forhold til manuell, og i forhold til automatisk og manuell vask ved Landteknikk tank. Det ble
ikke sett noen signifikant effekt mellom noen av vaskesystemene i forhold til tanktype foruten
om ved automatisk vask pa Wedholmstank og automatisk vask Landteknikk tank, hvor p <

0,05.

Forskjell mellom mengde bakterier (Chao) og spredning i type bakterier (Shannon) med

hensyn til forskjellige figstype (bas eller lgsdrift) er vist i Figur 4.15.
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Figur 4.15: Forskjell mellom mengde bakterier (Chao, OTU) og spredning i type bakterier (Shannon, OTU) med
hensyn til forskjellige figstype, hhv. bas og |gsdrift. ANOVA ble brukt som statistisk analyse, n = 24 (Bas), n = 36
(Lgsdrift). P-verdi > 0,05, ingen signifikant forskjell.

Det ble ikke sett noen signifikant forskjell mellom mengde bakterier (Chao) og spredning i type

(Shannon) bakterier ved forskjellige figstyper, p-verdi > 0,05.

Forskjell mellom mengde bakterier (Chao) og spredning i type bakterier (Shannon) med

hensyn til om proppen pa tappestussen pa gardstanken var pa fgr tapping er vist i Figur 4.16.
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Figur 4.16: Forskjell mellom mengde bakterier (Chao, OTU) og spredning i type bakterier (Shannon, OTU) med
hensyn til om proppen pa tappestussen pa gardstanken var pa fgr tapping. ANOVA ble brukt som statistisk
analyse, n = 54 (Ja), n = 6 (Nei). P-verdi > 0,05, ingen signifikant forskjell.

Nar tappestussen var av var det en hgyere andel bakterier og spredning i type bakterier, men

det ble ikke funnet noen signifikant forskjell, p-verdi > 0,05.
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Forskjell mellom mengde bakterier (Chao) og spredning i type bakterier (Shannon) med

hensyn til forskjellig foring av kyrne pa gardene er vist i Figur 4.17.
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Figur 4.17: Forskjell mellom mengde bakterier (Chao, OTU) og spredning i type bakterier (Shannon, OTU) med
hensyn til forskjellig féring av kyrne pa gardene. Alle gardene bruker surfor og kraftfor (SK), men noen bruker
ogsa forsukkerbeter eller potet i tillegg til surfor og kraftforet. ANOVA og Tukey mulitple comparison test ble
brukt som statistisk analyse, n = 3 (Forsukkerbeter), n = 9 (Potet), n = 48 (SK). P-verdi < 0,03 for SK vs. Potet for

Chao. Alle andre P-verdier > 0,05, ingen signifikant effekt.

Ved ulike supplement til surfor og kraftfor kan man se stgrre mengde bakterier (Chao) og
stgrre spredning (Shannon) i type bakterier ved tilfgrsel av forsukkerbeter eller potet. Det ble

kun vist en signifikant forskjell ved supplementring med potet, p-verdi < 0,05.

Forskjell mellom mengde bakterier (Chao) og spredning i type bakterier (Shannon) med

hensyn til om dgren mellom fjgset og melkerommet var dpen er vist i Figur 4.18.
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Figur 4.18: Forskjell mellom mengde bakterier (Chao, OTU) og spredning i type bakterier (Shannon, OTU) med

hensyn til om dgren mellom figset og melkerommet var apen. ANOVA ble brukt som statistisk analyse, n = 51

(Lukket), n = 9 (Apent). P-verdi > 0,05, ingen signifikant forskjell.

Det ble ikke sett noen signifikant forskjell i bakterieinnhold ved apen eller lukket figsdgr, p-

verdi > 0,05.

Det ble utfgrt ANOVA og Tukey multiple comparison test for de ulike faktorene pa gard

(melkesystem, figstype, vask og tank) opp i mot mengden Bacillus og Pseudomonas spesifikt

(cum sum scaling normalized OTU tabel) pa gardene. Det ble ikke funnet noen signifikant

pavirkning av de ulike faktorene pa gard opp i mot Bacillus eller Pseudomonas, alle p-verdiene

>0,05.
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4.3 Bruk av PMA for a skille mellom levende og dgde celler etter pasteurisering

For a skille mellom dgde og levende bakterier etter pasteurisering ble det brukt PMA. Forskjell
mellom mengde bakterier (Chao) og spredning i type bakterier (Shannon) med hensyn til bruk

av PMA under DNAekstraksjon er vist i Figur 4.19.
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Figur 4.19: Forskjell mellom mengde bakterier (Chao, OTU) og spredning i type bakterier (Shannon, OTU) med
hensyn til bruk av PMA under DNAekstraksjon. ANOVA ble brukt som statistisk analyse, n = 56 (PMA), n = 56
(Uten PMA). P-verdi < 0,001 for Chao. Ingen signifikans for Shannon.

Ved bruk av PMA var det forskjell av mengde bakterier (Chao), p-verdi < 0,001. Det var ingen
signifikant forskjell ved spredning i type bakterier ved bruk av PMA i forhold til uten PMA.
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4.4 Metoder for identifisering av totalt bakterietall i gardsprgver

Det ble sett pa korrelasjon mellom de ulike metodene som ble brukt for identifisering av total
antall bakterier i gardsprgvene (Radata i Vedlegg 5). Grafisk sammenligning av total

bakteriemengde malt ved ulike metoder er vist i Figur 4.20.
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Figur 4. 20: Sammenligning av metoder for indetifisering av totalt bakterietall i ra melk prgver, hvor Bactocount
er vist i log IBC/ml, ddPCR i log kopier/ml og plating i log kde/ml. P& x-aksen viser prevenummeret til ra melk
prgvene brukt til identifisering av totalt bakterietall ved de tre ulike metodene. Pa y-aksen viser den log-antall

for de tre ulike metodene.

Stgrst sammenheng ble funnet mellom plating og Bactocount ettersom reduksjon i
bakterietall ved plating tidvis ogsa gir reduksjon i bakterietall ved bactocount, og likt ved
gkning. Det er fremdeles flere plasser hvor verdiene ikke viser samme trend. Minst
sammenheng ser man mellom ddPCR og plating. Disse metodene viser liten til ingen
sammenheng ved gkning og reduksjon av bakterietall. Ved sammenligning av bactocount og
ddPCR ser man at det er lite sammenheng ved gkning og reduksjon av bakterietall, men

tidvis er det en og annen prgve som samsvarer.

En korrelasjonsmodell ble brukt for 3 se om det ble observert en korrelasjon mellom de tre
ulike metodene som ble brukt (ddPCR, Bactocount og plating). Tabell 4.2 viser korrelasjonen

mellom de ulike metodene (Vedlegg 3).

50



Tabell 4.2: Korrelasjon mellom ddPCR, Bactocount og plating.

ddPCR Bactocount Plating
ddPCR 1 0,1548 -0,0588
Bactocount 1 0,4022
Plating 1

Det er liten korrelasjon mellom alle de tre metodene. Minst korrelasjon er det mellom plating
og ddPCR, deretter ddPCR og Bactcount og st@rst korrelasjon er det mellom plating og

Bactocount.
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5. Diskusjon

5.1 Praktiske hensyn

Ved uttak av prgver i forbindelse med pagaende produksjon pa meieri er det utfordringer med
logistikk av melken. Prgveuttaket baerer dermed preg av at det var vanskelig a fa all melken
fra den fulgte ruten inn pd samme silotank uten blanding med annen melk. Uttakene ble
dermed ikke like, hvor uttak 1 og 2 har en silo med ublandet melk og en silo med blandet melk,
mens uttak 3 har all melken pa en silo uten blanding med annen melk. Melkebilen kjgrte heller
ikke i samme rekkefglge ved de tre uttakene, det ble derfor melk fra forskjellige garder inn pa
forskjellige lass ved de tre uttakene. Det er dermed ikke mulig & bruke uttakene som tre
paralleller, men heller sasmmenligne prgvene og se om det er likheter og forskjeller pa kryss

av uttakene.

Bakteriologiske undersgkelser av flere bidragsytere til kontaminasjon av Bacillus til melken,
som for og vannprgver, lot seg ikke utfgre pa grunn av logistikkproblem. Besgk av fjgs for
kontroll av hygiene var heller ikke mulig pa grunn av begrenset tid ved hver gard, ettersom
man fulgte tankbilen rundt pa gardene, og ogsa pa grunn av smittefare. Slike besgk ma derfor

foretas separat.

Melkeprgvene ble satt pa kjglerom (4 °C) til morgenen etter uttak for a sikre bedre utfgrelse
ved tillaging av pellet. For holdbarhetsprgver fra uttak 3 ble det tillaget pellet, men ettersom
siste uttak ble tatt ut sent, var det ikke tid til 3 fa ekstrahert DNA og sekvensert disse prgvene

for a fa resultatet med i denne oppgaven. Dette arbeidet ble gjort i etterkant.

Det ble kun tatt ut en prgve ved hvert prgveuttak for utenom kartong hvor det ble tatt tre
paralleller) pa grunn av plassproblem pa bil ved transport dersom det ble tatt ut flere prgver
av hver leverandgr. Dersom det da blir gjort noe feil under tillaging av pellet og DNA
ekstraksjon er det ikke mulig a starte pa nytt. Ved prgve L1.U1 og L1.U2 ble det gjort en feil
under plassering pa 96-brgnnplate for DNA ekstraksjon. Resterende volum fra pellet ble tilfgrt
pa platen, men da noe mindre enn 50 pl, som det var av de andre prgvene. Det ble derfor et

lavere bakterieantall med ddPCR i disse lassprgvene enn hva man skulle forvente.
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5.2 Mikrobiota i ra og pasteurisert melk

Ved bruk av totalsekvensering med universelle primere ble det funnet flere forskjellige
bakterier i melken. Som nevnt i seksjon 4.1 var det til tider mest Bacillus, Pseudomonas,
Lactococcus og Streptococcus i ra melk fra gardene. Nar det kommer til Lactococcus,
Streptococcus og Pseudomonas er funn i denne studien i trad med funn gjort i studiene nevnt
innledningsvis som viser total mikrobiota av ra melk ved bruk av kultur-uavhengige metoder
(Quigley et al., 2013b, Raats et al., 2011). Store mengder Bacillus pa gard har tidligere blitt
assosiert med beitesesong ved bruk av plating og typing med PCR som metoder (Christiansson
et al., 1999). For har ogsa vist seg a vaere en kontaminasjonsfaktor for sporer av Bacillus (te
Giffel et al., 2002). Ut i fra at alle gardene hadde st@rre mengder Bacillus ved fgrste uttak kan
det tyde pa at det er en felles faktor for regionen melken ble hentet fra. Det var hgyest
temperatur et par dager for fgrste uttak (9,4 °C), mens for uttak 2 og 3 var hgyeste
temperaturen dagene fgr pa henholdsvis - 2,7 0g 5,2 °C(Yr.no, 2017). Det er mulig at den hgye
temperaturen dagene fgr uttak 1 ga en oppblomstring av Bacillus i siloforet. | fglge radgiver
fra Tine blir det ikke gjort noen rutinemessig spesialvask av gardstank i starten av aret (i
forkant av fgrste uttaket) (Pers. med Julie Wiik, 2017). Spesialvask av gardstankene blir gjort
ved behov. Det er da lite sannsynlig at det ble gjort spesial vask ved alle gardene samtidig og
dermed at Igsning av biofilm kan vaere en kontaminasjonskilde for Bacillus ved alle gardene
(Latorre et al., 2010). Vannforsyningen kan veere felles for gardene ettersom de er i samme
omrade. En rapport fra Folkehelseinstituttet sin avdeling for vannhygiene viste at Bacillus-
sporer kan kunne passere desinfiseringen gjort ved vannverket (Lund, 2005). Selv om
desinfiseringsrutinene kan ha endret seg etter denne rapporten gjort i 2005, kan det vaere
Bacillus i biofilm i rgrsystemet, ettersom Bacillus har evnen til 3 danne biofilm i slike system.
Bacillus har stgrre biofilmdannelsesevne til kobberrgr i forhold til PVC-rgr (Morrow et al.,
2008). Dersom vannkilden er den samme for gardene, desinfiseringen ikke er endret pa
vannverket eller at biofilm har Igsnet fra r@rsystemet, sa kan vannkilden vaere en mulig arsak
til den hgye andelen Bacillus i rd melk. Det er mulig, ved en senere anledning, 3 se neermere
pa vannforsyningen til gardene. Da bgr det bli kartlagt type vannkilde (overflatevann eller

grunnvann) (FHI, 2016).
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Flere patogene bakterier har blitt funnet i ra melk (Hayes and Boor, 2001). Det var ogsa
forekomst av andre patogene bakterier i ra melk fra gardene enn Bacillus, bade Stahylococcus
(Lowy 1998, Jgrgensen et al., 2005), Acinetobacter (Peleg et al., 2008, Zhang et al., 2015,
Munoz-Price and Weinstein 2008), Bordetella (Mattoo and Cherry, 2005), Stenotropomonas
(Zhang et al., 2015, Denton and Kerr, 1998), Streptococcus (Zhang et al., 2015, Stevens, 1992),

Corynebacterium (Bostock et al., 1984), og Clostridium (Andersson et al., 1995) ble funnet.

Ingen av de overnevnte patogene bakteriene var dominerende i ra melk, for utenom Bacillus
og et par tilfeller av Acinetobacter og Bordetella. De var heller ikke tilstede i pasteurisert melk,
for utenom Bacillus og et tilfelle av Bordetella pa kartong. Bordetella ble derimot ikke funnet
ved utgatt holdbarhet i noen av melkeprgvene. Det er altsa viktig a pasteurisere ra melk for a
fa eliminert patogene bakterier. Bacillus er da den eneste potensielt patogene bakterien,
funnet i denne oppgaven, som har mulighet for 3 dominere i pasteurisert melk ved utgatt

holdbarhet.

Som nevnt innledningsvis (seksjon 1.1.2 og 1.2) sa er Bacillus et stort problem for
holdbarheten pa melk pa grunn av flere kvalitetsforringende faktorer som sgt koagulering,
fettakkumulering, bismak og mulig matforgiftningsfare (Andersson et al., 1995, Liicking et al.,
2013, Billing and Cuthbert, 1958, Stone and Rowlands, 2009, Shipe et al., 1978, Arnesen et al.,
2008, Granum, 2007). | tillegg til en stor andel Bacillus, var det ogsa en stor andel
Pseudomonas i flere av prgvene, ogsa ved utgatt holdbarhet. Denne bakteriegruppen har ogsa
evnen til 3 forringe melken ved dens produksjon av kvalitetsforringende enzymer (Raats et al.,
2011, Dogan and Boor, 2003). En arsak til at melken ved gard hadde store nivaer med
Pseudomonas kan veere fordi melken var opp til tre dager gammel. Som nevnt innledningsvis,
sa er Pseudomonas en psykrotrof bakterie som vokser godt ved lave temperaturer, slik som

pa gardstank (Raats et al., 2011).

Mikrobiota ved utgatt holdbarhet blir sterkt pavirket av ra melk kvalitet og lagringstemperatur
(Schmidt et al., 2012). Lagringstemperaturen pavirket det mikrobielle innholdet i melken ved
utgatt holdbarhet. Melken lagret ved 4 og 6 °C hadde relativt lik mikrobiota ved alle
holdbarhetspr@gvene, hvor Pseudomonas og Bacillus dominerte mikrobiotaen. Pseudomonas
var den mest dominerende bakterien i alle melkeprgvene ved 4 og 6 °C. Det ble ogsa funnet
en direkte sammenheng mellom ra melk kvalitet og mikrobiota ved utgatt holdbarhet ved silo
1 ved uttak 1 og 2, hvor melken fra de fulgte gardene ikke var blandet med melk fra andre
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garder. Mest vekst av Bacillus i lagret melk ved 4 og 6 °C ble funnet ved de uttakene der det
var mest Bacillus i ra melk fra gardene (Uttak 1 silo 1 Ublandet). Mindre Bacillus i ra melk fra
gardene ga mindre Bacillus ved utgatt holdbarhet ved lagring ved 4 og 6 °C (uttak 2 silo 1
ublandet). Ettersom melken her ikke var blandet med annen melk var det lettere a se en klar
sammenheng mellom ra melk kvaliteten og innholdet i melk ved utgatt holdbarhet. For melk
fra silo 2 ved uttak 1 og 2 var det derimot vanskeligere a se sammenhengen mellom ra melk
kvalitet og mikrobiota i melk ved utgatt holdbarhet ettersom disse siloene var blandet med
melk fra andre ruter. Som nevnt i seksjon 5.1, s& burde det bli tatt med lassprgver fra
tankbilene til blandingsmelken slik at det blir mulig a si noe om bakteriefloraen fra disse andre

rutene.

Det ble funnet en dominerende Bacillus-flora i melken lagret ved 8 °C. Veksten av bakterier
ved lagring av melk pa 8 °C var ogsa hgyere enn lagring ved 4 og 6 °C, med opptil 2 log. Ved
uttak 1 pa silo 2 var det derimot en dominerende flora av Pseudomonas ved alle tre
lagringstemperaturene av den pasteuriserte melken pa kartong, men her var ogsa totalt antall
bakterier lavt. Pa denne silotanken ble det ogsa blandet inn melk i fra andre garder fra andre
ruter. Mengden Bacillus pa silo tank var lav, noe som kan tyde pa at det var lite Bacillus pa de
andre rutene som ble tappet inn pa samme silo. Totalt volum av melk fra den fulgte ruten inn
pa silotanken var 51,3 %. Det er dermed mulig at det var lite Bacillus i melken fra de andre
gardene og at man fikk en fortynningseffekt inn pa silo. Med en fortynning av sporeinnholdet

blir det mindre sannsynlighet for a fa sporer over i melken pa alle kartongene.

Det var generelt lavere bakterieinnhold ved melk lagret ved 4 og 6 °C i forhold til 8 °C og
veksten av Bacillus var ogsa betydelig lavere. Som nevnt innledningsvis i seksjon 1.2 sa er det
den enterotoksinproduserende Bacillus som er et problem for meieriindustrien (Granum,
2007). Denne typen forarsaker sykdom ved toksinproduksjon under vekst i tarmen. For at nok
bakterier skal kunne overleve magesyren til 3 kunne oppformere seg i tarmen er det funnet at
man ma opp i verdier pa 10°-107 bakterier totalt konsumert (Arnesen et al., 2008, Granum,

2007).

Ettersom universelle primere for amplifisering av V3 og V4 ble brukt var det ikke mulig a
differensiere alle bakteriene ned pa artsniva (Edwards et al., 2012). For Bacillus er det flere
arter som kan ha veert tilstede. Artene som kunne ha veert tilstede ved sekvenseringen i denne
oppgaven var B. cereus, B. mycoides og B. weinhenstephanensis. Disse artene er alle kjente
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bakterier innenfor B. cereus-gruppen (Arnesen et al., 2008, Lechner et al., 1998, Bartoszewicz
et al., 2008). B. mycoides og B. weihenstephanensis er begge psykrotrofe bakterier, mens B.
cereus er av den mesofile typen. Alle tre har blitt isolert fra melk, men ettersom det har blitt
observert en betydelig stgrre inhibering av proteinsyntese hos mesofile B. cereus i forhold til
psykrotrofe B. weihenstephanensis ved kuldesjokk av bakteriene, kan man si at det er stgrre
sannsynlighet for fremvekst av psykrotrofe Bacillus ved lave temperaturer (Prif et al., 1999).
Man kan derfor anta at ved lagring ved 4, 6 og 8 °C vil B. mycoides og/eller B.

weinhenstephanensis vaere dominerende ved de to laveste temperaturene.

Det er altsa sannsynlig at B. weihenstephanensis er en av de dominerende Bacillus-artene i
melken ettersom den vokser ved lave temperaturer og kan vokse ned til 4 °C. Denne Bacillus-
typen har vist seg a kunne produsere en eller flere toksin (Nhe, Hbl og Cyt K). De har da
muligheten til 3 forarsake matforgiftning ved at et hgyt antall bakterier, eller sporer, er tilstede
i maten. Er det nok celler/sporer til at noen overlever magesyren og kommer videre til tarmen,
kan de kolonisere og starter produksjon av toksiner som fgrer til matforgiftning (Stenfors et
al., 2002). Ved 4 og 6 °C var det ikke stor nok andel av Bacillus i melken til at det ville utgjgre
et stort matforgiftningspotensiale. Det totale bakterietallet var relativt lavt, og andelen
Bacillus var heller ikke stor. Ved 8 °C derimot, utgjorde Bacillus store deler av mikrobiota i
melken, og antall bakterier var ogsa hgyere. Det er da st@grre sannsynlighet for matforgiftning.
Det ma derimot sies at verdiene for total bakteriemengde ved utgatt holdbarhet i denne
oppgaven blir oppgitt i kopier/ml (ddPCR), og er ngdvendigvis ikke et tall for eksakt mengde
bakterieceller i en prgve. ddPCR oppformerer 16s rRNA gen fra genomet til bakteriene i
prevene. Det kan vaere flere 16S rRNA operon i samme bakterie (Acinas et al., 2004). For a
kjgre ddPCR ma man fgrst fa ekstrahert DNA fra melkerprgven. | Igpet av ekstraheringen og
kjgring av ddPCR er det flere plasser hvor DNA kan ga tap. Selv om det i utgangspunktet skal
gi et tall for total antall bakterier i en prgve vil det ikke kunne gi mer enn en indikasjon pa den
totale bakteriemengden. Denne metoden ble valgt til fremvisning av total bakterietall i denne
oppgaven ettersom den ga data for alle prgvene. Bactocount pa melkemottaket er kun
kalibrert for ra melk og utplating kan til tider gi overvekst eller utellelige kolonier ved for liten
eller for stor fortynnig av prgvene. Det ble ogsa brukt samme primere for amplifisering av 16s
rRNA og lllumina sekvenseringen. Man far dermed detektert det samme DNAet som man far

ut ved sekvenseringen.
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Ettersom det var mye stgrre mengde Bacillus i melk ved 8 °C kontra ved 4 og 6 °C kan man si
at det er viktig & opprettholde kjglekjeden vi har i Norge ved 4 °C. Det reduserer
kvalitetsforringing og matforgiftningsfare ettersom man far mindre vekst av Bacillus ved

lavere temperaturer.

5.3 Mikrobiell pavirkning fra gard, tankbil og meieriutstyr

Som nevnt innledningsvis (seksjon 1.3) er det flere faktorer pa gard og meieri som kan pavirke
den mikrobielle kvaliteten pa melken. Faktorer ved gard som har vist en effekt for
mikrobiotaen i melk er som nevnt ovenfor; jurkanal, overflaten pa juret, miljg og luft pa
garden, foret, vannforsyning, generell hygiene pa gard og Igsdrift eller bas fjgs (Braem et al.,
2012, Vacheyrou et al., 2011, te Giffel et al., 2002, Quigley et al., 2013a). Pa meieriutstyr kan
det forekomme adhesjon av bakterier og danning av biofilm til overflaten. Dette kan
kontaminere melken som kommer i kontakt med det forurensede meieriutstyret (Andersson

et al., 1995, Flint et al., 1997).

5.3.1 Mikrobiell pavirkning fra gard

| denne oppgaven ble det sett pa fglgende faktorer pa gard som kunne vaere bidragsytere til
den mikrobielle floraen i melken: Melkesystem pa gard, fjgstype, vask av gardstank, type
gardstank, forsupplement (potet og forsukkerbeter i tillegg til surfor og kraftfor), propp pa
tappestuss for pumping av melk og om fjgsdgren var apen inn til melkerommet. Det ble ikke
funnet noen signifikant forskjell ved bruk av forskjellige melkesystem pa garden. Boxplot
kunne derimot indikere at det var en hgyere andel bakterier og spredning i type bakterier ved

robot som melkesystem i forhold til rgrmelksystem og melkestall.

Som nevnt ovenfor har det tidligere blitt vist stgrre innhold av mikrobiota fra gardsomgivelser
ved bruk av basfjgs i forhold til Igsdrift (Vacheyrou et al., 2011). | denne oppgaven ble det ikke
funnet noen signifikant forskjell mellom de to fjgstypene. Fravaeret av signifikant forskjell
mellom fjgstypene kan henge sammen med at det kun ble sett pa innhold og spredning i type
bakterier. Dette kan til tider veere relativt likt pa tvers av gardene, som vist i Figur 4.9. Det ble
ikke tatt miljgprgver pa gard og det var dermed ikke mulig @ se sammenheng med gardflora

mellom fjgstypene.
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Hvilket for som blir brukt kan (som nevnt ovenfor) spille inn pa mikrobiota i melken. Det ble
sett pa tilfgrsel av supplementer (potet og forsukkerbeter) til surfér og kraftfor, og om disse
supplementene hadde en innvirkning pa bakterieinnholdet i melken. Det ble funnet en
signifikant forskjell ved tilfgrsel av potet til foret, hvor antall bakterier var hgynet i melken.
Ved tilfgrsel av poteter tilfgres gjerne flere bakterier og sporer dersom potetene ikke er vasket
og inneholder endel jord. Ved tidligere studier er det funnet forskjell i bakterieinnhold ved
foring med potet (Wright et al.,, 2007). Det ble ikke funnet noen signifikant effekt pa
bakteriemengde eller spredning i bakterie type ved tilfgrsel av forsukkerbeter til surfér og
kraftfor kontra ingen supplement. Boxplottet viste derimot stgrre bakterietall og stgrre
spredning i type bakterier ved tilfgrsel av forsukkerbeter. Det er derimot fa garder som brukte
forsukkerbeter, som gjgr at datasettet ble ubalansert. Et ubalansert datasett kan pavirke p-
verdi til 3 vise p > 0,05, ettersom det er for fa viste parametere til 3 konkludere med at det er
en forskjell som ikke er tilfeldig. Ved prosjektet FeedMileage ved NMBU og det nye
forskningssent «Foods of Norway» (Bordin, 2016, NMBU, u.3.) blir det sett pa for til husdyr,
der i blant ogsa til melkekyr. Ved implementering av nytt for bgr det ogsa bli tatt hensyn til
dens bidragsytende effekt pa den mikrobielle sammensetningen i ra melk pa gard som kan

forarsake forringende egenskaper pa melkeprodukt.

Det var signifikant forskjell i mikrobiota avhengig av hvilket vaskesystem som var pa
gardstankene (automatisk eller manuell), hvor det var stgrre mengde og diversitet av
bakterier ved automatisk vask enn ved manuell vask. Ved automatisk vask blir vasken satt pa
automatisk etter tankbilsjafgren har veert for a hente melk. Hvordan manuell vask blir gjort
kan variere fra gard til gard. Enkelte plasser blir det koblet til en vaskeautomat som fungerer
som en CIP-vask pa tanken, men pa andre gardstanker blir vaskevannet og sapen helt oppi for
hand (Pers.med Roger Skau, 2017). Ved manuell vask ble det funnet at tankene var av mindre
volum (opp til 2000 L) enn med automatisk vask (fra 2000 til 8000L). Det er dermed mulig at
det blir vanskeligere a fa vasket sa store tanker like godt som de mindre tankene, og at det
dermed er stgrrelsen pa tanken som er det avgjgrende, ikke om vasken er satt pa automatisk
eller manuelt. Det ble ogsa funnet en signifikant forskjell pa bakterieinnhold og diversitet
mellom de to ulike tanktypene, Wedholms og Landteknikk. En interaksjonsmodell ble laget for
a se om disse to faktorene, vaskesystem og tanktype, hadde en pavirkning pa hverandre.

Interaksjonsmodellen viste at det var signifikant stgrre mengde bakterier ved automatisk vask
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i Wedholmstank enn ved automatisk vask i Landteknikktank. Dette tyder pa at det er
forskjellen mellom den automatiske vasken ved de to tanktypene som pavirket den
signifikante forskjellen mellom typer vask. Dette fordi bade automatisk og manuell vask ved
Landteknikktanker var like. Manuell vask av Wedholmstanker var vanskelig & si noe om
ettersom datasettet er ubalansert og at det her er kun tre verdier a sammenligne med. | fglge
gardstankteknikker, Roger Skau, er Wedholms og Landteknikktanker bygget opp likt. For
spredning av vann i tanken blir det bygget opp trykk som via en spreder fordeler vannet rundt
i tanken. Det er derimot forskjellige spredere i disse to tankene (Pers. med Roger Skau, 2017).
Forskjellige spredere for vannet kan vaere en faktor som spiller inn ved at vannet ikke blir
skikkelig fordelt i tanken og at det dermed vil kunne pavirke vaskeresultatet. Dette kan
resultere i at en stgrre mengde bakterier blir igjen etter vask og kan dermed bli overfgrt fra
tank til melk. Det kan selvfglgelig ogsa vaere andre faktorer som spiller inn, som hvilken
temperatur som blir brukt under vask, vaskemidler og konsentrasjon av vaskemidler
(ElImoslemany et al., 2009). Her er det mulig & se naermere pa forskjeller og likheter pa

melkerommet pa gardene.

Ut i fra boxplot for propp pa tappestuss ser man at det er stgrre bakteriemengde nar proppen
var av i forhold til om proppen var pa fgr tapping av melk. Det ble derimot ikke vist noen
signifikant forskjell om proppen var av eller pa. Likevell er det viktig & holde tappestussen
tildekket mellom henting av melk. Under gardsbesgk for @ hente melk ble det observert en
katt pa melkerommet ved den ene garden, ved alle tre uttakene. Katter (og andre dyr som
gardsdyr) kan veere baerer av den sykdomsfremkallende bakterien Bordetella (Register et al.,
2012). Garden hvor katten ble observert hadde ikke Bordetella i gardsmelken, det ble derimot
observert Bordetella i to andre gardsprgver (G8.U3 og G12.U2), hvor en av gardene hadde
proppen av fgr melken ble hentet. Katt kan vaere en kilde for Bordetella-kontaminasjon av ra
melk, men andre dyr og gardsdyr kan ogsa veere beaerer av denne bakterien (Register et al.,
2012). Det er ogsa stgrre risiko for at andre skadedyr kan komme inn i tanken dersom
tappestussen ikke er dekket til. Om figsd@ren var apen eller lukket inn til melkerommet hadde
heller ingen signifikant forskjell for bakterieinnholdet i prgvene. Det er derimot viktig a holde

den lukket for a slippe a fa fluer og andre skadedyr inn pa melkerommet.

Felles for alle faktorene pa gard (utenom type gardstank) er at datasettet er ubalansert. Det

blir det ettersom det ikke er mulig a styre hvor mange av de forskjellige faktorene som skal
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forekomme pa ruten som blir fulgt. Det ubalanserte datasettet kan dermed pavirke de

statistiske testene utfgrt i denne oppgaven.

Ingen av faktorene pa gardene (melkesystem, fjgs, forsupplement, tank og type vask) ga
signifikant pavirkning pa mengden Bacillus. Disse faktorene er dermed ikke en kilde for direkte

kontaminasjon av Bacillus.

5.3.2 Mikrobiell pavirkning under transport og meieriutstyr

Som nevnt innledningsvis (seksjon 1.3) har meieriutstyret en mulig innvirkning pa
mikrobiotaen i melken. Ved adhesjon av bakterier eller biofilmdannelse til overflaten av
meieriutstyret, som kommer i kontakt med melken under prosessering, kan det forekomme

kontaminasjon av melken (Andersson et al., 1995, Flint et al., 1997).

Det ble observert en oppblomstring av Aeribacillus og Anoxybacillus i melk fra
ferdigvaretanken etter pasteurisering av melken ved uttak 2 pa silo 1. Aeribacillus og
Anoxybacillus var i liten grad tilstede i ra melk fra gardene og i silotank. Disse termofile
basilliene har ogsa evne til & danne biofilm (Burgess et al., 2009, Kilic et al., 2017, Caspers et
al., 2013). Det ble heller ikke sett noen reduksjon i antall bakterier etter pasteurisering. Det er
dermed sannsynlig at det har skjedd en kontaminasjon av melken ved Igsning av biofilm eller
adherte bakterier fra meieriutstyret. Anoxybacillus har evnen til 3 danne biofilm ved 55 og 60
°C, men ikke ved 48 °C (Burgess et al., 2009). Det kan dermed tyde pa at pasteuren var kilden

til den Igsnede biofilmen.

Biofilm kan ogsa vaere en mulig kilde til kontaminasjon av melken ved transport av melk pa
tankbil. Det ble observert forskjell mellom melk inn pa tankbil (gardsprgver) og melk ut fra
tankbil ved leveranser pa meieriet (lassprgve). Det ble observert en stgrre andel Pseudomonas
ved to av lassene pa uttak 1 og st@grre andel av Bacillus ved lass 3 pa uttak 1 og 2. Bade Bacillus
og Pseudomonas kan danne biofilm (Kilic et al., 2017, Lindsay et al., 2002) og som nevnt i
seksjon 1.3.1, sa er Bacillus en dominerende biofilmdanner i meierianlegg. Det er dermed
mulig at det har blitt dannet biofilm til overflaten i tankbilen som har Igsnet under transport

og kontaminert melken.
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5.4 Metoder for identifisering av totalt bakterietall og differensiering av dgde og
levende celler (PMA-behandling)

Det ble funnet liten korrelasjon mellom de ulike metodene som ble brukt for & bestemme
totalt bakterietall i rd melk prgver fra gard. Stgrst korrelasjon ble funnet mellom Bactocount
og plating. Disse metodene skal i utgangspunktet ha en god korrelasjon pa opp mot r = 0,91
som er vist for andre studier som har gjort korrelasjonstest mellom strgmningsytometer og
plating (Bentley, 2012, Gunasekera et al., 2000, Bunthof and Abee, 2002). Minst korrelasjon
var det mellom ddPCR og plating og deretter mellom ddPCR og Bactocount. Ved tillaging av
prgver til ddPCR er det flere plasser hvor DNA kan ga tapt og dermed vil man fa mindre
mengde kopier/ml i den endelige prgven. Som nevnt tidligere (seksjon 5.2) kan bakterier ha
flere 16S rRNA i genomet (Acinas et al., 2004), som kan fgre til flere kopier fra samme bakterie.
Ved plating er det ikke alle bakteriene som klarer & vokse frem (Raats et al., 2011). Det kan
derfor pavirke resultatet av platingen, hvor man far en verdi som er lavere enn faktisk

bakteriemengde i prgven.

Det var stg@rre korrelasjon mellom ddPCR og Bactocount enn mellom ddPCR og plating. Dette
kan veere fordi bade ddPCR og Bactocount er metoder der analyse av DNA benyttes, mens
plating tar for seg vekst av kolonidannende enheter som tar utgangspunktet i at alle
bakteriene klarer a vokse og danne kolonier pa medium. Prgvene som ble platet og som ogsa
ble analysert ved hjelp av ddPCR ble ikke behandlet fgr dagen etter uttaket, mens Bactocount
ble tatt pa prgvene rett etter innsamling. Dette kan ha pavirket mengden bakterier som ble

detektert.

Generelt er det mange usikkerheter og ungyaktigheter som kan ha pavirket resultatene og
dermed gitt varierende resultat som gjgr at man ikke finner en klar korrelasjon mellom
metodene. Det er mulig at det blir funnet stgrre korrelasjon mellom metodene om noen med

mer erfaring utfgrer disse analysene.

PMA ble brukt for a skille mellom dgde og levende celler ved prgver av pasteurisert melk. Det
ble funnet en signifikant forskjell i bakteriemengde (Chao) mellom melkeprgver behandlet
med og melkeprgver uten PMA. Det var mindre bakteriemengde i melkeprgver behandlet
med PMA. Dette indikerer at PMA-behandlingen fungerte og at det er intakte (levende) celler

som ble identifisert i prgvene som var behandlet med PMA. Dette er i trad med annen
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litteratur som har brukt PMA for differensiering av dgde og levende celler (Porcellato et al.,

2015, Nocker et al., 2007).

Tidligere har det blitt antatt at melken far lavere diversitet av bakterier etter pasteurisering.
Det har i den senere tid blitt funnet at det er stgrre diversitet i pasteurisert melk enn fgrst
antatt (Quigley et al., 2013a). | denne oppgaven ble det ikke funnet noen signifikant forskjell
for diversiteten ved prgver med og uten PMA-behandling etter pasteurisering. Dette indikerer
at det er en jevn reduksjon av de fleste bakterier under pasteurisering og at mengde av

bakterier avtar, men diversiteten forblir den samme bare i mindre mengde.

5.5 Veien videre

Datasettet fra denne oppgaven bgr bli undersgkt narmere. Det er mulig a8 se pa hvilke
bakterier som er forskjellige, ved a ta utgangspunkte i faktorene hvor det ble funnet signifikant
forskjell. Faktorene automatisk vask pa Wedholms og Landteknikktank, og tilfgrsel av potet til
for kan blant annet bli undersgkt videre. Dette kan bli gjort ved @ sammenligne OTU mellom

de ulike faktorene.

Videre burde gardene bli nsermere undersgkt for a finne ut om det er flere faktorer som kan
vaere arsak til at det er forskjell i bakterietall ved bruk av automatisk vask ved Wedhomstank
i forhold til Landteknikk tank. Det burde ogsa bli undersgkt naermere hvilken pavirkning

forskjellige supplementer til for har a si, som f.eks. potet og forsukkerbeter.

Det a fglge melken fra leverandgrene, inn pa meieri til utgatt holdbarhet ved mikrobiell
analyse ved hjelp av kultur-uavhengige metoder gir mye informasjon. Denne informasjonen
kan avdekke mikrobielle problemomrader, fra gard, transport av melk og meieri, og er noe
som bgr bli undersgkt naermere. Dersom man gnsker a fa informasjon om andre lass som
eventuelt vil bli overfgrt pa samme silo som den ruten som blir fulgt kan man passe pa a fa
lasspr@vene fra disse andre rutene. Dermed kan man fa et innblikk i bakteriefloraen fra de
andre gardene, sammenligne dem, og eventuelt kunne lettere se hvor de forskjellige bakterie
kommer fra. Ved blanding av melk inn pa silo, og ingen kunnskap om melken fra gardene, er
det ikke mulig @ avdekke om tankbilen kan inneholde biofilm, men kontaminasjon fra meieriet

kan bli observert.
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Dersom det er gnskelig a fglge all melk som blir transportert inn pa en silo bgr rutene bli valgt
etter leveranse tidspunkt for leveranse inn pa meieriet. Det er ogsa mulig og bare fglge et lass
fra flere ruter, som skal pa samme silo. Tankbilsjafgrene er kvalifiserte til 3 notere informasjon
om melkerommet. Melkeprgvene som tankbilsjafgren tar ut ved hver enkelt gard kan dermed

bare bli hentet pa meieri.
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6. Konklusjon

Ved & se pa total mikrobiota ved bruk av kultur-uavhengige metoder er det mulig a se effekten
av ra melk kvalitet og lagringstemperatur pa den mikrobielle kvaliteten pa lettmelk ved utgatt
holdbarhet, samt avdekke faktorer i verdikjeden som gir en pavirkning pa den mikrobielle
floraen i melken. Hele verdikjeden er viktig for kvaliteten pa sluttproduktet. Ra melk
kvaliteten blir pavirket av gardshygiene, utstyr og tankbil ved transport av melk inn til meieriet.
Vaskesystemet ved forskjellige gardstanker gir ulik pavirkning pa det mikrobielle innholdet i
melken, og forsupplement med potet kan gi et forhgyet bakterietall. Tankbil kan inneholde
biofilm som kan pavirke kvaliteten til melken under transport inn til meieriet. Meieriutstyret
og lagringstemperatur frem til utgatt holdbarhet vil ogsa pavirke kvaliteten pa melken. Biofilm
er en mulig kontaminasjonsfaktor inne pa meieriet. Bacillus er den bakterien som setter
begrensninger for holdbarhet pa melkeprodukt. Den skaper problem for kvaliteten pa
melkeprodukt, samt at den utgjgr en matforgiftningsfare. Den utgjgr en stor risiko for
kvalitetsforringing og matforgiftning ved lagring ved 8 °C. Ved 4 og 6 °C var det ikke store nok
nivaer til a utgjer en risiko. Stgrst mengde Bacillus ved utgatt holdbarhet, for lagring ved 4 og
6 °C, ble sett for uttakene med stgrst mengde Bacillus i ra melken pa gard. Ra melk kvaliteten
og lagringstemperaturen er dermed viktig for melkekvaliteten og det er dermed viktig a

opprettholde kjglekjeden pa 4 °C.

Ved bruk av forskjellige metoder for a finne total antall bakterier ble det funnet at det er
vanskelig a finne noen korrelasjon mellom metodene. Det er flere usikkerhetsfaktorer for hver

metode som kan ha pavirket resultatene.
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Vedlegg 1

Tabell A: Kontrollpunkt i melkerom ved henting av melkeprgver

Kontrollpunkt Forklarende tekst

Type vask pa tank Automatisk (A) eller manuell (M)

Type tank Landteknikk (L) eller Wedholms (W)

Melkevolum Antall liter melk pa tanken ved tapping

Temperatur pa tankbil Temperaturmal pa melk ved tapping

Temperatur pa tank Kjgletemperaturen pa tanken pa garden

Propp pa Tappestuss med eller uten kork f@gr tappstart
(JA/NEI)

Dgr til figs lukket Lukket figsdgr inn til melkerommet (JA/NEI)
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Vedlegg 2

Tabell B: Melkevolum fra gardsprgver samlet pa lass 1 ved uttak 1.

Gard Melkevolum % Melkevol. /100 |
MG1.1 1779,6 0,10
MG1.2 2838,7 0,16
MG1.3 1369,9 0,08
MG1.4 1492,7 0,09
MG1.5 978,1 0,06
MG1.6 1473,3 0,08
MG1.7 2874,3 0,16
MG1.8 796 0,05
MG1.9 2980,7 0,17
MG1.10 963,4 0,05
Total 17546,7

Tabell C: Melkevolum fra gardsprgver samlet pa lass 2 ved uttak 1.

Gard Melkevolum % Melkevol. /100 |
MG1.11 3638,9 0,31

MG1.12 5858 0,50

MG1.13 2229,2 0,19

Total 11726,1

Tabell D: Melkevolum fra gardsprgver samlet pa lass 3 ved uttak 1

Gard Melkevolum % Melkevol./ 100 |
MG1.14 4078,2 0,24
MG1.15 4189,2 0,25
MG1.16 795,3 0,05
MG1.17 4076,8 0,24
MG1.18 1250,1 0,07
MG1.19 1053,4 0,06
MG1.20 1464,1 0,09
Total 16907,1
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Tabell E: Melkevolum fra gardsprgver samlet pa lass 1 ved uttak 2

Gard Melkevolum % Melkevol./100
MG2.1 1637,8 0,09
MG2.2 3362,1 0,18
MG2.3 1318,1 0,07
MG2.4 1649,9 0,09
MG2.5 1060,1 0,06
MG2.6 1780,3 0,10
MG2.7 3034,2 0,17
MG2.8 1044,4 0,06
MG2.9 3316 0,18
Total 18202,9

Tabell F: Melkevolum fra gardsprgver samlet pa lass 2 ved uttak 2

Gard Melkevolum % Melkevol./100 |
MG2.10 1125,5 0,089048357
MG2.11 3473,5 0,274819609
MG2.12 5861,2 0,463731882
MG2.13 2179 0,172400152
Total 12639,2

Tabell G: Melkevolum fra gardsprgver samlet pa lass 3 ved uttak 2

Gard Melkevolum % Melkevol./100
MG2.14 3870 0,23
MG2.15 3899 0,23
MG2.16 766,9 0,05
MG2.17 4082,3 0,24
MG2.18 1365,6 0,08
MG2.19 1229,3 0,07
MG2.20 1698,9 0,10
Total 16912
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Tabell H: Melkevolum fra gardsprgver samlet pa lass 1 ved uttak 3

Gard Melkevolum % Melkevol./100
MG3.1 1747 0,10
MG3.2 2918,6 0,17
MG3.3 1475,3 0,09
MG3.4 1760,2 0,10
MG3.5 1247,7 0,07
MG3.6 1865,8 0,11
MG3.7 2993,4 0,17
MG3.9 3347,2 0,19
Total 17355,2

Tabell I: Melkevolum fra gardsprgver samlet pa lass 2 ved uttak 3

Gard Melkevolum % Melkevol./100
MG3.8 1378,4 0,09
MG3.10 1194,7 0,08
MG3.11 3649,1 0,23
MG3.12 5721,8 0,37
MG3.13 2183,7 0,14
MG3.19 14449 0,09
Total 15572,6

Tabell J: Melkevolum fra gardsprgver samlet pa lass 3 ved uttak 3

Gard Melkevolum % Melkevol./100
MG3.14 4264,9 0,27
MG3.15 4154,5 0,26
MG3.16 603,5 0,04
MG3.17 3901,1 0,25
MG3.18 1303,8 0,08
MG3.20 1622,3 0,10
Total 15850,1
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Vedlegg 3

% melkemengde fra gird av totalt lass volum

Likning A: OTU x 00 = OTU fra gard mhp andel melkevolum fra g&rd

inn pa lass

OTU fra gard mhp andel melkevolum fra alle gardene pa et lass

Likning B: Gjennomsnitt G =

antall garder pa lasset
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Vedlegg 4

Tabell B del 1: Radata til bruk for & se pa faktorene pa gard sin pavirkning pa bakterieinnhold i prgvene fra uttak 1.

Prgve Uttak Tank Tankvolum Melkesystem 6 Propp pa tappestuss  Dgr lukket til figs Chao  Shannon L?)gpier/ml % Pseudomonas % Bacillus
G1 1 M L 1800 Melkestall Lgsdrift SK Ja Ja 146 1,61 2,92 10,82 71,73
G2 1 A L 6000 Robot Lgsdrift  SK Ja Ja 154 2,27 3,26 9,15 50,31
G3 1A W 2000 Robot Lgsdrift ~ SK Ja Ja 415 391 3,75 8,55 35,52
G4 1 A W 2000 Regrmelksanlegg Bas SK Ja Ja 287 3,09 3,51 15,91 40,73
G5 1 ™M L 1200 Rgrmelksanlegg  Bas SK Ja Nei 295 3,15 3,40 17,68 38,12
G6 1 A w 2500 Melkestall Lgsdrift SK Ja Ja 303 3,93 3,89 11,70 30,70
G7 1 A w 5000 Robot Lgsdrift  SK Ja Ja 268 3,14 3,41 13,91 42,12
G8 1 M L 1500 Rgrmelksanlegg  Bas SK Nei Nei 260 3,31 3,23 16,94 28,78
G9 1 A w 3200 Robot Lgsdrift  SK Ja Ja 278 3,05 3,88 10,29 29,75
G10 1 A w 1600 Rgrmelksanlegg  Bas SK Nei Ja 353 3,48 3,67 17,56 43,94
G11 1 A W 4000 Robot Lgsdrift  Potet Ja Ja 379 3,47 3,93 10,49 16,14
G12 1 A w 8000 Robot Lgsdrift ~ Potet Ja Ja 272 3,23 3,84 17,77 30,20
G13 1 A W 3200 Rgrmelksanlegg Bas SK Ja Ja 243 2,29 3,89 20,02 52,16
G14 1 A L 6000 Robot Lgsdrift ~ Potet Ja Ja 371 3,59 3,64 21,66 31,11
G15 1A L 6000 Robot Lgsdrift ~ Forsukkerbeter Ja Ja 425 3,86 3,93 11,43 26,11
G16 1 M L 1500 Rgrmelksanlegg Bas SK Nei Ja 222 2,52 4,10 26,89 46,33
G17 1 A L 5000 Robot Lgsdrift  SK Ja Ja 173 2,31 3,42 9,33 62,17
G18 1 A L 2500 Melkestall Lgsdrift  SK Ja Ja 61 2,11 3,21 10,35 56,57
G19 1 M W 2000 Rgrmelksanlegg Bas SK Ja Ja 187 2,36 3,23 19,22 51,23
G20 1 A L 2500 Rgrmelksanlegg Bas SK Ja Ja 55 1,93 2,87 31,04 51,00
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Tabell B del 2: Radata til bruk for & se pa faktorene pa gard sin pavirkning pa bakterieinnhold i prgvene fra uttak 2.

Prgve Uttak Tank Tankvolum Melkesystem 6 Propp pa tappestuss Dgr lukket til figs Chao  Shannon :zagpier/ml % Pseudomonas | % Bacillus
G1 2 M L 1800 Melkestall Lgsdrift  SK Ja Ja 273 1,45 3,72 15,58 71,26
G2 2 A L 6000 Robot Lgsdrift  SK Ja Ja 425 3,02 3,61 50,07 10,44
G3 2 A w 2000 Robot Lgsdrift SK Ja Ja 387 3,57 | 3,67 37,79 4,87
G4 2 A W 2000 Rgrmelksanlegg Bas SK Ja Ja 261 3,07 3,60 50,26 7,02
G5 2 M L 1200 Rgrmelksanlegg  Bas SK Ja Nei 349 2,12 | 3,72 65,58 0,97
G6 2 A W 2500 Melkestall Lgsdrift ~ SK Ja Ja 630 4,75 3,63 17,26 0,73
G7 2 A w 5000 Robot Lgsdrift SK Ja Ja 538 4,61 3,61 20,66 0,69
G8 2 M L 1500 Rgrmelksanlegg Bas SK Nei Nei 519 3,71 3,66 14,53 1,03
G9 2 A W 3200 Robot Lgsdrift ~ SK Ja Ja 338 2,42 3,71 14,08 56,80
G10 2 A w 1600 Rgrmelksanlegg Bas SK Nei Ja 498 4,41 4,04 21,72 1,90
G11 2 A W 4000 Robot Lgsdrift  Potet Ja Ja 438 3,88 3,70 18,15 1,56
G12 2 A \W 8000 Robot Lgsdrift ~ Potet Ja Ja 590 4,07 4,14 9,18 1,72
G13 2 A W 3200 Rgrmelksanlegg Bas SK Ja Ja 275 3,08 2,85 43,70 6,29
G14 2 A L 6000 Robot Lgsdrift ~ Potet Ja Ja 405 2,93 3,10 12,76 1,17
G15 2 A L 6000 Robot Lgsdrift  Forsukkerbeter Ja Ja 482 397 343 12,51 2,08
Gl6 2 M L 1500 Rgrmelksanlegg Bas SK Nei Ja 350 3,50 3,22 36,40 1,86
G17 2 A L 5000 Robot Lgsdrift SK Ja Ja 213 2,24 | 3,90 10,59 56,16
G18 2 A L 2500 Melkestall Lgsdrift ~ SK Ja Ja 242 3,04 3,56 45,35 10,62
G19 2 M W 2000 Rgrmelksanlegg Bas SK Ja Ja 261 2,03 3,56 12,44 1,04
G20 2 A L 2500 Rgrmelksanlegg Bas SK Ja Ja 184 3,04 3,11 34,76 10,89
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Tabell B del 3: Radata til bruk for a se pa faktorene pa gard sin pavirkning pa bakterieinnhold i prgvene fra uttak 3.

Prgve Uttak Tank Tankvolum Melkesystem 6 Propp pa tappestuss Dgr lukket til figs Chao  Shannon :zagpier/ml % Pseudomonas | % Bacillus
G1 3 M L 1800 Melkestall Lgsdrift  SK Ja Ja 336 2,87 3,72 15,58 71,26
G2 3 A L 6000 Robot Lgsdrift  SK Ja Ja 420 2,79 3,61 50,07 10,44
G3 3 A w 2000 Robot Lgsdrift SK Ja Ja 548 3,70 | 3,67 37,79 4,87
G4 3 A W 2000 Rgrmelksanlegg Bas SK Ja Ja 471 2,67 3,60 50,26 7,02
G5 3 M L 1200 Rgrmelksanlegg Bas SK Ja Nei 128 2,37 3,72 65,58 0,97
G6 3 A W 2500 Melkestall Lgsdrift  SK Ja Ja 416 3,45 3,63 17,26 0,73
G7 3 A w 5000 Robot Lgsdrift SK Ja Ja 326 3,12 3,61 20,66 0,69
G8 3 M L 1500 Rgrmelksanlegg Bas SK Nei Ja 303 2,16 3,66 14,53 1,03
G9 3 A W 3200 Robot Lgsdrift ~ SK Ja Ja 193 2,37 3,71 14,08 56,80
G10 3 A w 1600 Rgrmelksanlegg Bas SK Nei Nei 638 4,19 4,04 21,72 1,90
G11 3 A W 4000 Robot Lgsdrift  Potet Ja Ja 489 3,43 3,70 18,15 1,56
G12 3 A \W 8000 Robot Lgsdrift ~ Potet Ja Ja 593 3,94 4,14 9,18 1,72
G13 3 A w 3200 Rgrmelksanlegg Bas SK Ja Ja 382 2,83 2,85 43,70 6,29
G14 3 A L 6000 Robot Lgsdrift ~ Potet Ja Ja 348 2,81 3,10 12,76 1,17
G15 3 A L 6000 Robot Lgsdrift  Forsukkerbeter Ja Ja 329 2,28 | 3,43 12,51 2,08
G16 3 M L 1500 Rgrmelksanlegg  Bas SK Nei Nei 280 3,11 3,22 36,40 1,86
G17 3 A L 5000 Robot Lgsdrift SK Ja Ja 416 3,35 | 3,90 10,59 56,16
G18 3 A L 2500 Melkestall Lgsdrift ~ SK Ja Ja 308 2,08 3,56 45,35 10,62
G19 3 M W 2000 Rgrmelksanlegg Bas SK Ja Ja 234 2,03 3,56 12,44 1,04
G20 3 A L 2500 Rgrmelksanlegg Bas SK Ja Ja 263 1,27 3,11 34,76 10,89
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Vedlegg 5

Tabell C del 1: Radata for metodene brukt til identifisering av totalt bakterietall i ra melk fra gard fra uttak 1 og

2.
G2.U1 4,18 3,26 2,95
G3.U1 4,11 3,75 2,90
G4.U1 4,26 3,51 2,85
G5.U1 4,45 3,40 3,34
G6.U1 4,66 3,89 3,41
G7.U1 4,28 3,41 3,41
G8.U1 4,60 3,23 4,02
Go.U1 4,38 3,88 3,15
G10.U1 3,85 3,67 3,26
G1l1.U1 4,41 3,93 3,23
G12.U1 4,51 3,84 3,43
G13.U1 4,18 3,89 3,00
G1.U2 3,70 3,72 3,84
G2.U2 4,04 3,61 3,04
G3.U2 4,11 3,67 2,95
G4.U2 3,90 3,60 3,66
G5.U2 4,53 3,72 3,77
G6.U2 4,46 3,63 3,84
G7.U2 4,46 3,61 3,46
G8.U2 4,69 3,66 4,04
G9.U2 4,28 3,71 3,34
G10.U2 4,26 4,04 3,41
G11.U2 4,46 3,70 3,49
G12.U2 4,49 4,14 3,49
G13.U2 3,90 2,85 3,23
G14.U2 4,20 3,10 3,50
G15.U2 4,79 3,43 4,13
G16.U2 4,38 3,22 3,87
G17.U2 4,15 3,90 3,04
G18.U2 4,04 3,56 3,07
G19.U2 4,62 3,56 3,93
G20.U2 3,78 3,11 3,51
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Tabell C del 2: Radata for metodene brukt til identifisering av totalt bakterietall i ra melk fra gard fra uttak 3.

Gardsprgver logBactocount logddPCR  logPlating

G1.U3 4,08 3,67 2,69
G2.U3 4,15 3,47 2,95
G3.U3 4,11 3,95 2,60
G4.U3 4,20 3,90 3,23
G5.U3 4,46 3,63 3,27
G7.U3 4,32 4,08 5,23
G8.U3 4,34 4,09 2,95
G9.U3 4,11 3,65 3,00
G10.U3 4,34 4,08 3,25
G12.U3 4,36 4,25 3,22
G14.U3 4,38 3,72 3,69
G18.U3 3,85 3,92 3,20
G19.U3 4,52 3,73 4,17
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