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Abstract

A change in the food trends of consumers, that include an increased demand for «Ready-to-
Eat»- and minimally processed seafood requires new methods and a combination of methods
for preservation of seafood. Biopreservation is a mild and unexplored method for preserving
of seafood, and usually involves the application of naturally occurring microorganisms and/or
their inherent antimicrobial metabolites in a product at certain quantities. Lactic acid bacteria
and/or their bacteriocins, bacteriophages and bacteriophage-encoded enzymes may be good
candidates, but multiple tests during relevant conditions and a full screening against various
environmental factors and processing conditions needs to be done before they can be used.
Such screenings will include to check the bacterial isolates ability to inhibit spoilage
microorganisms or pathogenic bacteria, the ability to grow at low temperature, contribute to
deterioration and quality change and how sensory properties are affected among other things.
This study will focus on the inhibition of pathogenic bacteria, which is the first step in the

screening process.

The aim of this study was to gain more knowledge about the growth properties of lactic acid
bacteria isolated from chilled «Ready-to-eat»-products of smoked salmon, sushi and
«gravlaks», and to screen for their inhibitory properties against target organisms. Screening
for inhibitory effects was performed by culturing the lactic acid bacteria in a co-culture with
the target in enriched fish juice in a 96-well plate at 15 ° C. Quantification of growth was
accomplished by spotting (on selected and general media) which is an efficient and resource-
saving method for estimating colony count. The lactic acid bacteria were further identified by

sequencing of 16S rRNA using universal primers.

A total of 93 of 100 isolates of lactic acid bacterial grew at 15 ° C. Of the selection of 35 lactic
acid bacteria isolates screened for inhibitory effect against L. innocua, E. coli and S. aureus, 19
isolates of lactic acid bacteria (54.3%) had inhibitory effect against at least one of the target
organisms and 8 isolates of lactic acid bacteria (22.9%) had an inhibitory effect against more
than one target. A good inhibitory effect is defined as more than 3.0 log reduction in colony

count compared to whether the target organism grows alone. Bacterial isolate No. 461 was



identified as Carnobacterium sp. and was the only bacterial isolate with good inhibitory effect
against all three target organisms. Spotting as a quantification method worked optimally for
L. innocua, E. coli and lactic acid bacteria, but spotting of S. aureus requires optimization. From
the sequencing, 29 isolates were identified as Carnobacterium sp. and 1 Leuconostoc sp.
(isolated from sushi), which shows little variation in both genera and between products.
However, there was big variation according to the inhibitory effect of Carnobacterium spp. A
total of 19 lactic acid bacterial isolates have shown good inhibitory effect against at least one

target organism and these will be relevant for further screening.



Sammendrag

En endring i mattrendene hos forbruker som innebeerer gkt etterspgrsel etter spiseferdig og
lettprosessert sjgmat gjgr at det kreves nye metoder og kombinasjon av metoder innenfor
konservering av sjpmat. Biokonservering er en mild og lite utforsket metode for konservering
av sjpmat. Med biokonservering menes at naturlig forekommende mikroorganismer og/eller
deres antimikrobielle metabolitter tilsettes i et produkt i bestemte mengder.
Melkesyrebakterier og/eller deres bakteriosiner, bakteriofager og enzymer produsert av
bakteriofager kan egne seg godt til biokonservering, men krever at de har blitt testet under
relevante betingelser og at det har blitt utfgrt en full screening mot ulike miljgfaktorer og
prosesseringsbetingelser fgr de kan tas i bruk. Slike screeninger vil inkludere blant annet
bakterieisolatenes evne til inhibering av forringelsesorganismer eller patogene bakterier, evne
til 3 vokse ved lav temperatur, bidrag til forringelse og kvalitetsendring og hvordan sensoriske
egenskaper pavirkes. Denne oppgaven tar for seg inhibering av patogene bakterier, som er

fgrste trinn i screeningen.

Hensikten med oppgaven var a skaffe mer kunnskap omkring vekstegenskapene til
melkesyrebakterier isolert fra spiseferdige, kjglelagrede sjpmatprodukter av rgkelaks, sushi
og gravlaks, og screene for deres inhiberende egenskaper mot malorganismene Listeria
innocua, Escherichia coli og Staphylococcus aureus. Screening etter inhiberende effekter ble
giennomfgrt ved 3@ dyrke melkesyrebakterien i co-kultur med malorganismen i beriket
fiskejuice i 96-brgnnsplater ved 15 °C. Kvantifisering av vekst ble giennomfgrt ved spotting (pa
selektive og generelle medier) som er en effektiv og ressursbesparende metode for a estimere
kimtall. Melkesyrebakteriene ble videre identifisert ved hjelp av sekvensering av 16S rRNA ved

hjelp av universelle primere.

Totalt 93 av 100 melkesyrebakterieisolater vokste ved 15 °C. Av utvalget pa 35
melkesyrebakterieisolater som ble screenet for inhiberende effekt mot L. innocua, E. coli og
S. aureus, hadde 19 bakterieisolater (54,3 %) inhiberende effekt mot minimum en av

malorganismene og 8 bakterieisolater (22,9%) en inhiberende effekt mot flere enn en



malorganisme. En god inhiberende effekt defineres som mer enn 3,0 log reduksjon i kimtall
sammenlignet med om malorganismen vokser alene. Bakterieisolat nr. 461 ble identifisert
som Carnobacterium sp. og var eneste bakterieisolat med god inhiberende effekt mot alle tre
malorganismene. Spotting som kvantifiseringsmetode fungerte optimalt for L. innocua, E. coli
og melkesyrebakterier, men spotting av S. aureus krever optimalisering. Fra sekvenseringen
ble 29 isolater identifisert som Carnobacterium sp. og 1 Leuconostoc sp. (isolert fra sushi), noe
som viser lite variasjon i bade slekter og mellom produktene. Det var likevel stor variasjon i
henhold til den inhiberende effekten hos Carnobacterium spp. Totalt 19 av 35
melkesyrebakterieisolater har vist god inhiberende effekt mot minimum en malorganisme, og

disse vil veere aktuelle for videre screeninger.
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1. Bakgrunn for oppgaven

Sjgmat er en god kilde til en rekke naeringsstoffer og pa verdensbasis har bade inntaket og
importeringen av sjgmat gkt betraktelig de siste tiarene (FAO, 2016, s. 4). Dette har ogsa gjort
at mengden kontaminert sjgmat og antall tilfeller av matforgiftning knyttet til dette har gkt
(Elbashir et al., 2018). | Norge, sammen med en rekke andre land, er tilfellet at mengden
sjgmat konsumert har minket de siste arene, spesielt hos unge voksne (Olsen, 2003;
SjpmatNorge, 2018). Arsaken kan skyldes at det oppfattes som relativt vanskelig & tilberede
fisk og sjgmatprodukter (Hoel, Vadstein og Jakobsen, 2019). | tillegg gnsker forbrukerne
minimalt prosesserte produkter med hgy kvalitet (Ghanbari et al., 2013; Hoel, Vadstein og
Jakobsen, 2019). Produktene skal vaere naturlige med flest mulig naeringsstoffer intakt, samt
tilsatt minst mulig kjemiske konserveringsmidler (Balciunas et al., 2013; Herrera, 2016, s. 225).
«Ready-to-eat», altsa spiseferdige produkter, har vaert en del av menneskets kosthold siden
gamledager, men grunnet de nye mattrendene har utvalget gkt betraktelig (Herrera, 2016, s.
226). Ut fra nzeringsmiddelhygieneforskriften defineres spiseferdige naeringsmidler med
«Neeringsmidler som produsenten eller fabrikanten har framstilt med henblikk pa direkte
konsum uten at koking eller annen tilberedning er ngdvendig for a fjerne, eller redusere til et
akseptabelt niva, ugnskede mikroorganismer» (Naeringsmiddelhygieneforskriften, 2017).
Eksempler pa spiseferdige sjpmatprodukter er sushi, sashimi, gravet og regkt laks (Kim et al.,
2017; Miguéis et al., 2015; Peiris et al., 2009). Fellesbetegnelsen for nevnte produkter er at de
ikke bare er spiseferdige, men ogsa minimalt prosessert, tilnaermet ra og konsumeres uten
varmebehandling. Dermed vil det heller ikke veere et tydelig trinn som fjerner patogene
mikroorganismer (Guenther et al., 2009; Kim et al., 2017; Peiris et al., 2009). Forbrukeren
gnsker rene, sunne produkter, mens i realiteten kan dette utgjgre en trussel for

mattryggheten til produktene (Herrera, 2016, s. 225 og 226).

Sjgmat er et lettbedervelig produkt og en kan regne med at omkring 20 % av all sjpmat kastes
pa grunn av mikrobiell degradering (Ghanbari et al., 2013; Leroi et al., 2015). | tillegg er det
vanlig at et lavt antall patogener er naturlig tilstede i ramaterialet (Huss, Reilly og Karim Ben
Embarek, 2000). Spiseferdige produkter skal ikke overskride en konsentrasjon over 100 kde/g
ved utlgpsdato for  Listeria  monocytogenes  (Drikkevannsforskriften, 2017;

Neeringsmiddelhygieneforskriften, 2017). Produktene gravlaks og rgkelaks har bade lang
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holdbarhetstid og kan kjglelagres (Lgvdal, 2015; Namiqg og Milne, 2017). Dette er faktorer som
gir den patogene bakterien L. monocytogenes god tid pa a kunne formere seg, i tillegg til at
den vokser ved temperaturer ned til -1 °C (Buchanan et al., 2017; Buchrieser et al., 2003).
Escherichia coli har ogsa gode forhold for a vokse i slike produkter, og ved tilstedeveaerelse av
E. coli indikerer dette fekal forurensning fra forurenset vann eller uhygieniske forhold (Costa,
2013; Miotto et al., 2019). Den patogene bakterien Staphylococcus aureus kan ogsa
forekomme i spiseferdige produkter grunnet darlig hygiene, hvor det er direkte kontakt med

hendene til den som produserer maten (Liang et al., 2016).
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Figur 1: Fem eksempler pG hinderteknologi for konservering av mat. De individuelle hindrene kan forega samtidig eller hver
for seg, avhengig av type hinder og total prosessering. De ulike symbolene betyr: F: varmebehandling, t: kjgling, aw: lav
vannaktivitet, pH: syredannelse, Eh: lavt redokspotensiale, pres: konserveringsmidler, V: vitaminer og N: neeringsstoffer

(Leistner L. og Gorris, 1995)

For a bevare kvalitet og mikrobiologisk mattrygghet baserer produsenter seg pa a kombinere
ulike hinder som skal eliminere mikroorganismer eller hindre dem i a vokse frem under lagring
(figur 1) (Leroi et al., 2015). Med hensyn til mikrobiell mattrygghet vil kombinasjonen mellom
lav temperatur, vannaktivitet og lav pH vaere de viktigste hindrene i lettprosesserte produkter
(Kotzekidou, 2016, s. 40). De nye mattrendene hos forbruker gjgr at det kreves nye metoder

og kombinasjon av nye metoder innenfor konservering av sjgmat, som skal sikre kvalitet og



mattrygghet for produkter som er minimalt prosessert. Eksempler pa nye metoder er
biokonservering og bestraling (Singh, 2018). Biokonservering er en metode som brukes for a
forlenge holdbarheten og sikre mattryggheten, ved at naturlig forekommende
mikroorganismer og/eller deres antimikrobielle metabolitter tilsettes i et gitt produkt i
bestemte mengder (Ghanbari et al, 2013). Komponenter som kan tilsettes er
melkesyrebakterier og/eller deres bakteriosiner, bakteriofager og enzymer produsert av
bakteriofager (Singh, 2018). Disse mikroorganismene skal drepe eller hindre vekst av
ugnskede mikroorganismer, som forringelsesorganismer og patogene bakterier (Saraouietal.,
2017; Wiernasz et al., 2017). Denne oppgaven vil hovedsakelig ta for seg screening av
melkesyrebakterier og bakteriosiner. For @ biokonservere sjgmat vil det vaere aktuelt a
undersgke antimikrobielle metabolitter/mikroorganismer som er naturlig tilstede i
produktene og teste under relevante betingelser (Cleveland et al., 2001; Singh, 2018).
Hensikten med denne oppgaven var a skaffe mer kunnskap omkring vekstegenskapene til 100
melkesyrebakterieisolat fra rgkelaks, sushi og gravlaks, og screene for deres inhiberende
egenskaper mot malorganismene Listeria innocua, Escherichia coli og Staphylococcus aureus
ved 15 °C. Melkesyrebakteriene ble videre identifisert ved hjelp av sekvensering av 16S rRNA
ved hjelp av universelle primere, for a se hvilke slekter bakterieisolatene stammet fra, hvilke

bakterieslekter med god inhiberingseffekt og eventuelle forskjeller mellom produktene.

2. Teorl

2.1.  Mikrobiologiske farer i sjgmat

Med hensyn til mikrobiologiske farer i sjgmat kan disse kategoriseres ut fra type sykdom de
kan forarsake. Bakterielle farer som assosieres med sjgpmat og kan forarsake bakterielle
infeksjoner er Aeromonas spp., Bacillus cereus, Campylobacter spp., Clostridium perfringens,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Shigella spp. og Vibrio spp. (V.
parahaemolyticus, V. cholera, V. vulnificus). Mikroorganismer som kan forarsake bakterielle
intoksikasjoner er Clostridium botulinum (type E) og Staphylococcus aureus (Ghanbari et al.,
2013; Hoel, Vadstein og Jakobsen, 2019). Det ligger ogsa biologiske farer i virus og parasitter
som forarsaker infeksjoner, og intoksikasjoner gjennom biotoksiner (Hoel, Vadstein og

Jakobsen, 2019). Sjgmat er rikt pa naeringsstoffer som gir gode vekstvilkar for bade



forringelsesorganismer og patogene bakterier. Ut fra hvordan patogene bakterier
forekommer i sjgmat er det mulig @ kunne kategorisere de inn i tre grupper. Den fgrste
gruppen er bakterier som har naturlig reservoar i naturen, eksempelvis Clostridium
perfringens, patogene Vibrio spp. og Aeromonas spp. Den neste gruppen er bakterier som
forekommer pa grunn av fekal kontaminering eller kontaminering fra miljget, eksempelvis
Salmonella spp., patogene E. coli eller S. aureus. | den siste gruppen forekommer
kontaminasjon under prosessering, lagring eller tilberedning fgr konsumering, eksempelvis
Bacillus cereus, L. monocytogenes, S. aureus og C. botulinum (Ghanbari et al., 2013). For a
hindre vekst av forringelsesorganismer og patogene bakterier bgr kontaminasjonen av

ramaterialet reduseres (Calo-Mata et al., 2008).

For minimalt prosessert eller ra sjgmat regnes V. parahaemolyticus som den stgrste,
bakterielle arsaken for matforgiftning innen sjgmat pa verdensbasis. Utbruddene har som
regel sammenheng med konsum av @gsters, muslinger og blaskjell (FAO og WHO, 2011, s. 5 og
6). Andre agens som L. monocytogenes og E. coli bgr ogsa anses som risikofaktorer grunnet
deres tilstedevaerelse i ra- eller lettprosesserte sjgmatprodukter (Hoel, Vadstein og Jakobsen,
2019). Spiseferdige produkter som prepareres for hand er ofte involvert ved
matforgiftningsutbrudd, hvor hendene ofte er en arsak til krysskontaminering av maten
(Kotzekidou, 2016, s. 44). Sushi er et eksempel pa et spiseferdig, risikofylt sjigmatprodukt, som
har vaert knyttet til matforgiftningsutbrudd forarsaket av V. parahaemolyticus, S. aureus, B.
cereus, Salmonella og L. monocytogenes (FEHD, 2000). Hovedingrediensen i sushi er kokt, kald
ris som er tilsatt eddik (Hsin-I Feng, 2012). Andre typiske ingredienser i sushi er laks, tunfisk,
kveite, kokt scampi og ra grennsaker som agurk, varlgk og avokado (Hoel et al., 2015). Fisken
som benyttes er som regel ra og dermed har en naturlig tilstedevaere av patogene bakterier
eller parasitter. | tillegg produseres produktet slik at det raskt kan serveres og ingrediensene
er i direkte kontakt med matbehandleren, hvor den mikrobiologiske faren ligger i
kontaminering av patogene bakterier som S. aureus. Sushi er ogsa et produkt som konsumeres
uten videre varmebehandling, som reduserer antall mikroorganismer (Liang et al., 2016). De
patogene bakteriene som anses som stgrst problem rundt sushi er B. cereus og S. aureus

(Rachtanapun et al., 2018).



2.1.1. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes er en grampositiv, matbaren bakterie og den stgrste mikrobielle
risikoen med lettprosesserte fiskeprodukt (Buchrieser et al., 2003; Leroi et al., 2008, s. 5;
Singh, 2018). Bade gravet og kaldrgkt laks er to produkter som assosieres med listeriose (Peiris
et al., 2009). Bakterien er arsaken til sykdommen listeriose, som i utgangspunktet har relativt
lav forekomst for den generelle befolkningen (Buchanan et al., 2017; Leroi et al., 2008, s. 5).
Det som derimot gir sykdommen grunn for bekymring er den hgye dgdeligheten (20-30 %) for
utsatte grupper som gravide, eldre og mennesker med nedsatt immunforsvar (Buchanan et
al., 2017; Peiris et al., 2009). Bakterien har blitt isolert fra en rekke dyr og finnes naturlig i
naturen, men ogsa funnet i miljget i fiskeforedlingsanlegg hvor det produseres spiseferdige
produkter (Buchrieser et al., 2003; Calo-Mata et al., 2008). Bakterien har ogsa evnen til a
danne biofilm, slik at om den fgrst befinner seg i produksjonsanlegget vil den vaere en stor
utfordring a bli kvitt (Calo-Mata et al., 2008; Peiris et al., 2009). Kontamineringen kommer
enten fra ra fisk eller kan forekomme under prosessering, hvor sistnevnte er den vanligste
arsaken (Leroi, 2010; Leroi et al., 2008, s. 5 og 6). Bakterien kan vokse ved ekstreme og
stressede forhold, som ved hgye saltkonsentrasjoner (10 % NaCl), lave temperaturer (helt ned
til -1 °C), et bredt pH-spenn (fra 4,5-9), ved lengre perioder av tgrking og frysing, samt
anaerobe forhold (Leroi et al., 2008, s. 6; Buchrieser et al., 2003). Grunnet de ekstreme
forholdene L. monocytogenes kan vokse ved gjgr dette det vanskelig 8 hemme den under de
ulike prosesseringstrinnene (Leroi et al., 2008, s. 5 og 6). Den vil ogsa kunne oppformere seg
under lagring da den ogsa overlever forholdene i det kjglelagrede vakuumpakkede produktet
(Lgvdal, 2015). L. monocytogenes er naert beslektet med arten L. innocua, som ikke er patogen
(Buchrieser et al., 2003). | henhold til denne likheten kan det utfgres studier med L. innocua

som modellorganisme for tryggere omgivelser.

2.1.2. Escherichia coli

Den fakultative anaerobe gramnegative bakterien Escherichia coli finnes naturlig i mage-
tarmkanalen hos mennesker og varmblodige dyr (Miotto et al., 2019). Bakterien vil ogsa ha
gode forhold for @ kunne vokse i spiseferdige produkter, da den kan vokse ned til 8 °C, ved en
pH over 4,5 og en vannaktivitet over 0,95 (Kotzekidou, 2016, s. 40; Miotto et al., 2019). De

fleste artene er harmlgse, samtidig som det eksisterer noen patogene arter (Miotto et al.,



2019). Totalt sett finnes det nesten 1000 forskjellige serotyper av E. coli i miljget, hvor de
videre kan kategoriseres i serogrupper (Vaiyapuri, Toms C og Lalitha K.V., 2016). E. coli regnes
ogsa som den beste indikatoren pa fekal kontaminering i bade vann og sjgmat, det vil si at
tilstedeveerelse av bakterien tyder pa kontaminering av forurenset vann eller uhygieniske
forhold (Miotto et al., 2019; Vaiyapuri, Toms C og Lalitha K.V., 2016; Costa, 2013). Bakterien
brukes dermed som et mikrobiologisk  kvalitetsparameter  (Costa, 2013).

Sykdomsfremkallende E. coli forarsaker diaré (Vaiyapuri, Toms C og Lalitha K.V., 2016).

2.1.3. Staphylococcus aureus

Den grampositive bakterien S. aureus er en av de vanligste patogene bakteriene som
forekommer i spiseferdige produkter (Aycicek, Cakiroglu og Stevenson, 2005; Singh, 2018).
Bakterien har naturlig reservoar i mennesker og dyr, og vil dermed befinne seg blant annet i
nesehulen, sar i huden og halsen (Aycicek, Cakiroglu og Stevenson, 2005; Huss, Reilly og Karim
Ben Embarek, 2000; Simon og Sanjeev, 2007). Grunnen til at mat kontamineres med bakterien
er svikt i hygiene, svikt under lagring eller krysskontaminering (Simon og Sanjeev, 2007).
Veksten til Staphylococcus begrenses som regel av konkurrerende mikroorganismer, men den
trives ogsa i miljger hvor det er mer eller mindre konkurransefritt, eksempelvis ved hgye salt-
og sukkerkonsentrasjoner. Toksinet som dannes er hgyt varmeresistent, men siden
spiseferdige produkter ikke varmebehandles kan mikroorganismen vaere et problem.
Staphylococcus vokser ved temperaturene 7-48 °C, mens optimumstemperaturen for
toksindannelse er 40-48 °C (Aycicek, Cakiroglu og Stevenson, 2005). Siden bakterien vokser
ved lav temperatur vil ikke kjgling alene veere tilstrekkelig for a unnga at S. aureus vokser opp
(Lewus, Kaiser og Montville, 1991). Matforgiftning av S. aureus skyldes mat som har veert
kontaminert med toksinet, hvor sykdommen resulterer i oppkast, brekninger, magekramper

og ofte diare (Ertas Onmaz et al., 2015).



2.2. Biokonservering

Biokonservering brukes som en del av hinderteknologi, et konsept som kombinerer flere
konserveringsmetoder for a etablere en antimikrobiell effekt som kan forlenge holdbarheten,
samtidig forbedre mattryggheten og den sensoriske kvaliteten pa maten (Matamoros et al.,
2009a). Dette gjgres ved at naturlig forekommende mikroorganismer og/eller deres
antimikrobielle metabolitter tilsettes i et gitt produkt i bestemte mengder (Ghanbari et al.,
2013). Komponenter som kan tilsettes er melkesyrebakterier og/eller deres bakteriosiner,
bakteriofager og enzymer produsert av bakteriofager (Singh, 2018). Disse mikroorganismene
skal drepe eller hindre vekst av ugnskede mikroorganismer, som forringelsesorganismer og
patogene bakterier (Saraoui et al., 2017; Wiernasz et al., 2017). Ved a bruke
melkesyrebakterier som er naturlig tilstede i produktet og vokser ved lave temperaturer gjgr
at de ogsa vil virke inhiberende under lagring ved kjgletemperaturer. Dette gjgr dem ogsa mer
konkurransedyktig mot forringelsesorganismer, som vanligvis utvikler seg ved denne
temperaturen (Matamoros et al., 2009b; Singh, 2018). Pa samme mate som andre moderne
konserveringsmetoder, eksempelvis bestraling, vil biokonservering vaere bedre enn mer
tradisjonelle konserveringsmetoder, med hensyn til 3 bevare naeringsstoffer, aroma og smak
i produktet (Singh, 2018). Biokonservering vil ogsa kunne virke kostnadsbesparende for en
bedrift ved at holdbarheten forlenges (Galvez et al., 2007; Namiqg og Milne, 2017). En
forlenging av holdbarheten vil ogsa virke positivt ved at mengden mat som kastes vil reduseres

(Namiqg og Milne, 2017).

Sammenlignet med melke- og kjgttprodukter finnes det faerre dokumenterte studier omkring
biokonservering pa sjgmatprodukter (Pilet og Leroi, 2010, s. 8). Likevel er det utfgrt noen
studier, hvorav mange baserer seg pa inhibering av L. monocytogenes i produkter som
kaldrgkt laks (Ghanbari et al., 2013; Leroi, 2010). Mer konkrete studier rundt bruk av aktuelle
melkesyrebakterier beskrives under kapittel 2.3.2. Aktuelle melkesyrebakterieslekter til

biokonservering.



2.2.1. Kriterier for screening av melkesyrebakterier

For a velge en kultur til biokonservering er det flere kriterier og krav som det ma tas hensyn
til. Det aller viktigste aspektet er beskyttelse av konsumenten, det vil si at produktet skal veere
helt trygt a spise av konsumenten. Med dette kreves nok kunnskap rundt selve tilsetningen og
hvordan dette vil pavirke produktet, fgr det eventuelt kan tas i bruk (Ghanbari et al., 2013;
Singh, 2018). Det vil i tillegg kreves nye regler og standarder om melkesyrebakterier skal
benyttes i mat, selv om de samme stammene er tidligere brukt til fermentering (Rodgers,
2001). | motsetning til kjgtt og melkeprodukter er sjgmatprodukter hovedsakelig ikke
fermenterte (Pilet og Leroi, 2010, s. 12 og 13). Produkter som for eksempel kaldrgkt laks blir
ansett som tradisjonelle, hgykvalitetsprodukter og produkter det kanskje ikke gnskes a tilsette
flere ingredienser i. Forbrukerne lar seg lett pavirke, slik at om de ser en ukjent ingrediens kan
dette medfgre at de unngar produktet (Grunert, 2005; Pilet og Leroi, 2010, s. 12 og 13).
Dermed hindres utviklingen av biokonserverte produkter fra produsentenes side, da de ikke
vil produsere sjgmat som det er en fare for at forbrukerne unngar (Pilet og Leroi, 2010, s. 12

og 13).

Med hensyn til melkesyrebakteriene som velges ut for videre screening av inhiberende
effekter er det saerdeles viktig at stammen ma vaere robust. Den ma klare 3 overleve stegene
under prosessering, motsta miljget i maten og respondere raskt pa stress, for at den skal vaere
aktuell 3 bruke (Ghanbari et al., 2013). Generelt sett er melkesyrebakterier relativt robuste da
de kan vokse helt ned til kjpleskaptemperatur, taler MAP og CO,, lav pH, hgye
saltkonsentrasjoner samt tilstedevaerelse av melkesyre, etanol eller eddiksyre (Calo-Mata et
al., 2008; Galvez et al., 2007). Likevel er det ikke alle melkesyrebakteriene som taler for
eksempel kjpleskaptemperatur, noe som vil vaere en begrensning til bruk i kjglelagrede
sjsmatprodukter (Rodgers, 2001). Et eksempel pa en melkesyrebakterie som ikke taler 4 °C er
Pediococcus pentosaceus (Crandall, Winkowski og Montville, 1994). Psykrotrofe
melkesyrebakterier kan vokse ned til under 5 °C, og inkluderer Carnobacterium, Leuconostoc,
Weisella spp., Lactobacillus spp. (Calo-Mata et al., 2008). Det er blitt utfgrt en del studier
omkring utvelgelse av melkesyrebakterier fra flytende medier, for deres antimikrobielle
egenskaper. Problemet her er at bakteriene kan gi lovende resultat i flytende medier, men vil

fungere darlig i selve produktet. Dette kan blant annet skyldes at de ikke har hatt optimale



forhold i gitt produkt eller at det produseres ugnskede lukter, som igjen ikke er gnskelig i

produktet (Leroi, 2010).

Mengden melkesyrebakterier som tilsettes i et produkt vil ikke bare pavirke utviklingen for
den biokonserverende effekten, men ogsa den sensoriske kvaliteten til produktet, produktets
naeringsinnhold og metodens kostnad-effektivitet (Leroi et al., 2008, s. 2; Rodgers, 2001).
Konsentrasjoner som tilsettes vil variere ut fra arter, men generelt sett vil det vaere behov for
hgye konsentrasjoner for a ha effekt. Videre kan dette medfgre nedsatt sensorisk kvalitet ved
at produktet smaker surt (Leroi, 2010; Rodgers, 2001). Det ligger ogsa en usikkerhet i rollen
melkesyrebakterier har i forhold til deres forringelsespotensiale, hvor det i flere studier ikke
er funnet korrelasjon mellom tilstedevaerelse av melkesyrebakterier og sensorisk forringelse
(Leroi et al., 2001; Hildebrandt og Erol, 1988; Truelstrup Hansen, 1996, s. 61). | tillegg vil
forringelsespotensialet kunne variere mellom ulike produkt og art som tilsettes i produktet.
Et eksempel pa dette er Lactobacillus alimentarius som ikke forringer kaldrgkt laks, men
marinert sild (Leroi, 2010). Dette betyr at ved a bruke en gitt melkesyrebakterie som
konserverende metode vil det ikke ngdvendigvis fungere i alle produkter, men det ma testes
ut for hvert enkelt produkt. Det vil ogsa vaere utfordrende i henhold til metoden som benyttes
nar melkesyrebakterier skal tilsettes i mat. Vanligvis spraytgrkes melkesyrebakteriene, men
det vil vaere utfordrende 3 sgrge for at melkesyrebakteriene ikke mister sin inhiberende effekt
mot enkelte patogene bakterier etter t@grking (Calo-Mata et al., 2008). Et eksempel pa dette
er Carnobacterium divergens som mister sin inhiberende effekt mot S. aureus etter
spraytgrking. Andre melkesyrebakterier som taler denne tg@rkeprosessen bedre er
Lactobacillus salivarius og L. sakei. Det konkluderes likevel med at spraytgrking er en
potensiell metode for storskalaproduksjon av tgrket pulver som inneholder bioaktive

komponenter mot patogene bakterier (Silva et al., 2002).

Tilsetninger av melkesyrebakterier vil vaere mer usikkert med hensyn til effekt, sammenlignet
med kjemiske konserveringsmidler. Dette skyldes at levende mikroorganismer vil veere
dynamiske og alltid i endring, noe kjemiske konserveringsmidler ikke er. Interaksjonene til

melkesyrebakteriene vil vaere avhengig av vekstraten (bade hos melkesyrebakteriene, de



patogene bakteriene og eventuelt toksiner produsert av de patogene bakteriene), som igjen
vil veere avhengig av type mat de tilsettes i, mengde og hvilke melkesyrebakterier som

benyttes (Rodgers, 2001).

Velge ut malorganisme som skal inhiberes

Patogen bakterie

Samie inn aktuelle melkesyrebakterier

Inhibering av malorganisme i modellerte forhold

Testing av ulike teknikker: eks flytende vs fast medie, lav temperatur, syreproduksjon

Mattrygghet (toksisitet) og teknologi

Teste forringelsespotensial

Inhibering av malorgansime i produkt

Inhibering av malorgansime i naturlig, kontaminert produkt

Validering

Figur 2: Trinnene i en utvelgelsesprosess for melkesyrebakterier til screening (inspirert av Leroi et al 2015).

Strategien for a velge ut melkesyrebakterier til screening vil variere, men Leroi et al. forklarer
prosessen i ni steg (figur 2). Det fgrste trinnet starter med a identifisere hvilke ugnskede
malorganismer som skal hemmes, som er enklere med patogene bakterier sammenlignet med
forringelsesorganismer. Forringelse er en mer kompleks prosess, hvor det ofte er forskjellige
og ukjente mikroorganismer som spiller inn. Videre i steg to ma det samles sammen en
samling av melkesyrebakterier som det antas kommer til 3 fungere. Den fgrste screeningen
baserer seg pa & inhibere malorganismer ved bruk av stammer fra samlingen
melkesyrebakterier under kontrollerte forhold. Videre vil det veere behov for a teste ulike

teknikker, eksempelvis flytende eller fast medie. Valgt medie vil kunne ha innflytelse pa
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resultatene. Det kreves blant annet noen taksonomiske og fysiologiske data (syreproduksjon
og vekst ved lav temperatur) i forkant (Leroi et al., 2015). De stammene som viser seg a veere
mest effektive bgr velges ut for videre studier (Rodgers, 2001). Inhiberingseffekten av de
utvalgte melkesyrebakteriene testes mot malorganismen i steril mat. Til slutt vil det testes i et

naturlig kontaminert produkt (Leroi et al., 2015).

2.3. Melkesyrebakterier

Melkesyrebakterier er grampositive, ikke-sporedannende, katalase-negative bakterier som
bade kan veere kokker og staver (Calo-Mata et al., 2008). | tillegg er de anaero-aerotolerant
og har generelt sett komplekse naeringskrav til aminosyrer og vitaminer (Madigan et al., 2012).
Melkesyrebakterier egner seg til bruk i biokonservering av flere grunner, og kan bade tilsettes
alene eller i en cocktail bestaende av flere stammer (Saraoui et al., 2017). | mange forskjellige
naeringsmidler vil melkesyrebakterier dominere floraen naturlig, samt regnes som GRAS
(generally recognized as safe) (Calo-Mata et al., 2008; Ghanbari et al., 2013).
Melkesyrebakterier produserer et bredt spekter av antimikrobielle metabolitter som fettsyrer,
reuterin, diacetyl, acetaldehyd, hydrogenperoksid, bakteriosiner og organiske syrer, hvor de
tre sistnevnte produseres i stgrst mengde (Leroi et al., 2008, s. 5; Singh, 2018; Wiernasz et al.,
2017) Mer om bakteriosiner under kapittel 2.3. Bakteriosiner. Organiske syrer, hovedsakelig
melkesyre, er med pa a gjgre miljget mer surt og gjgr det dermed vanskeligere for andre
mikroorganismer a overleve (De Muynck et al., 2004; Singh, 2018). Melkesyrebakterier virker
ogsa som konkurrerende mikrobiota til forringelsesorganismer og patogene bakterier (Calo-

Mata et al., 2008; Ghanbari et al., 2013).

2.3.1. Taksonomi

Taksonomisk sett inngar melkesyrebakterier i to ulike phylum, kalt Firmicutes og
Actinobacteria (Giraffa, 2012). Dette avhenger av mengden G+C (nukleinsyrene Guanin og
Cytosin), hvor Firmicutes har et lavt innhold (< 50 %) av G+C, mens Actinobacteria har en hgy
andel (> 50 %) av G+C (Calo-Mata et al., 2008; Giraffa, 2012; Klein et al., 1998). Videre tilhgrer
melkesyrebakterier i klassen Bacilli, ordenen Lactobacillales og familien Lactobacteriaceae

(Calo-Mata et al., 2008; Singh, 2018). Slekter innenfor Firmicutes inkluderer blant annet
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Carnobacterium, Pediococcus, Leuconostoc, Streptococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Enterococcus og Weisella (Giraffa, 2012). Actinobacteria inkluderer slekter som Atopobium,

Bifidobacterium, Corynebacterium og Propionibacterium (Calo-Mata et al., 2008).

Klassifisering av melkesyrebakterier baserer seg pa morfologiske, metabolske og fysiologiske
kriterier (Calo-Mata et al., 2008). Pa grunn av at mange melkesyrebakterier har like naerings-
og vekstkrav kan det vaere vanskelig a identifisere melkesyrebakterier ved hjelp av
tradisjonelle metoder. Nye, genotypiske metoder gir bedre forstaelse for mikrobiell diversitet
og evolusjonaere avstander, som for eksempel 16S rRNA sekvensering (Balcazar et al., 2007;
Obis, Paris og Ouwehand, 2019). Denne metoden baserer seg pa rekkefglgen av
basesekvensene pa 16S-genet (rRNA), og egner seg godt da genet finnes i alle bakterier (Obis,
Paris og Ouwehand, 2019; Janda og Abbott, 2007). Sekvensene til prgven blir sammenlignet

opp mot sekvenser i en database (eksempelvis NCBI) (Temmerman, Huys og Swings, 2004).

2.3.2. Aktuelle melkesyrebakteriearter til biokonservering

Det er utfgrt flere studier ved bruk av ulike melkesyrebakteriearter til biokonservering, hvor
de har lyktes med a inhibere eller utsette veksten av patogene bakterier (tabell 1). De fleste
studiene har hatt som mal a inhibere L. monocytogenes eller L. innocua, men det er ogsa blitt

utfgrt noen studier pa bade E. coli og S. aureus.
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Tabell 1: Melkesyrebakterier fra tidligere studier som har vist seg G ha biokonserverende effekt.

Melkesyrebakterie(r) Malorganisme(r) Produkt Referanse Reduksjon
(kde/ml)
Carnobacterium L. monocytogenes Sjgmatprodukter | (Groth Laursen | Ikke
divergens og C. og L. innocua pakket i MAP et al., 2005) oppgitt
maltaromaticum
C. divergens L. monocytogenes Kokte, pillede (Saraouietal.,, | 2,0-5,0log
reker 2017)
Lactobacillus L. innocua, S. Spekepglse (Castroetal., Ikke
curvatur/sakei aureus og 2011) oppgitt
Brochothrix spp.
Lactococcus piscium L. monocytogenes Kokte, pillede (Fall et al., 3,4 log
reker 2010)
Leuconostoc sp. L. monocytogenes Reke-ekstrakt (Jeppesen og 3,0 log
Huss, 1993)
Lactobacillus casei og L. L. innocua Kaldrgkt laks (Vescovo, 3,3 logog
plantarum Scolari og 2,8 log
Zacconi, 2006)
Lactobacillus acidophilus | E. coli Biff (Smith et al., 3,0 log
2005)
Lactococcus lactis E. coli Ra kylling (Brashears, Ikke
Reilly og oppgitt
Gilliland, 1998)
Lactobacillus bavaricus S. aureus Lam (Lewus, Kaiser | Ikke
og Montuville, oppgitt
1991)
Lc. piscium S. aureus Kokte, pillede (Matamoros et | 2,0 log
reker al., 2009a)

Det er blitt utfgrt en studie pa melkesyrebakterier i spekepglse og undersgkt deres
antimikrobielle aktivitet mot L. innocua, S. aureus og Brochothrix spp. Under studien ble det
ene isolatet identifisert som Lactobacillus curvatus/sakei, og viste seg a produsere et
varmestabilt bakteriosin, som ogsa var effektivt etter kjglelagring og effektivt mot patogener
nar de ble produsert under kjgletemperatur og ved en saltkonsentrasjon pa 3 % (Castro et al.,
2011). Det er blitt utfgrt flere studier hvor de konkluderer med at C. divergens og C.
maltaromaticum har en inhiberende effekt bade mot L. monocytogenes og L. innocua i

sjpmatprodukter (Groth Laursen et al., 2005; Saraoui et al., 2017). En studie utfgrt av Vescovo,
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Scolari og Zacconi reduserte de L. innocua fra 3,3 til 2,8 log ved bruk av stammene L. casei og

L. plantarum uten a pavirke selve produktet (Vescovo, Scolari og Zacconi, 2006).

Studier med E. coli som malorganisme for inhibering er utfgrt i produktene biff og ra kylling.
Under studiene ble det funnet ut at melkesyrebakteriene L. acidophilus og L. lactis hadde
inhiberende effekter (Brashears, Reilly og Gilliland, 1998; Smith et al., 2005). Fgrstnevnte
melkesyrebakterie har ogsa vist seg a virke inhiberende mot S. aureus i en studie utfgrt pa

blant annet produktene ramelk og ostemasse (Nigam et al., 2012).

2.4. Bakteriosiner

Bakteriosiner er antimikrobielle peptider eller proteiner som produseres av bakterier og
deriblant melkesyrebakterier (Yang et al., 2014). Melkesyrebakterier produserer flere ulike
bakteriosiner. De fleste bakteriosiner har et smalt spekter hvor de er aktive, det vil si at de er
aktive mot den samme arten som produserer den, men selve produsenten er immun. Andre
bakteriosiner har et bredere spekter hvor de virker aktive, som bade kan vaere aktive mot
samme slekt, men ogsa andre slekter og arter (Gray et al., 2018). Det som skiller bakteriosiner
fra antibiotika er hovedsakelig at antibiotika har et bredere spekter av aktivitet, og begrenser
ikke aktiviteten mot neert relaterte arter (Zacharof og Lovitt, 2012). Antibiotika er i tillegg
forbudt a benytte i matprodukter (Yang et al., 2014). Bakteriosiner egner seg godt til a bruke
som naturlig konservering i mat for a forlenge holdbarheten, og regnes som et naturlig
produkt siden det er enten peptider eller proteiner (Yang et al., 2014). De vil ogsa virke som
en naturlig barriere mot patogene- og forringelsesorganismer, og bakteriosinene har ogsa en
evne til 3 drepe konkurrerende mikrobiota, slik at de selv beholder sin populasjon (Yang et al.,

2014; Zacharof og Lovitt, 2012).

Den antimikrobielle aktiviteten til bakteriosiner vil vaere avhengig av blant annet mengde

tilsatt, type bakteriosin, betingelser under tilsetting, pH og temperatur i produktet (Castro et

al., 2011). Det har vist seg at bakteriosiner har en effektiv virkning selv ved lav konsentrasjon

og pH, og ved pH under 5 vil bakteriosinet veere mer effektivt enn ved hgyere pH (Rodgers,

2001; Zacharof og Lovitt, 2012). Den sensoriske kvaliteten vil ikke pavirkes ved bruk av
14



bakteriosiner, i tillegg til at de degraderes lett og harmlgst av proteolytiske enzymer i mage-
tarm systemet hos pattedyr (Rodgers, 2001; Silva, Silva og Ribeiro, 2018; Yang et al., 2014).
Det anbefales likevel a bruke bakteriosiner som et ekstra konserveringstrinn sammen med
andre hinderteknologier, og ikke alene (Deegan et al., 2006). Siden GRAS-status ogsa gjelder
for melkesyrebakterienes produserte metabolitter, vil dermed bakteriosinene ogsa ha GRAS-
status (Zacharof og Lovitt, 2012). En begrensning rundt bruk av bakteriosinogene kulturer vil
derimot veaere at for eksempel malorganismen kan utvikle resistens mot bakteriosinene, og
bakteriosinene vil dermed miste sin effekt (Ben Embarek, Jeppesen og Huss, 1994). En annen
begrensning vil vaere bakteriosinenes mer eller mindre manglende evne til 3 kunne inhibere
gramnegative bakterier. Den ytre membranen i celleveggen hos gramnegative bakterier
fungerer som en permeabel barriere mot makromolekyler og hydrofobe Igsninger, som for
eksempel bakteriosiner (Rodgers, 2001). Til tross for at bakteriosinene vil vaere mest effektiv
mot grampositive bakterier, inkludert patogener som L. monocytogenes, Bacillus cereus og S.

aureus, vil de ogsa kunne inhibere noen skadde, gramnegative bakterier (Singh, 2018).

Tilsetting av bakteriosiner kan gjgres ved a benytte forskjellige metode. En metode er 3
inokulere produktet med melkesyrebakterier som produserer bakteriosiner. En annen metode
er a kun tilsette bakteriosiner, i ren eller semi-ren form, hvor de tilsettes som et
tilsetningsstoff. En siste metode er @ bruke et fermentert produkt som inneholder en
bakteriosinproduserende stamme, som en ingrediens i prosessering av mat (Castro et al.,
2011). Det vil veere mange fordeler med bruk av bakteriosiner som ingrediens eller
tilsetningsstoff i mat, men for at dette skal la seg gjennomfgre er en avhengig av en lav pris,
noe som kan vaere utfordrende (Silva, Silva og Ribeiro, 2018; Singh, 2018). Det ligger fremdeles
ogsa lite forstaelse for hvordan ulike faktorer pavirker overlevelse og aktivitet til
bakteriosinproduserende melkesyrebakterier. Med mer kunnskap vil det ogsa veaere lettere a
fa etablert en enda bedre mate & benytte seg av bakteriosiner som konserveringsmiddel
(Ananou et al., 2019, s. 483). For at bakteriosiner skal godkjennes for bruk i mat ma de
identifiseres og karakteriseres, samt bruken og effektiviteten ma dokumenteres (Cleveland et

al,, 2001).
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2.4.1. Klassifisering av bakteriosiner

Bakteriosiner klassifiseres forskjellig fra om det er grampositive- eller gramnegative bakterier,
hvor melkesyrebakterier er de vanligste produsentene hos grampositive. Til tross for stor
diversitet innad i bakteriosiner produsert fra grampositive bakterier vil det likevel vaere noen
likheter. Hovedsakelig deles disse bakteriosinene inn i tre forskjellige hovedklasser og videre
inn i ulikt antall undergrupper. | den f@rste klassen sa inngar modifiserte peptider og
lantibiotika, hvor antall aminosyrer er mindre enn 28. Eksempler pa bakteriosiner fra klasse 1
er nisin, mersacidin, labyrinthopeptins A2 og subtilosin A. Bakteriosinklasse 2 har 30-60
aminosyrer og egenskaper som for eksempel varmetoleranse. Eksempler fra denne klassen er
bakteriosinene pediocin PA-1, carnobacteriocin X, enterocin AS-48, lactococcin A og microcin
E492. Klasse 3 innebarer bakteriosiner med hgy molekyleer vekt, som er ustabil mot varme
(Yang et al., 2014). Dette er den bakteriosinklassen som det eksisterer minst kunnskap
omkring (Cleveland et al., 2001). Klasse 3 deles inn i gruppe A og B, hvor enterolisin A, Caseicin

80 og Helveticin J er eksempler som inngar i bakteriosinklassen (Yang et al., 2014).

2.4.2. Viktigste bakteriosiner

Det kan antas at 99 % av alle bakterier produserer bakteriosiner, men de fleste er enda ikke
blitt identifisert (Yang et al., 2014). Et nytt bakteriosin kalt sonorensin har vist seg effektivt
mot S. aureus i biofilm. LDPE-film som inneholder sonorensin har vist seg a vaere effektivt mot
patogene bakterier som L. monocytogenes og S. aureus (Singh, 2018). Det vanligste
bakteriosinet produsert av melkesyrebakterier er nisin, samt det eneste bakteriosinet som er
godkjent for a tilsettes rent i mat (Calo-Mata et al., 2008; Juturu og Wu, 2018; Singh, 2018).
Nisin produseres av Lactococcus lactis og har blant annet blitt brukt for a inhibere vekst av S.
aureus i osteindustrien (Singh, 2018; Yang et al., 2014). Bakteriosinet har ogsa bevist effekt
mot at det virker pa grampositive forringelsesbakterier og matbarne patogener som L.
monocytogenes (Singh, 2018). Pediocin er et bakteriosin som har vist seg a veere mer effektivt
mot de patogene bakteriene L. monocytogenes, S. aureus og E. coli, sammenlignet med nisin
(Jamuna og Jeevaratnam, 2004; Cintas et al., 1998; Eijsink et al., 1998). Til tross for stort
potensiale er det likevel fa studier som har undersgkt dette bakteriosinet (Silva, Silva og

Ribeiro, 2018).
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Carnobacteriosiner produseres av C. maltaromaticum, som er varmestabile bakteriosiner og
stabile over et bredt pH-spekter. Disse bakteriosinene virker effektivc mot andre
melkesyrebakterier og L. monocytogenes (Calo-Mata et al., 2008). Andre bakteriosiner som
har vist seg a veere effektiv mot L. monocytogenes er enterocin og lactisin. Enterocin
produseres av Enterococcus faecalis, og er godkjent som et probiotikum. Enterokokker har en
antimikrobiell aktivitet mot naert beslektede grampositive bakterier som for eksempel Listeria
(Calo-Mata et al., 2008). Enterocin AS-48 har vist seg a veere aktiv mot Bacillus og Clostridium
sp., og er et av de mest studerte bakteriosinene. Bakteriosinet har i tillegg vist hgy stabilitet
til varme og endringer i pH, som er to faktorer som kan gjgre det aktuelt for tilsetning i mat.
Til tross for at bakteriosinet kan vaere aktivt mot Listeria spp. og Clostridium spp., er det likevel
ikke sikkert at bakteriosinet kan hindre gjenvekst av nevnte patogener utover lagringstiden
(Silva, Silva og Ribeiro, 2018). Lacticin produseres av enkelte stammer av Lactococcus lactis og
bestar av lacticin 3147 og lacticin 481. Sistnevnte uttrykker stor antimikrobiell aktivitet mot et
bredt spekter av patogene bakterier og forringelsesorganismer (Silva, Silva og Ribeiro, 2018).
Et pulver av lacticin 3147 har vist seg effektivt for a kontrollere veksten av Listeria og Bacillus
i diverse melkeprodukter. Likevel ble pulveret regnet som a vaere upraktisk da det tilsvarte 10
% av produktvekten og det var hgye kostnader involvert i tilsetningen (Morgan et al., 2001).
Melkesyrebakterien L. plantarum anses a kunne produsere minst seks ulike bakteriosiner:

plantarisin JK, plantarisin EF, plantarisin S og plantarisin W (Zacharof og Lovitt, 2012).

2.5. Bakteriofager og enzymer produsert av bakteriofager

Som nevnt innledningsvis er det ogsa mulig a benytte bakteriofager som en tilsetting i produkt,
for & ha biokonserverende egenskaper. Bakteriofag eller fag er naturlig tilstede mange steder
i miljget og representerer en del av den naturlige mikrobiotaen i mye forskjellig mat (Guenther
et al., 2009; Singh, 2018). Dette er virus som infiserer og formerer seg hos bakterier, og stort
sett harmlgse for mennesker, dyr og planter. De fleste bakteriofagene tilhgrer ordenen
Caudovirales og kan derifra klassifiseres inn under tre ulike familier: Myoviridae, Siphoviridae
og Podoviridae. Bruken av bakteriofager i forbindelse med biokonservering har sveert fa
studier i forbindelse med tilsetting i sjpmat (Pilet og Leroi, 2010, s. 10). Et eksempel derimot
er Guenther et al. Som brukte bakteriofager i rgkt laks og diverse sjgmat som var kontaminert

med L. monocytogenes. Deres beste resultat var en inhibering med 2 log kde/g reduksjon
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(Guenther et al., 2009). Bakteriofager kan ogsa brukes til a redusere eller fullstendig inhibere
kolonisering av S. aureus i nese og huden hos matbehandlere (Mann, 2008). Bakteriofager er
en naturlig fiende for bakterier og av den grunn vil de ogsa veaere godt egnet for a kontrollere
veksten av de patogene bakteriene som kan forekomme i spiseferdige produkter. For
vertsbakterien er bakteriofagene ekstremt spesifikk og krysser heller ikke ulike arter.
Bakteriofager fungerer slik at de kun eliminerer den utvalgte malorganismen uten a svekke
levedyktigheten til andre mikroorganismer. Pa denne maten kan en beholde kvaliteten i mat,

spesielt i fermenterte produkter (Guenther et al., 2009).

Endolysin er et fagderivert lytisk enzym som degraderer peptikoglykanlaget hos grampositive
bakterier (Garcia et al., 2010; Schmelcher og Loessner, 2016; Singh, 2018). Stort sett har
endolysin et smalt spekter med lytisk aktivitet og ofte begrenset til aktivitet mot
bakteriehosten, men likevel forekommer det noen unntak (Singh, 2018). Et endolysin
produsert av enterokokker lyserer i tillegg til enterokokker ogsa Streptococcus pyogenes og S.
aureus, som gjgr den til det endolysinet med bredest spekter identifisert hittil (Garcia et al.,
2010). Fordelen med endolysiner er at det per dags dato ikke er rapportert noe resistens imot
det. Et bruksomrade for endolysin kan vaere a hindre oppblomstring av S. aureus i pasteurisert
melk (Singh, 2018). Det er fa studier som har undersgkt effektiviteten til endolysiner i

matprodukter, og tilnaermet alle omhandlet aktivitet i kumelk (Schmelcher og Loessner, 2016).
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3. Material og metode

3.1. Preparering av fiskejuice

Salma lakseloin (500 gram) ble blandet sammen med dobbel mengde avionisert vann (1 liter)
i en blender (bilde 1). Miksen ble videre kokt i 2 minutter fgr filtrering giennom et 185 mm
foldefilter (Schleicher & Schuell Ref. No. 311 647), for a fjerne store partikler (bilde 2). Til slutt

ble fiskejuicen sterilisert ved 100 °Ci 30 min fgr den ble lagret ved -42 °C frem til bruk.

Bilde 1: Laks og vann i blender (foto: eget) Bilde 2: Filtrering i foldefilter av fiskejuice (foto: eget)

Fiskejuicen ble tint i romtemperatur fgr bruk. Videre ble 90 ml fiskejuice supplert med 10 ml
fosfatbuffer 1 gram D (+)-glukosemonohydrat (Merck 1.08342.1000) og 1,5 gram
natriumklorid (VWR 27810295). Fosfatbufferen ble laget av 1 M K;HPO4 (Merck 1051011000)
og 1 M KH;PO4 (Merck 1048731000) til et blandingsforhold som ga pH 6,7 (Wiernasz et al.,
2017).

Bilde 3: Ferdig beriket og sterilfiltrert fiskejuice (foto: eget)
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Beriket fiskejuice ble sterilisert gjennom 0,45 um sprgytefilter, for a fierne mindre partikler
(VWR 514-0063) (Wiernasz et al., 2017). Ferdig beriket og sterilfiltrert fiskejuice ble oppbevart

i et sterilt rgr frem til det videre ble overfgrt i brgnnplate (bilde 3).

3.2. Oppformering og standardisering av OD mot kimtall

Melkesyrebakteriene som ble benyttet var isolert fra ulike produsenter av de spiseferdige
produktene rgkelaks, sushi og gravlaks (vedlegg 1). Disse isolatene har ligget i fryseren ved -
80 °C i over 5 ar. Totalt 100 bakterieisolater ble tatt opp fra fryseren og videre sadd ut pa
petriskal med De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) Agar (Oxoid CM0361) (figur 3). Videre ble
isolatene inkubert anaerobt ved 25 °C i enten 2 eller 5 dggn, avhengig av veksthastigheten.
Etter inkubering ble én koloni fra petriskalen overfgrt i et sterilt rér med 13 ml MRS-buljong
(Oxoid CMO0359), for sa a bli inkubert pa nytt ved 15 °C (Wiernasz et al., 2017). Videre ble
optisk tetthet (OD) (600 nm) malt to ganger daglig ved hjelp av et spektrofotometer (Shimadzu
UV-1800) pa samtlige isolater. For isolater med lang nglefase ble OD kun malt en gang i
dggnet, frem til veksten gikk over i eksponentiell fase. Malingene ble avsluttet etter hvert som
bakterieisolatene nadde stasjonaer fase. For & kunne standardisere veksten og videre
sammenligne kimtall mot OD, ble det gjort et wutvalg pa totalt 4 ulike
melkesyrebakterieisolater. Hos de utvalgte isolatene ble det laget en fortynningsserie med to
paralleller og videre sadd ut pa MRS Agar for beregning av kimtall. Skalene ble deretter
inkubert ved 25 °C anaerobt og telt etter 2 og 3 dggn. Uttak til kimtallsberegning ble gjort en
gang i dggnet frem til OD-verdiene hadde stagnert og OD-maling ble avsluttet. Videre kunne
det antas at resterende isolater hadde lik vekst som utvalget hadde. Malet var & oppna en
bakteriekultur med konsentrasjon pa 108 kde/ml, som kunne benyttes for & screene etter
inhiberende effekt mot malorgansimene, samt vite hvilken OD dette tilsvarte. Ved a lgse
likningene (ut fra trendlinjene av punktene som var i eksponentiell fase) for hvert av de
utvalgte bakterieisolatene (figur 9) med konsentrasjon (x) p& 5*102 kde/ml ble OD-verdiene
henholdsvis 0,20, 0,22, 0,37 og 0,16 for bakterieisolatene nr. 27, 60, 204 og 273. Dette ga en
gjennomsnittlig OD-verdi pa 0,24, og det ble valgt et tillatt avvik pa 10 % for fremtidige OD-

malinger (£ 0,02), som ble benyttet videre under screeningen etter inhiberende egenskaper.
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Figur 3: Fremgangsmdte under standardisering av OD mot kimtall.

Malorganismene (L. innocua, S. aureus og E. coli) ble oppdyrket pa Brain Heart Infusion (BHI)
Agar (Oxoid CM1136) ved 37 °Ci 24 timer. Videre ble en koloni av malorganismene overfgrt i
et sterilt rér med 13 ml BHI-buljong (Oxoid CM1135), for sa a bli inkubert ved 15 °C bade med
(150 rpm) og uten risting. Pa samme mate som hos melkesyrebakterieisolatene ble det malt
OD to ganger daglig, og prgvergrene ble inkubert frem til veksten hadde nadd stasjonaer fase.
Samtlige malorganismer ble sadd ut pa petriskal med BHI Agar for beregning av kimtall, en
gang i dggnet med to paralleller. Petriskdlene ble videre inkubert ved 37 °C og kvantifisert
etter et dggn. Malet var & ha en bakteriekultur med en konsentrasjon pa 10* kde/ml, samt vite
hvilken OD dette tilsvarte (Wiernasz et al., 2017). Grunnet varierende resultat ble det
istedenfor benyttet en kalkulator pa nett. Resultatet derfra viste at en OD pa 1,0 tilsvarer en

konsentrasjon pa 8*108 kde/ml (Bacterial cell number (OD600), u.a.).

3.3. Screening etter inhiberende egenskaper mot malorganismene

For screeningen etter inhiberende egenskaper mot malorganismene L. innocua, E. coli og S.
aureus ble det tatt et utvalg pa totalt 35 melkesyrebakterieisolater. Melkesyrebakteriene og
malorganismene ble overfgrt pa en ny petriskal med henholdsvis MRS Agar og BHI Agar, for
sa a bli overfgrt i MRS- og BHI-buljong (figur 4). Inkubering i buljong foregikk ved 15 °C frem
til OD-verdien nadde 0,22-0,26 for melkesyrebakteriene og 0,1 for malorganismene. Siden

onsket celletetthet pa bakteriekulturen var 10* kde/ml méatte prgven fortynnes 1:1000 fra OD-

verdi 0,1 (som tilsvarer 8*107 kde/ml).
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Figur 4: Trinnene under screeningen etter inhiberende egenskaper mot malorganismene.

Det ble overfgrt 2 pl melkesyrebakterier og 2 ul malorganismer i en brgnnplate med 96
brgnner sammen med 196 pl fiskejuice, som ga et innhold pa 200 ul i hver brgnn.
Melkesyrebakteriene og malorganismene ble fortynnet til henholdsvis 10® kde/ml og 10?2

kde/ml ved overfgrselen til brgnnplate.
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Bilde 4: Tilsetting av MRS- og BHI buljong i brannplaten (foto: eget)

Det ble ogsa laget kontroller som inneholdt kun fiskejuice (200 pl), malorganisme alene og
melkesyrebakterie alene. For at pH i brgnnen skal vaere tilnaermet lik ble kontrollen med kun
malorgansime (2 ul) i tillegg tilsatt 2 ul MRS-buljong og kontrollen med kun melkesyrebakterier
(2 pl) tilsatt 2 pl BHI-buljong (bilde 4). Hver prgve hadde 4 paralleller, som tilsvarer en halv

kolonne i brgnnplaten. Videre ble brgnnplaten inkubert i 96 timer ved 15 °C.

Bilde 5: Spotting fra br@nnplate med peptonvann til MRSA (foto: eget)

Videre ble det laget en fortynningsserie, hvor 10 pl prgve ble overfgrt i ei ny 96-brgnnsplate
med 90 ul peptonvann (1g/L Pepton Oxoid LP0034, 8,5 g/L NaCl), i hver brgnn og videre

fortynnet derfra. Det ble deretter spottet 5 pl fra prgvene som inneholdt bade

23



melkesyrebakterier og malorganisme (bilde 5), i tillegg til kontroll med malorganisme, pa et
selektivt medie for malorganismen (tabell 2) (Wiernasz et al., 2017). Kontrollprgven for
malorganismen ble i tillegg spottet pa BHI Agar. For a sjekke at fiskejuicen ikke var kontaminert
ble ogsa den spottet pa BHI Agar. Kontrollprgvene med melkesyrebakterie alene ble spottet
pa MRS Agar. | forkant av spottingen hadde skalene blitt tgrket i minimum en time i et

inkubatorskap ved 37 °C, for @ unnga at spottene rant utover.

Tabell 2: Oversikt over vekstmedier og inkuberingsbetingelser til utvalgte mélorganismer.

Bakterie Vekstmedie Inkuberingsbetingelser

L. innocua Brilliance Listeria Agar (Oxoid CM1080) med | 24-48 timer ved 37 °C
Brilliance Listeria Selective Supplement

(Oxoid SR0226E)

E. coli Violet Red Bile Agar (VRBA) (Oxoid CM0107) Opptil 24 timer ved 37 °C

S. aureus Baird Parker (BPA) (Oxoid CMO0275) tilsatt Egg | 24 timer ved 37 °C
Yolk tellurite Emulsion (Merck 1037850001)

Melkesyrebakteriene ble inkubert anaerobt ved 25 °C i 5 dager og kvantifisert etterpa.
Inkuberingsbetingelsene for de ulike selektive mediene til malorganismene vises i tabell 2,
hvor veksten pa skalene ble kvantifisert etter gitt inkubering. Prgvene som ble inkubert pa BHI
Agar ble inkubert ved 37 °C og kvantifisert etter 1 dggn. Kvantifiseringen ble utfgrt ved a
sammenligne malorganismekonsentrasjon med og uten tilsetning av melkesyrebakterier, opp

imot hverandre. Spotter med > 50 kolonier ble regnet som overgrodde (Wiernasz et al., 2017).

3.4. Identifisering av melkesyrebakterier

Fra oppformert melkesyrebakteriekultur, som ble brukt til screeningen, ble det tatt ut 1 ml
som videre ble sentrifugert ved 8000 rpm i 5 minutter. Veesken ble pipettert ut og pelleten ble
fryst ned ved - 20 °C. Videre ble DNA ekstrahert ved hjelp av DNeasy Blood and Tissue Kit
(QIAGEN: Cat 69506), hvor protokollen for grampositive bakterier ble benyttet. | forbindelse
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med ekstrahering ble det laget en enzymatisk lysisbuffer, bestaende av 20 mM Tris-Cl, 2 mM

Natrium EDTA, 1,2 % Triton X-100 og nukleasefritt vann.

PCR ble satt opp med 5 pul ekstrahert DNA og 45 ul mastermiks for hver av prgvene, etter
instruksjoner fra manualen. Mastermiksen besto av 5 pl 10x PCR-buffer (QIAGEN: Cat 203205),
1 pl ANTP (QIAGEN: Cat 201901), 2 ul av hver prime0O (sluttkonsentrasjon pa 0,2 uM), 0,25 ul
Hot Star Taq (enzym) (2,5 U/reaksjon) (QIAGEN: Cat 203205) og 34,75 pl nukleasefritt vann.
Primerne som ble benyttet var 338F (5'-3") ACTCCTACGGGAGGCAGCAG (Sigma Aldrich)
(Muyzer, de Waal og Uitterlinden, 1993) og 1492R (5°-3") TACGGYTACCTTGTTACGACT (Sigma
Aldrich) (Turner et al., 1999). Det ble i tillegg satt opp negativkontroll med nukleasefritt vann
istedenfor DNA, som indikator pa at det ikke hadde forekommet kontaminasjon av annet DNA.
Prgvene ble amplifisert ved bruk av VWR Collection Thermal DOPPIO med fglgende
innstillinger: En initieringsfase og aktiviseringsfase for enzymet pa 95 °C i 15 minutter,
etterfulgt av en amplifisering pa 30 sykluser ved 95 °C i 1 minutt (denaturering), 58 °C i 30
sekunder (hybridisering) og 72 °C i 1 minutt (polymerisering). Til slutt ble det kjgrt et ekstra

elongeringstrinn ve 72 °Ci 5 minutter (Lerfall, Thomassen og Jakobsen, 2018).

Etter utfgrt PCR ble DNA detektert pa en 1 % agarosegel av 1x TAE buffer (1,5 g agarose (Lonza:
Cat 50004) i 150 ml TAE), farget med 8 ul GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium: Cat 41003).
Fgr prgvene ble tilsatt brgnnene ble 10 pl prgve tilsatt 2 pl Gelpilot Loading Dye 6x (Fermentas:
Cat R0619), hvor det videre ble tilsatt 10 pl i hver av brgnnene. | fgrste og siste brgnn ble det
tilsatt 6 ul Gelpilot 1 kb Plus DNA Ladder (100) (QIAGEN: Cat 239095). Gelelektroforesen forlgp
ved 70 volti omtrent 1 time. | etterkant ble gelen visualisert i Syngene™ G: Box med tilhgrende
Genesys G:Box chemi-XRQ software (Syngene, UK), med DNA-fragmenter som tilsvarer en

lengde pa rundt 1000 basepar.

PCR-produkt ble renset med GenelET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit, etter
produsentens anvisninger (Thermo Fischer Scientific: Cat K0702). Deretter ble produktet
kvantifisert ved hjelp av BioTek PowerWave XS Microplate spektrofotometer med tilhgrende
analyseprogram Gen 5 og micro-volum plate (260 og 280 nm). F@r prgvene ble sendt til
sekvensering ble 5 pl pregve med en konsentrasjon mellom 20-80 ng/ul tilsatt i et sterilt

sentrifugergr, sammen med 5 ul forward-primer (338F). Prgver utenfor gitt konsentrasjon ble
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fortynnet med nukleasefritt vann. Deretter ble prgvene merket med forskjellige
sekvenserings-ID og sendt til sekvensering (Lightrun Sequencing, Eurofins Genomics,
Tyskland). For a identifisere de amplifiserte sekvensene ble disse sammenlignet med

sekvenser i NCBI sin nukleotid-database (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

3.4.1. Fylogenetisk analyse basert pa 16S rRNA sekvenser

Sekvens-sammenligning (multiple sequence alignment) ble utfgrt med ClustalW, innebygd i
MEGA7 programvaren (Kumar, Stecher og Tamura, 2016). 16S sekvensene fra alle
melkesyrebakteriene samt tilhgrende referansesekvenser (basert pa beste treff i NCBI
nukleotid-database) ble inkludert i sammenligningen. Fglgende referansesekvenser ble lastet
ned fra NCBI: Carnobacterium divergens stamme DSM 20623 (accession nummer
NR_044706.2), Carnobacterium gallinarum stamme NCFB 2766 (NR_118905.1),
Carnobacterium maltaromaticum stamme DSM 20342 (NR_004710.2), Leuconostoc
mesenteroides subsp. mesenteroides stamme JCM 1564 (AB596937.1) og Leuconostoc lactis
stamme KCTC 3528 (NR_040823.1). Et fylogenetisk tre ble generert ved hjelp av Neighbour-
Joining i MEGA7, og Kimura to-parameter metode ble brukt for analyse av evolusjonaere
avstander (Saitou og Nei, 1987). Det ble brukt 1000 bootstrap-replikater for a teste
robustheten til det genererte treet. Den fylogenetiske analysen inkluderte 34 sekvenser over

et kontinuerlig omrade pa 828 nukleotider.

3.5. Statistiske analyser

For a finne signifikante forskjeller mellom veksten av de ulike melkesyrebakteriene bade alene
og i co-kultur og malorganismene L. innocua, E. coli og S. aureus, ble log-verdiene for kimtallet
lagt inn i Statistical Package for the Social Science (SPSS, versjon 25). Det ble ogsa undersgkt
etter signifikante forskjeller mellom vekst av malorganismene pa selektiv agar mot BHI Agar.
For a sammenligne de ulike gruppene ble det utfgrt en enveis variansanalyse (ANOVA)

etterfulgt av Tukey Test (p < 0,05).
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4. Resultat

4.1. Vekstegenskaper ved lav temperatur

Av totalt 100 melkesyrebakterieisolater var 33 isolert fra rgkelaks, 44 fra sushi og 23 fra
gravlaks. Ved & undersgke vekstegenskapene til bakterieisolatene ved 15 °C kunne seks
isolater (nr. 45, 189, 194, 248, 344, 452) ekskluderes, da de ikke vokste ved denne
temperaturen. Bakterieisolat nr. 75 ble ogsa ekskludert grunnet kontaminert isolat. Dermed
ble vekstegenskapene til totalt 93 bakterieisolater undersgkt, hvor 30 bakterieisolater var fra
rokelaks (figur 5), 41 fra sushi (figur 6 og 7) og 22 fra gravlaks (figur 8) ved hjelp av OD-

malinger.
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Figur 5: Vekstegenskaper ved 15 °C for melkesyrebakterieisolatene fra rgkelaks. OD ble mdlt ved 600 nm.

Vekstegenskapene ved 15 °C for bakterieisolatene fra rgkelaks vises i figur 5. En gruppe
bakterieisolater (nr. 1, 44, 221, 305, 303, 443) var kommet i eksponentiell fase ved fgrste
maling av OD etter 22 timer, mens andre hadde en lagfase til i underkant av 50 timer (nr. 6, 8,
12, 21, 42, 55, 60, 95, 159, 176, 208, 214, 368, 384). Samtlige bakterieisolat ndadde stasjonaer
faseien periode mellom 80 og omtrent 100 timer. Ved stagnering varierte OD-verdien mellom

0,58 (bakterieisolat nr. 6) og 4,46 (bakterieisolat nr. 1).
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Figur 6: Vekstegenskaper ved 15 °C for halvparten av melkesyrebakterieisolatene fra sushi (nr. 63-321). OD ble mdlt ved 600

nm.

Vekstegenskapene ved 15 °Ctil 21 av bakterieisolatene fra sushi vises i figur 6. Etter fgrste OD-
maling etter 22 timer hadde en gruppe bakterieisolater (nr. 63, 67, 68, 88, 151, 152, 198, 292,
294, 298, 299, 301, 321) nadd eksponentiell fase, og etter omtrent 50 timer hadde samtlige
bakterieisolat kommet ut av lagfasen. Etter i underkant av 77 timer nadde samme gruppe
stasjoneer fase, mens en annen gruppe nadde stasjoneer fase etter i underkant av 100 timer
(nr. 74, 153, 199, 202, 316). Ved stagnering varierte OD-verdien mellom 0,57 (bakterieisolat
nr. 153) og 2,84 (bakterieisolat nr. 321).
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Figur 7: Vekstegenskaper ved 15 °C for resterende av melkesyrebakterieisolatene fra sushi (nr. 327-468). OD ble mdlt ved 600

nm.

Vekstegenskapene ved 15 °Ctil resterende 20 melkesyrebakterieisolatene fra sushi vises i figur
7. Etter fgrste OD-maling etter 22 timer hadde bakterieisolatene nadd eksponentiell fase, med
unntak av nr. 358, 405, 426, 461, 466, 468 som nadde fasen etter omtrent 50 timer.
Bakterieisolatet nr. 342 nadde stasjonaer fase etter omtrent 47 timer, mens bakterieisolatene

nr. 426, 461, 466 og 468 nadde stasjoneer fase etter i underkant av 100 timer. Ved stagnering

varierte OD-verdien mellom 0,550 (bakterieisolat nr. 461) og 3,05 (bakterieisolat nr. 327).
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Figur 8: Vekstegenskaper ved 15 °C for melkesyrebakterieisolatene fra gravlaks. OD ble mdlt ved 600 nm.

Vekstegenskapene ved 15 °C for bakterieisolatene fra rgkelaks vises i figur 8. De fleste
bakterieisolatene var kommet i eksponentiell fase ved fgrste maling av OD etter 22 timer, med
unntak av bakterieisolat nr. 27, 30, 35, 113, 227, 236 og 273 som hadde en lagfase til i
underkant av 50 timer. Bakterieisolatene nadde stasjonaer fase pa et tidspunkt fra omtrent 95
timer til i underkant av 120 timer. Ved stagnering varierte OD-verdien mellom 0,475

(bakterieisolat nr. 227) og 4,48 (bakterieisolat nr. 36).

4.2. Standardisering av OD mot kimtall for melkesyrebakteriene

For utvalget pa 4 bakterieisolat som ble utsadd for beregning av kimtall ble disse fremstilt i en
egen figur som illustrerer OD mot tid (figur 9) og OD mot kimtall (figur 10). Fordelingen hos
disse bakterieisolatene var 1 bakterieisolat fra rgkelaks (nr. 60), 1 fra sushi (nr. 204) siden

isolatnummer 75 ble ekskludert og 2 fra gravlaks (nr. 27 og 273).
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Figur 9: Vekstegenskaper ved 15 °C for de utvalgte bakterieisolatene som ogsd ble sddd ut for beregning av kimtall. OD ble
madlt ved 600 nm. Bakterieisolater fra rgkelaks er nr. 60, fra sushi er nr. 204 og bakterieisolat nr. 27 og 273 er isolert fra
gravlaks.

Ved OD mot tid var resultatet relativt likt for samtlige av de utvalgte bakterieisolatene.
Bakterieisolat nr. 273 hadde den laveste OD-verdien ved stagnering med en OD pa 0,65, mens

bakterieisolat nr. 204 hadde den hgyeste verdien pa 1,24.
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Figur 10: OD (malt ved 600 nm) mot kimtall for de utvalgte bakterieisolatene, dyrket ved 15 °C. For hvert av bakterieisolatene

er ligningen for veksten inkludert.

Punktene i figur 10 viser punktene i eksponentiell fase for de utvalgte bakterieisolatene.

Bakterieisolat nr. 273 hadde et endt kimtall p& 1,73*10° kde/ml og nr. 204 1,37*10° kde/ml.
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Ved & Igse likningene for hvert av bakterieisolatene med konsentrasjon (x) pa 5*10% kde/ml|
ble OD-verdiene henholdsvis 0,20, 0,22, 0,37 og 0,16 for bakterieisolatene nr. 27, 60, 204 og
273. Dette ga en gjennomsnittlig OD-verdi pa 0,24 og et valgt tillatt avvik pa 10 % for
fremtidige OD-malinger (+ 0,02).

4.3. Testing av selektive medier til malorganismene ved bruk av spotting
| forkant av screeningen ble spottingen av bade melkesyrebakterier alene og malorganismer

(L. innocua, E. coli og S. aureus) alene og i co-kultur, pa de ulike mediene testet ut (bilde 6).

Bilde 6: Melkesyrebakterier (A), L. innocua pd Brilliance Listeria Agar (B), E. coli pG VRBA (C) og S. aureus pG BPA (D) etter

inkubering (foto: eget)

Som bilde 6 viser var utseendet til spottene avhengig av hvilken bakterie og agar som ble
benyttet. Melkesyrebakteriene, som hadde blitt spottet pa MRS Agar (bilde 6A), ble inkubert
aerobt (siden de hadde hatt aerobe forhold sammen med fiskejuicen i brgnnplaten). Dette
viste seg a gi darligere vekstforhold, slik at senere ble melkesyrebakteriene inkubert anaerobt.
Spottingen av L. innocua pa Brilliance Listeria Agar med supplement (bilde 6B) hadde like

kimtall pa BHI Agar, med henholdsvis kimtallene 9,4 + 0,5 log kde/ml og 9,4 £ 0,4 log kde/ml
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(p<0,05). Brilliance Listeria Agar med supplement var ogsa selektivt nok til a hindre

melkesyrebakteriene i a vokse.

E. coli spottet pa VRBA fungerte ogsa (bilde 6C), hvor kontrollen ga like kimtall pa selektiv agar
(8,8 0,3 log kde/ml) og kontrollen pa BHI Agar (8,5 + 0,7 log kde/ml) (p<0,05). Ogsa VRBA var
en selektiv nok agar til at melkesyrebakteriene ikke klarte a vokse her. Under spottingen av S.
aureus pa BPA med supplement (bilde 6D) var det store forskjeller pa resultatet for kimtall pa
selektiv agar (5,7 + 1,8 log KDE/ml) mot BHI Agar (9,0 + 0,4 log kde/ml). Det ble forsgkt a
benytte BPA uten tilsatt supplement, men det resulterte i et medie som ikke var selektivt nok.
Ved 3 benytte BPA tilsatt supplement videre viste det seg at dette mediet var heller ikke

selektivt nok, og melkesyrebakteriene kunne ogsa vokse pa denne agaren (bilde 7 og 8). F@rst

ble det dannet en gra sone, deretter ogsa enkeltkolonier.

Bilde 7: Melkesyrebakterier inkubert ved 15 °C i 1 dggn pd Baird Parker Agar (foto: eget)

Bilde 8: Melkesyrebakterier med fortynningene 10'-10* (fra venstre mot hgyre) inkubert ved 37 °C i 5 dager pd Baird Parker

Agar tilsatt supplement (foto: eget)
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4.4. Screening etter inhiberende egenskaper mot malorganismene
Ut fra alle melkesyrebakteriene ble det gjort et utvalg pa 35 bakterieisolater for videre
screening etter inhiberende egenskaper mot malorganismene L. innocua, E. coli og S. aureus.

Dette utvalget besto av 17 bakterieisolater isolert fra rgkelaks, 12 fra sushi og 7 fra gravlaks.

4.4.1. Listeria innocua

De 35 melkesyrebakteriene som ble screenet for inhiberende egenskaper ble inkubert i en co-
kultur med L. innocua i fiskejuice i en 96-brgnnsplate i en periode pa 96 timer. Co-kulturen ble
videre spottet og kvantifisert pa Brilliance Listeria tilsatt supplement (figur 11). Kontrollen er
L. innocua alene (sort), uten tilsetning av melkesyrebakterier. Rekkefglgen av isolater er ut fra
produktene rgkelaks (nr. 6-92) (markert i grgnt), sushi (nr. 74-468) (markert i blatt) og gravlaks

(nr. 30-273) (markert i rgdt). De ulike bokstavene viser hvilke av bakterieisolatene som er

signifikant like.
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Figur 11: L. innocua oppgitt i giennomsnittlige log-verdier med standardavvik for kimtall etter inkubering i co-kultur med
melkesyrebakterier i 96-brgnnsplate i 96 timer ved 15 °C, vekst pd selektivt medie. Kontroll er L. innocua alene og markert i
sort, bakterieisolat nr. 6-392 (rekkefglge fra venstre mot hgyre) er isolert fra rgkelaks og markert i grgnt, bakterieisolat nr.
74-426 er isolert fra sushi og markert i blatt, og bakterieisolat nr. 27-273 er isolert fra graviaks og markert i r@dt. De ulike

bokstavene viser hvilke av bakterieisolatene som er signifikant like.
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Av totalt 35 bakterieisolater ble 9 bakterieisolat (nr. 42, 55, 159, 316, 461, 466, 30, 35 og 227)
fullstendig inhibert (25,7 %). Andre bakterieisolat med en god inhiberende effekt mot L.
innocua var nr. 12, 21, 202 og 27. Bakterieisolatene nr. 6, 8, 14, 74, 90, 95, 153, 176, 199, 204,
214, 368, 392 og 468 hadde ingen inhiberende effekt. Kontrollen uten tilsatt
melkesyrebakterier hadde et kimtall pa log 9,4 + 0,5 kde/ml. Som sikkerhet for at

melkesyrebakteriene alene vokste i fiskejuicen ble de spottet og kvantifisert pa MRS Agar

(figur 12).
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Figur 12: Melkesyrebakteriene oppgitt i giennomsnittlige log-verdier med standardavvik for kimtall spottet pd MRS Agar, etter
inkubering i 96-brgnnsplate i 96 timer ved 15 °C. Bakterieisolat nr. 6-392 (rekkefglge fra venstre mot hgyre) er isolert fra

rokelaks, bakterieisolat nr. 74-468 er isolert fra sushi og bakterieisolat nr. 27-273 er isolert fra gravlaks.

Figur 12 viser gjennomsnittlige log-verdier av samtlige melkesyrebakterier spottet pa MRS
Agar, etter inkubering i 96-brgnnplate i 96 timer ved 15 °C. Rekkefglgen av isolater er ut fra
produktene rgkelaks (nr. 6-92), sushi (nr. 74-468) og gravlaks (nr. 30-273). Samtlige isolater
har vekst over log 7,8 kde/ml (nr. 12), og opp til log 10,2 kde/ml (nr. 30).

4.4.2. Escherichia coli
De 35 melkesyrebakteriene som ble screenet for inhiberende egenskaper ble inkubert i en co-

kultur med E. coli i fiskejuice i en 96-brgnnsplate i en periode pa 96 timer. Co-kulturen ble

35



videre spottet og kvantifisert pa VRBA (figur 13). Kontrollen er E. coli alene (sort), uten
tilsetning av melkesyrebakterier. Rekkefglgen av isolater er ut fra produktene rgkelaks (nr. 6-
92) (markert i grgnt), sushi (nr. 74-468) (markert i blatt) og gravlaks (nr. 30-273) (markert i

rgdt). De ulike bokstavene viser hvilke av bakterieisolatene som er signifikant like.
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Figur 13: E. coli oppgitt i gjennomsnittlige log-verdier med standardavvik for kimtall etter inkubering i co-kultur med
melkesyrebakterier i 96-brgnnsplate i 96 timer ved 15 °C, vekst pd selektivt medie. Kontroll er E. coli alene og markert i sort,
bakterieisolat nr. 6-392 (rekkefaglge fra venstre mot hgyre) er isolert fra rokelaks og markert i grgnt, bakterieisolat nr. 74-426

er isolert fra sushi og markert i blgtt, og bakterieisolat nr. 27-273 er isolert fra gravlaks og markert i rgdt. De ulike bokstavene
viser hvilke av bakterieisolatene som er signifikant like.

Av de 35 bakterieisolatene hadde bakterieisolatene nr. 6, 21, 358, 461, 227 og 273 best
inhiberende effekt (17,1 %). Bakterieisolat nr. 368 darligst inhibering, hvor gjennomsnittlig
kimtall var hgyere enn hos kontrollen. Andre bakterieisolater som ikke hadde inhiberende
effekt var bakterieisolat nr. 12, 14, 60, 176, 202, 204 og 236. Kontroll uten tilsatt
melkesyrebakterier hadde en log-verdi pa 8,9 + 0,3 kde/ml. P& samme mate som ved
screeningen etter inhiberende effekt av L. innocua, ble det ogsa her spottet og kvantifisert

melkesyrebakterier alene pa MRS Agar (figur 14).
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Figur 14: Melkesyrebakteriene oppgitt i giennomsnittlige log-verdier med standardavvik spottet pd MRS Agar, etter inkubering
i 96-brgnnsplate i 96 timer ved 15 °C. Bakterieisolat nr. 6-392 (rekkefslge fra venstre mot hgyre) er isolert fra rgkelaks,
bakterieisolat nr. 74-468 er isolert fra sushi og bakterieisolat nr. 27-273 er isolert fra graviaks.

Figur 14 viser gjennomsnittlige log-verdier med standardavvik av samtlige melkesyrebakterier
spottet pa MRS Agar, etter inkubering i 96-brgnnplate i 96 timer ved 15 °C. Rekkefglgen av
isolater er ut fra produktene rgkelaks (nr. 6-92), sushi (nr. 74-468) og gravlaks (nr. 30-273).
Samtlige isolater hadde vekst over log 8,0 kde/ml (nr. 153), og opp til log 10,3 kde/ml (nr. 468).

4.4.3. Staphylococcus aureus

De 35 melkesyrebakteriene som ble screenet for inhiberende egenskaper ble inkubert i en co-
kultur med S. aureus i fiskejuice i en 96-brgnnsplate i en periode pa 96 timer. Co-kulturen ble
videre spottet og kvantifisert pa BPA tilsatt supplement (figur 15). Kontrollen er S. aureus
alene (sort), uten tilsetning av melkesyrebakterier. Rekkefglgen av isolater er ut fra
produktene rgkelaks (nr. 6-92) (markert i grgnt), sushi (nr. 74-468) (markert i blatt) og gravlaks
(nr. 30-273) (markert i r@dt). De ulike bokstavene viser hvilke av bakterieisolatene som er

signifikant like.
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Figur 15: S. aureus oppgitt i giennomsnittlige log-verdier med standardavvik for kimtall etter inkubering i co-kultur med
melkesyrebakterier i 96-brgnnsplate i 96 timer ved 15 °C, vekst pd selektivt medie. Kontroll er S. aureus alene og markert i
sort, bakterieisolat nr. 6-392 (rekkefglge fra venstre mot hgyre) er isolert fra rgkelaks og markert i grgnt, bakterieisolat nr.
74-426 er isolert fra sushi og markert i bldtt, og bakterieisolat nr. 27-273 er isolert fra graviaks og markert i rgdt. De ulike

bokstavene viser hvilke av bakterieisolatene som er signifikant like.

Av totalt 35 bakterieisolater ble 8 bakterieisolat (nr. 8, 12, 27, 30, 153, 199, 273 og 461)
fullstendig inhibert (22,9 %). Bakterieisolatene nr. 14, 60, 214, 368, 74, 204 og 426 hadde ikke
inhiberende effekt da de hadde hgyere log-verdier enn kontrollen. Andre bakterieisolater
uten inhiberende effekt var bakterieisolat nr. 90, 95 og 227. Kontroll uten tilsatt fikk et kimtall
pa log 5,7 + 1,8 kde/ml. P4 samme mate som ved screeningen etter inhiberende effekt av L.

innocua og E. coli, ble det ogsa her spottet og kvantifisert melkesyrebakterier alene pa MRS

Agar (figur 16).
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Figur 16: Melkesyrebakteriene oppgitt i gjennomsnittlige log-verdier med standardavvik for kimtall spottet pd MRS Agar, etter
inkubering i 96-brgnnsplate i 96 timer ved 15 °C. Bakterieisolat nr. 6-392 (rekkefglge fra venstre mot hayre) er isolert fra
rakelaks, bakterieisolat nr. 74-468 er isolert fra sushi og bakterieisolat nr. 27-273 er isolert fra gravlaks.

Figur 16 viser gjennomsnittlige log-verdier med standardavvik av samtlige melkesyrebakterier
spottet pa MRS Agar, etter inkubering i 96-brgnnplate i 96 timer ved 15 °C. Rekkefglgen av
isolater er ut fra produktene rgkelaks (nr. 6-92), sushi (nr. 74-468) og gravlaks (nr. 30-273).
Samtlige isolater hadde vekst over log 8,0 (nr. 153), og opp til log 10,3 (nr. 468).

4.4.4. Melkesyrebakteriene mot malorganismene

Alle melkesyrebakteriene ble sammenlignet mot alle malorganismene for a8 se om isolatene
hadde effekt mot flere av malorganismene, eventuelt forskjell mellom inhibering mot
grampositive (L. innocua og S. aureus) og gramnegative bakterier (E. coli), og forskjeller blant

de ulike produsentene av produktene rgkelaks, sushi og gravlaks (tabell 3).
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Tabell 3: Vekst oppgitt i log-verdier for de ulike mdlorganismene alene (kontroll) og i co-kultur sammen med
melkesyrebakterier, inkubering i fiskejuice i 96 timer ved 15 °C. Ra@d farge indikerer ingen inhibering, med <1,0 log reduksjon
fra kontrollen. Gul farge indikerer medium inhibering mellom 1,0-3,0 log reduksjon fra kontrollen. Gragnn farge indikerer isolat
med god inhiberende effekt og >3,0 log reduksjon fra kontrollen. Tall markert i rédt har en gjennomsnittlig log-verdi hgyere

enn kontrollen.

Isolatnr. Produkt Produsent L. innocua S. aureus
6 Rokelaks E 3,9
8 Rpkelaks | H
12 Rpkelaks | H
14 Rpkelaks | H
21 Rokelaks | H
27 Gravlaks E
30 Gravlaks E
35 Gravlaks E
42 Rpkelaks | D
55 Rgkelaks | D
60 Rgkelaks | E
74 Sushi B
90 Rokelaks | F
95 Rokelaks | F
113 Gravlaks D
153 Sushi A
159 Rokelaks | F
176 Rpkelaks | E
199 Sushi A
202 Sushi A
204 Sushi A
208 Rpkelaks | E
214 Rokelaks | F
227 Gravlaks D
236 Gravlaks D
273 Gravlaks F
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316 Sushi B
358 Sushi C
368 Rokelaks | F
384 Rpkelaks | E
392 Rpkelaks | E
426 Sushi A
461 Sushi C
466 Sushi A
468 Sushi A
Kontroll

De ulike fargekodene i tabell 3 indikerer grad av inhiberende effekt: rgd farge tilsvarer ingen
inhibering med mindre enn 1,0 log reduksjon fra kontrollen av gitt malorganisme, gul farge
indikerer medium inhiberende effekt mellom 1,0 og 3,0 log reduksjon fra kontrollen av gitt
malorganisme, mens grgnn farge indikerer god inhibering og mer enn 3,0 log inhibering fra
kontrollen av gitt malorganisme. De rgde tallene indikerer en giennomsnittlig log-verdi hgyere

enn kontrollen.

Totalt hadde 19 av 35 bakterieisolater (54,3 %) inhiberende effekt mot minimum en av
malorganismene, og 8 av 35 bakterieisolater (22,9%) inhiberende effekt mot flere enn en
malorganisme. Den beste kandidaten til videre screeninger for bruk i biokonservering av
sjsmat er bakterieisolat nr. 461, som har god inhiberende effekt pa alle tre malorganismene.
Andre gode kandidater er bakterieisolat nr. 12, 27 og 30, med spesielt hensyn pa grampositive
bakterier. Bakterieisolat nr. 6 har vist seg a veaere god effekt pa gramnegative bakterier (men
ingen eller middels inhiberende effekt pa grampositive bakterier). Bakterieisolat nr. 199 har
vist god inhiberende effekt pa bade E. coli og S. aureus, men ingen inhiberende effekt pa L.
innocua. Kandidater som har gitt darlige resultat under denne screeningen med ingen

inhiberende effekt pa noen av malorganismene er bakterieisolat nr. 204 og 368.
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Med unntak av produsent G ble alle produsentene av produktene rgkelaks, sushi og gravlaks
representert i denne screeningen. For rgkelaks fra produsent D hadde 2 bakterieisolater
inhiberende effekt, produsent E hadde 2 bakterieisolater med inhiberende effekt og 5 isolater
fra produsent H hadde inhiberende effekt. Alle produsentene fra sushi hadde bakterieisolater
med inhiberende effekter, hvorav produsent A hadde 5 bakterieisolater med inhiberende
effekt, produsent B hadde 1 bakterieisolat med inhiberende effekt og produsent C hadde 4
bakterieisolater med inhiberende effekt. Hos gravlaks hadde isolater fra 3 av 5 produsenter
vist inhiberende effekter for malorganismene, hvor 2 bakterieisolater fra produsent D hadde
inhiberende effekter, 5 bakterieisolater fra produsent E hadde inhiberende effekter og 2

bakterieisolater fra produsent F.

4.5. Identifisering av melkesyrebakterier

Etter PCR ble bakterieisolatene detektert pa 1 % agarosegel, hvor samtlige isolat ga tydelige
band i brennene og negativkontrollen var negativ. Fgr sekvensering ble prgvene kvantifisert,
for & undersgke at de hadde en DNA-konsentrasjon mellom 20-80 ng/ul og A260/A280-ratio
mellom 1,8 og 2,0, som indikerer rene PCR-produkter med god kvalitet (vedlegg 2).
Bakterieisolater med en DNA-konsentrasjon hgyere enn 80 ng/ul ble fortynnet 1:1 med
nukleasefritt vann. Dette var bakterieisolat 21, 27, 30, 35, 55, 74, 204, 316, 426. Siden
bakterieisolatene nr. 8, 95, 199 og 201 hadde verdier tett i underkant av 80 ng/ul og ble ogsa

disse bakterieisolatene fortynnet. Samtlige bakterieisolater hadde renhetstall mellom 1,8-2,0.

Av totalt 35 bakterieisolater var det 30 stykker med hgy nok kvalitet pa DNA til 3 kunne
identifiseres. Resterende bakterieisolat (nr. 12, 30, 60, 90 og 316) fikk ikke
sekvenseringsresultat. Av alle identifikasjonene ble totalt 29 isolater identifisert som
Carnobacterium sp. og et bakterieisolat ble identifisert som Leuconostoc sp. Samtlige
bakterieisolater ble identifisert med minimum 99,5 % sannsynlighet for riktig identifikasjon og
en E-verdi pa 0,0. For rgkt laks ble det identifisert 14 Carnobacterium sp. og 3 manglet
sekvenseringsresultat (vedlegg 3 tabell 3). For sushi ble det identifisert 9 Carnobacterium sp.,
1 Leuconostoc sp. (bakterieisolat 358) og et manglet sekvenseringsresultat (bakterieisolat nr.

316) (vedlegg 3 tabell 4). Samtlige bakterieisolater fra gravlaks ble identifisert som
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Carnobacterium, med unntak av et bakterieisolat (nr. 30) som ikke fikk identifikasjon (vedlegg

3 tabell 5).

63FE72 14 Jroykelaks
NR 044706.2 Carnobacterium divergens strain DSM 20623 16S ribosomal RNA partial sequence
63FE7321 Jroykelaks
63FE74 27 graviaks
63FE80 74 Jsushi
63FE82 95 ]raykelaks
63FE86 176 ]roykelaks
63FE87 199 Jsushi
63FE88 202 Jsushi
63FE89 204 Jsushi
63FE90 208 Jsushi
63FE9L 214 sushi
63FE93 236 | gravlaks
63FE94 273 Jgraviaks
63FEQ7 368 ] raykelaks
70 63FE99 392 Jroykelaks
63FF00 426 Jsushi
63FF03 468 | sushi
63FE708 roykelaks
63FE77 42 Jgraviaks
63FF02 466 ]sushi
63FF01 461 sushi

90| |63FE98 384 Jroykelaks
63FE92 227 Jgraviaks
63FE85 159 Jroykelaks
68 63FE84 153 sushi
63FE7855 graviaks
63FE76 35 Jgraviaks

100

100

- NR 044710.2 Carnobacterium maltaromaticum strain DSM 20342 16S ribosomal RNA partial sequence
L 63FE696 ]roykelaks

NR 118905.1 Carnobacterium gallinarum strain NCFB 2766 16S ribosomal RNA partial sequence
—— AB596937.1 Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides gene for 16S rRNA partial sequence strain: JCM 1564

NR 040823.1 Leuconostoc lactis strain KCTC 3528 16S ribosomal RNA partial sequence
99 L 63FE96 358 ]sushi

00100

Figur 17: «Neighbour Joining» tre basert pd 16S rRNA sekvensene fra melkesyrebakterier isolert fra reokelaks, sushi og gravlaks.
Refereansesekvensene ble hentet fra NCBI Nucleotid Database. Prosent av 1000 bootstrap-replikater er vist ved
forgreiningene og kun verdier > 50 % er vist. Skalaen indikerer en evolusjonsmessig avstand pa 0,01 nukleotid-substitusjoner
per posisjon. Analysen inkluderte 34 sekvenser over et kontinuerlig strekk pa 828 nukleotider.

Isolatene grupperte seg med de utvalgte referansesekvensene i tre hovedklynger (figur 17).
En klynge inkluderte isolater fra rgkelaks, sushi, gravlaks og referansesekvensen til C.
divergens. Den andre hovedklyngen inkluderte isolater fra rgkelaks, sushi, gravlaks og

referansesekvensen til C. maltaromaticum. Ingen av isolatene grupperte seg med
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referansesekvensen til C. gallinarum selv om mange av treffene i nukletotid-databasen

indikerte likhet med denne arten.

5. Diskusjon

5.1. Vekstegenskaper ved lav temperatur

Av totalt 100 melkesyrebakterier isolert fra spiseferdig sjgmat vokste 93 bakterieisolater ved
15 °C. For at et bakterieisolat skal kunne vaere aktuelt for biokonservering av kjglelagrede
sjsmatprodukter kreves det at de vokser ved lavere temperatur og ma dermed testes under
relevante betingelser (Singh, 2018). Bakterieisolatene som ikke vokste ved 15 °C ble dermed
ekskludert. Matamoros et al. underspgkte 132 bakterieisolater isolert fra diverse
sjpmatprodukter, hvorav 54 isolater kunne vokse ved 15 °C og resterende ble ekskludert
(Matamoros et al., 2009b). Selv om bakterieisolatet ikke vokser kan det likevel tenkes at det
produserer antimikrobielle metabolitter (Jaroni og Brashears, 2000; Amézquita og Brashears,

2002).

Av de 93 bakterieisolater som det ble undersgkt vekstegenskapene hos (ved hjelp av OD-
malinger) var 30 bakterieisolater fra rgkelaks, 41 isolater fra sushi og 22 isolater fa gravlaks.
Resultatene derfra viste seg a veere svaert varierende (figur 5-8), bade med hensyn til OD-
verdien de oppnar og tiden det tar fgr stasjonser fase inntreffer. Veksten hos de ulike
bakterieisolatene kan begrenses, noen i stgrre grad enn andre, av for eksempel faktorer som
produksjon av organiske syrer (hovedsakelig melkesyre, men ogsa eddiksyre i noen tilfeller)
samt begrensninger pa naeringsstoffer. Organiske syrer kan ha en toksisk og antimikrobiell
effekt, selv pa produsenten (de Wit og Rombouts, 1990). Siden det ble malt OD to ganger i
dggnet vil det kun indikere omtrentlig nar de ulike vekstfasene inntreffer. Likevel anses det
som tilstrekkelig antall malepunkter for a gi en indikasjon pa vekstegenskapene hos de ulike

bakterieisolatene.
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5.2. Standardisering av OD mot kimtall for melkesyrebakterier og malorganismer

Det var gnskelig a8 undersgke forholdet mellom OD og kimtall for melkesyrebakteriene, for a
videre basere cellekonsentrasjonen i inokulumet pa OD-malinger. For @ ha reproduserbare
forhold mellom de ulike forsgksoppsettene var det viktig @ oppna et visst forholdstall mellom
melkesyrebakterier og malorganismer, fgr brgnnplateoppsettene. Det vil ikke ngdvendigvis
vaere behov for a vite eksakt konsentrasjon, sa lenge forholdet mellom malorganisme og tilsatt
melkesyrebakterie var konstant. Forsgk pa standardisering ble gjort kun for et utvalg, med
antakelsen at de fleste av bakterieisolatene ville ha like vekstegenskaper. De fire utvalgte
melkesyrebakterieisolatene (figur 9) hadde tilsynelatende like veksthastigheter og ble ansett
som representative for de stammene som ble inkludert i screeningen, i tillegg til at de
representerte alle tre produktene. | dette prosjektet var det ingen kjennskaper omkring
melkesyrebakterieisolatene fra fgr, annet enn produktene de var isolert fra og at de vokste
opp pa MRS Agar ved 25 °C. Bakterieisolater som ble benyttet i andre screening-studier ble
valgt ut med bakgrunn fra tidligere prosjekter, slik at det var generelt mer kunnskap om

isolatene fra start (Leroi et al., 2015; Matamoros et al., 2009a; Wiernasz et al., 2017).

Totalt sett varierte veksten (veksthastighet, lagfase og OD nar stasjonaer fase inntraff) hos alle
bakterieisolatene i mye stgrre grad enn fgrst antatt. For en mer ngyaktig og representativ OD-
verdi, som ogsa ville dekket vekstegenskapene for flere av bakterieisolatene ser en i ettertid
at det var behov for a undersgke forholdet mellom OD og kimtall for flere bakterieisolater enn
bare 4 stykker. Det ble likevel beregnet en OD-verdi som ble brukt til 8 standardisere
startkonsentrasjonen (ca. 108 kde/ml) til melkesyrebakteriene i brgnnplateforsgkene.
Bakterieisolatene brukte imidlertid ulik tid pa @ na denne OD-verdien (0,24 + 0,02). Av den
grunn kunne det veere vanskelig a beregne tidspunkt for at OD-verdien skulle vaere hgy nok til
at melkesyrebakteriene kunne videre inkuberes i brgnnplate. | ettertid kan en tenke at det
burde vaert brukt mer tid pa denne standardiseringen med tanke pa optimalisering av metode,
slik at den kunne blitt brukt videre i andre prosjekter. Det kan ogsa vaere vanskelig a
sammenligne metoden med andre studier som har screenet etter inhiberende effekter, siden
det ikke ser ut til at de har gjort forarbeidet ved a standardisere vekstegenskaper (Saraoui et

al., 2017; Sung-Mee og Dong-Soon, 2009; Tamang et al.,, 2005; Wiernasz et al., 2017).
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Matamoros et al. malte OD etter 48 timer og etter en uke, uten 3 utdype dette noe mer

(Matamoros et al., 2009b).

| et annet pagaende prosjekt ble de samme bakterieisolatene benyttet (nr. 27, 60, 90, 204,
273 og 152), og samme prosedyre for standardisering av OD mot kimtall ble benyttet.
Resultatet var tilnaermet likt som resultatet i denne oppgaven. Dette kan tyde pa at forholdet
mellom OD og kimtall stemmer overens for flere av bakterieisolatene (upubliserte data). Selv
om tiden varierer fgr de ulike bakterieisolatene nar gitt OD-verdi (0,24 + 0,02), indikerer
resultatene at det er et brukbart forholdstall mellom OD og kimtall. Det finnes ogsa verktgy i
form av nettbaserte kalkulatorer for @ beregne forholdet mellom OD og kimtall. For a
sammenligne det eksperimentelt oppnadde forholdstallet med etablerte forholdstall for E.
coli ble en slik kalkulator benyttet. Ifglge kalkulatoren er en OD-verdi pa 0,24 tilsvarende
1,92*108 kde/ml (Bacterial cell number (OD600), u.d.). Dette samsvarer med den gnskede
konsentrasjonen pa 108 kde/ml. P4 grunn av varierende forhold mellom OD og kimtall for

malorganismene (resultater ikke vist) ble denne kalkulatoren benyttet for malorganismene.

5.3. Testing av selektive medier til malorganismene ved bruk av spotting

Spotting er en enkel, effektiv og ressursbesparende metode for a estimere kimtall (Thomas et
al., 2015). Metoden vil spare antall agarskaler benyttet, sammenlignet med tradisjonell
utstryksmetode, ved a ha flere fortynninger pa samme agarskal (Strahsburger et al., 2016).
Dermed vil en fa kvantifisert et stort antall prgver pa kort tid. Deteksjonsgrensen vil heller ikke
endres sammenlignet med vanlig utstryksmetode, og i dette tilfellet var grensen < 2,3 log
kde/ml (Sieuwerts et al., 2008; Wiernasz et al., 2017). Spotter med over 50 kolonier ble angitt
som overgrodde (Wiernasz et al., 2017), og dette viste seg a veere greit a kvantifisere for de

ulike agarene som ble benyttet i denne oppgaven.

Spottingen av melkesyrebakterier pa MRS Agar, L. innocua pa Brilliance Listeria Agar tilsatt
supplement, L. innocua og S. aureus pa BHI Agar fungerte optimalt og uten problemer. Det var

for eksempel ingen problemer ved at koloniene flgt utover og i hverandre, dette ogsa etter
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den gitte inkuberingstiden. Kontrollen av L. innocua pa selektiv agar mot BHI Agar fungerte
ogsa godt, og det var ikke signifikante forskjeller mellom kimtallene, henholdsvis 9,4 + 0,5 log
kde/ml og 9,4 + 0,4 log kde/ml (p<0,05). Melkesyrebakteriene vokste frem etter omtrent 5
d@gn og L. innocua varierte mellom 1-2 dggn. Ifglge Thomas et al. var det ikke ngdvendig a
tgrke skdlene fgr spotting (Thomas et al., 2015). | dette forsgket ble det likevel valgt a tgrke
skalene (37 °Ci én time) for & hindre utflyting av spottene. Det ble erfart at ved spotting av E.
coli pa VRBA var det helt essensielt at agarskalene var tgrre nok fgr spottingen, hvis ikke ville
spottene flyte utover og i hverandre. Dette viser det at t@rketid og tgrking generelt vil variere
ut fra agar (Sieuwerts et al., 2008; Thomas et al., 2015). En annen utfordring ved spottingen
av E. coli var inkuberingstiden, som ikke matte veere for lang fgr prgvene ble kvantifisert. En
inkuberingstid mellom 18-24 timer fungerte bra, men burde ikke overskride dette for a unnga
at koloniene vokste sammen. Pa BHI Agar kunne det vaere vanskelig a skille mellom koloniene
av E. coli, da ogsa disse hadde en tendens til 38 vokse over i hverandre. Likevel var det greit
med noe & sammenligne malorganismen spottet pa selektiv agar med. Kimtallene for
kontrollene av E. coli endte opp med like kimtall pa 8,8 + 0,3 log kde/ml pa selektiv agar og 8,5
+ 0,7 log kde/ml pa BHI Agar (p<0,05).

Spottingen av S. aureus pa Baird Parker Agar ga mange utfordringer. For det fgrste var det litt
utfordrende @ bestemme inkuberingstid fgr kvantifisering, og av den grunn ble ulike
avlesningstider testet. Det var ngdvendig a inkubere en viss tid for a fa synlige kolonier og ved
ferste kvantifisering ble mest sannsynlig spottene forsgkt kvantifisert litt for tidlig (omtrent 18
timer). lkke fgr etter omtrent et dggn kom koloniene tydeligere frem. For 3@ undersgke om
kvantifiseringen ble lettere ble det forsgkt & benytte Baird Parker Agar uten tilsatt
supplement, siden supplementet (som inneholder eggeplomme) gjorde agaren uklar.
Resultatet herfra gjorde at mediet ikke ble selektivt nok og de typiske svarte koloniene var
ikke lengre svarte. Dette skyldes at supplementet er tilsatt telluritt, og uten denne tilsetningen
vil ikke S. aureus omdanne telluritt til tellurium, som er det som gir de sorte koloniene
(Niskanen og Aalto, 1978). Mange av spottene med melkesyrebakterier i co-kultur med S.
aureus bar ogsa preg av en gra sone. Dette sa ikke ut til & veere tilfellet hos kontrollen med S.

aureus alene, og dermed ga dette mistanke om at ogsa melkesyrebakteriene kunne vokse pa

denne selektive agaren. Vekstegenskapene hos melkesyrebakteriene ble undersgkt, og det
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viste seg at de fgrst danner en gra sone (bilde 7), for sa a8 danne enkeltkolonier pa BPA (bilde
8). Av den grunn var det svaert vanskelig 3 avgjgre hvilke bakterier som hadde vokst opp,
melkesyrebakterier eller S. aureus. Det var tilsynelatende to typer kolonier som vokste opp,
store svarte og sma svarte. Det kan tenkes at den ene typen kolonier vil veere
melkesyrebakterier og den andre S. aureus, men det ble likevel erfart at kontrollen med S.
aureus hadde begge typene kolonier. Mediet som velges vil kunne pavirke resultatene (Leroi
et al., 2015), noe det ser ut gjort her i stor grad. Det var betydelig forskjell i veksten av S.
aureus pa selektiv agar (5,7 + 1,8 log kde/ml) mot vekst pa BHI Agar (9,0 + 0,4 log kde/ml).
Dette indikerer at S. aureus hadde bedre vekstforhold pa BHI Agar. Stressede celler som er
subletalt skadde vil vise lavere eller underestimere populasjonen nar de blir spottet pa et
selektivt medie, kontra et generelt. Stressede celler kan skyldes temperatursenkningen

(Montville og Matthews, 2013, s. 9).

Totalt sett er det flere momenter som tyder pa at spotting pa BPA ikke var en optimal metode,
og det skulle vaert vurdert a endre den selektive agar for S. aureus pa et tidligere tidspunkt. Et
selektivt medie for S. aureus baserer seg pa flere faktorer som salttoleranse, produksjon av
hemotoksin, evne til 3 aerobt omdanne telluritt til tellurium, produksjon av gule pigment,
fermentering av mannitol og reaksjoner omkring eggeplomme. Til tross for alle disse faktorene
vil ingen, enten alene eller i kombinasjon, kunne garantere for fullstendig selektivitet
(Niskanen og Aalto, 1978). llbdack undersgkte vekst pa Baird Parker Agar for tre ulike
blandingskulturer, hvor resultatet viste til flere falsk positive prgver i de ulike kulturene. Den
ene blandingskulturen hadde 5 falsk positive prgver, hvorav melkesyrebakterien L. plantarum
var en av mikroorganismene i kulturen (llback, 2017, s. 14). Selv om melkesyrebakterier ikke
ble undersgkt alene indikerer dette likevel at selektiviteten pa agaren ikke ngdvendigvis er
god nok. | tilfellet under denne oppgaven ser det ikke ut til & virke selektivt nok med hensyn
til melkesyrebakteriene, samtidig som at vekstforholdene ikke er saerlig gode med hensyn til
lavere kimtall pa selektiv agar kontra pa BHI Agar. Andre selektive agar for malorganismen
som kunne veert forsgkt a benytte er Aureus ChromoSelect Agar og Azide Blood Agar (Sigma

Aldrich, u.a.).
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5.4. Screening etter inhiberende egenskaper mot malorganismene

Screening etter inhiberende effekter hos malorganismene L. innocua, E. coli og S. aureus ble
utfgrt ved bruk av beriket fiskejuice som medie tilsatt i 96-br@gnnsplater. Deretter ble det tilsatt
en co-kultur av melkesyrebakterier og malorganisme, og inkubert i 96 timer ved 15 °C. Denne
metoden gir en kjapp, men presis sammenligning av inhiberende effekter av co-kultur mot
kontrollen (Wiernasz et al., 2017). Av totalt 100 bakterieisolater ble 35 isolater screenet etter
inhiberende effekter. Utvalget ble basert pa bakterieisolater med like vekstegenskaper.
Samtlige melkesyrebakterieisolater oppnadde et hgyt kimtall ved dyrking i fiskejuice i
brgnnplater (mellom 6,13*107 og 2*10%° kde/ml) (figur 12, 14 og 16). Andre studier har basert
utvalget pa morfologi, gassproduksjon fra glukose, veksttemperatur og fermentering av
karbohydrater (Pilet et al., 1995), og feno- og genotypiske analyser (Brillet et al., 2004). Alle
resultatene i screeningen er basert pa gjennomsnitt av fire paralleller. Standardavvikene viser
at det er liten variasjon mellom parallellene i hver gruppe (figur 11, 13), med unntak for S.
aureus (figur 15). Som kontroll ble bade malorganisme alene og melkesyrebakterie alene i
hvert prgveoppsett under screeningen. For malorganismene ble det oppnadd pa fglgende
kimtall; 2,5*%10° kde/ml (L. innocua), 6,3*108 kde/ml (E. coli) og 5,0¥10° kde/ml (S. aqureus). |
et sammenlignbart forsgk ble det oppnddd en konsentrasjon pa 1,3*10% kde/ml for L.
monocytogenes tilsatt med tilsvarende startkonsentrasjon som i denne oppgaven (Wiernasz
et al., 2017). Det laveste oppnadde kimtallet for melkesyrebakteriene var 6,3*107 kde/ml.
Dette viser at observerte inhiberende effekter ikke skyldes fraveaer av verken malorganisme
eller melkesyrebakterier, der det er fullstendig eller ingen inhiberende effekt. Saraoui et al.
malte konsentrasjoner p& melkesyrebakteriene L. piscium og C. divergens pa henholdsvis 108

og 10° kde/g etter en uke (Saraoui et al., 2017).

Grad av inhiberende effekter ble delt inn i tre grupper, hvor en god inhiberende effekt av
malorgansime ble definert som en reduksjon pa mer enn 3,0 log kde/ml, medium inhiberende
effekt ble definert som en reduksjon mellom 1,0-3,0 log kde/ml og ingen inhiberende effekt
ble definert som en reduksjon pa mindre enn 1,0 log kde/ml reduksjon. Disse verdiene hadde
utgangspunkt i Wiernasz et al., som beskriver en reduksjon pa 4,0-4,5 log kde/ml som sterk

inhiberende effekt (Wiernasz et al., 2017).
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| screeningen etter inhibering av L. innocua hadde 13 av 35 melkesyrebakterieisolater god
inhiberende effekt (37,1 %) (figur 11). Av disse hadde 9 bakterieisolater fullstendig
inhiberende effekt og en reduksjon pa minimum 7,1 log kde/ml. For a bekrefte resultatene
hos de med fullstendig inhiberende effekt ble screeningene gjentatt med samme resultat.
Melkesyrebakteriene som ble screenet i denne oppgaven hadde en hgyere andel av
bakterieisolater med inhiberende effekter enn andre studier. Amézquita og Brashears
screenet 49 melkesyrebakteriestammer isolert fra spiseferdige kjgttprodukter, hvor de 3 mest
inhiberende stammene hadde en reduksjon pa log 3,5. Co-kulturen med melkesyrebakterier
og L. monocytogenes ble inkubert ved 5 °C og lagringsforlgpet gikk over 28 dager (Amézquita
og Brashears, 2002). Av de 52 stammene som ble screenet for inhiberende effekt av L.

monocytogenes viste alle stammene en liten inhibering (Matamoros et al., 2009b).

| screeningen etter inhibering av E. coli hadde 6 av 35 melkesyrebakterieisolater (17,1 %) god
inhiberende effekt (figur 13), med en reduksjon mellom log 3,3 og log 4,3. Bakterieisolat nr.
368 hadde hgyere kimtall enn kontrollen for screening etter inhibering av E. coli. Dette
forspket skulle vaert gjentatt for a sjekke om det var en synergistisk effekt eller om det hadde
skjedd en feil. Sannsynligheten for sistnevnte er stor, med tanke pa de sma volumene som
benyttes sa ville ikke en eventuell feil ha syntes. Under screeningen etter inhiberende effekter
av flere ulike malorganismer, utfgrt av Wiernasz et al., var ogsa noen av resultatene der

hgyere for malorganisme i co-kultur sammenlignet med kontrollen (Wiernasz et al., 2017).

| screeningen etter inhibering av S. aureus hadde 8 av 35 melkesyrebakterieisolater fullstendig
inhibering (figur 15) (22,9 %), dette tilsvarer en reduksjon pa minimum 3,4 log kde/ml.
Forsgkene med disse bakterieisolatene, samt bakterieisolatene som hadde hgyere kimtall enn
kontrollen burde veert gjentatt. Samtidig var det sa mange usikre momenter i henhold til
metoden for kvantifisering av S. aureus slik den ble utfgrt, at i fgrste omgang sa bgr
prioriteringen ligge ved at metoden ma optimaliseres. Resultatene ma dermed tolkes med
forsiktighet for inhiberende effekt av S. aureus. Likevel vil en fa et forholdstall hvor kontrollen
har hgyere kimtall enn hos kimtall for melkesyrebakterier i co-kultur. Screeningene bgr likevel

etterprgves.
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Totalt hadde 19 av 35 bakterieisolater (54,3 %) inhiberende effekt mot minimum en av
malorganismene, og 8 av 35 bakterieisolater (22,9%) inhiberende effekt mot flere enn en
malorganisme. Som eneste bakterieisolat viste nr. 461 seg for a ha god inhiberende effekt mot
alle tre malorganismene, som ogsa viser til en bred inhibering av bade grampositive og
gramnegative bakterier. Wiernasz screenet totalt 35 bakterieisolater fra produktene kaldrgkt
laks, fersk laks, makrell, brosme og reker, hvor samtlige hadde inhiberende effekter. Ved
videre screeninger ble 6 stammer av melkesyrebakterier valgt ut som biokonserverende

stammer, til bruk i laks- og torskeprodukter (Wiernasz et al., 2017).

Melkesyrebakteriene i screeningen var isolert fra produkter av rgkelaks, sushi og gravlaks fra
flere produsenter (A-G), og med unntak av produsent G for rgkelaks var alle produsentene
representert i utvalget. For rgkelaks fra produsent D hadde 2 bakterieisolater inhiberende
effekt, produsent E hadde 2 bakterieisolater med inhiberende effekt og 5 isolater fra
produsent H hadde inhiberende effekt. Alle produsentene fra sushi hadde bakterieisolater
med inhiberende effekter, hvorav produsent A hadde 5 bakterieisolater med inhiberende
effekt, produsent B hadde 1 bakterieisolat med inhiberende effekt og produsent C hadde 4
bakterieisolater med inhiberende effekt. Hos gravlaks hadde isolater fra 3 av 5 produsenter
vist inhiberende effekter for malorganismene, hvor 2 bakterieisolater fra produsent D hadde
inhiberende effekter, 5 bakterieisolater fra produsent E hadde inhiberende effekter og 2
bakterieisolater fra produsent F. Ut fra dette ser det ut til at produsent H av rgkelaks,
produsent A fra sushi og produsent E av rgkelaks er de produsentene som har bakterieisolater

med flest inhiberende effekter, av de bakterieisolatene som har blitt screenet hittil.

Det melkesyrebakterieisolatet som virket mest lovende blant de som ble screenet var
bakterieisolat nr. 461. Dette bakterieisolatet er ogsa det eneste med god inhiberende effekt
mot alle tre malorganismene, og dermed kan det tyde pa at det virker inhiberende mot bade
grampositive og gramnegative bakterier. Bakterieisolat nr. 273 ser ogsa ut til 8 ha en bred
inhibering av bade grampositive- og gramnegative bakterier. Den har god inhiberende effekt

pa bade E. coliog S. aureus, men kun middels effekt pa L. innocua. Siden metoden for S. aureus
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ikke fungerer optimalt og bakterieisolatet vokser i co-kultur pa Baird Parker Agar kan det veere
at den kun har god inhiberende effekt pa E. coli. Dermed kan det veaere at resultatet ser ut til

a vaere bredere enn det ngdvendigvis er.

Bakterieisolat nr. 6 har god inhiberende effekt pa gramnegative bakterier. Generelt sett er
bakteriosinproduserende melkesyrebakterier mer effektive pa grampositive bakterier kontra
gramnegative. Likevel har en rekke studier lyktes med a inhibere den gramnegative bakterien
E. coli (Brashears, Reilly og Gilliland, 1998; Nigam et al., 2012; Smith et al., 2005; Sparo et al.,
2013). Inhiberingen kan skyldes at noen celler har blitt skadd under for eksempel senkningen
i temperatur. Andre inhiberende effekter som virker inhiberende pa gramnegative bakterier
er produksjon av organiske syrer, diacetyl og hydrogenperoksid. Sistnevnte vil vaere med pa a
gke permeabiliteten i membranen til cellen, slik at bakteriosiner lettere kan trenge inn (Singh,

2018).

Til slutt bgr det nevnes at dette kun var fgrste screening, i en prosess som involverer mange
tester for a finne isolater som kan benyttes til uttesting av biokonserverende effekter i
sjgmatprodukter. Videre ma det utfgres flere tester mot ulike miljgfaktorer og
prosesseringsbetingelser, hvor de som er mest aktuell blir tatt med videre (Leroi et al., 2015;
Rodgers, 2001). Det bgr nevnes at et melkesyrebakterieisolat kan vaere aktuell selv om den
ikke inhiberer alle malorganismene, og god inhiberende effekt pa én av malorganismene er
ogsa bra. Eksempler pa videre screeninger som vil veere aktuelle er a senke temperaturen
ytterligere og ned til kjgleskaptemperatur, undersgke forringelsespotensialet, hvordan
bakterieisolatene vil pavirke sensorisk matproduktet de skal tilsettes i, samt undersgke om
bakterieisolatene har evnen til 3 inhibere flere malorganismer. Bakterieisolat nr. 14, 204 og
368 hadde ingen inhiberende effekt mot noen av malorganismene, og bakterieisolat nr. 60,
74,90, 95, 113, 176, 208, 214, 236384, 426 hadde enten medium eller ingen inhiberende mot
malorganismene som ble benyttet i denne oppgave. Disse ville dermed vaert gode kandidater
for a undersgke inhiberende effekter av andre malorganismer, og b@r nok ikke tas med i videre

screeninger i forbindelse med inhibering av L. innocua, E. coli og S. aureus. Videre arbeid vil
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ogsa omhandle a screene de resterende 58 bakterieisolatene, som ikke ble screenet i dette

prosjektet.

5.5. Identifisering av melkesyrebakteriene

Isolatene som ble benyttet til screening hadde ukjent identitet fgr screeningen startet, men
ble likevel valgt a undersgke for inhiberende egenskaper. Videre var det gnsket a identifisere
de ulike bakterieisolatene, for a se hvilke arter de var, og om det var stor variasjon mellom
artene og variasjon mellom arter identifisert fra de ulike produktene. Det ble benyttet 16S
rRNA som genetisk markgr. Fordelen ved bruk av denne markgren er at den er universell,
siden den finnes i alle bakterier (Janda og Abbott, 2007; Madigan et al., 2012, s. 485). 16S
rRNA inneholder ni hypervariable regioner, som demonstrerer diversitet mellom ulike
bakteriearter og kan brukes for identifikasjon av slekter eller arter (Van de Peer, Chapelle og
De Wachter, 1996). De ulike regionene vil ha ulik grad av mangfoldet i sekvensene til ulike
arter, som betyr at ingen regioner vil kunne veere i stand til a skille mellom alle bakterier
(Chakravorty et al., 2007). Dette betyr at valg av regioner som ble amplifisert (V3-V4) vil kunne
pavirke resultatet. Saraoui et al. brukte ogsa primere som amplifiserte V3-regionen, med en
identifikasjon pa slektsniva (Saraoui et al., 2017). Balcazar et al. benyttet primere som
amplifiserer V1-V2, som egner seg for a skille mellom neert beslektede arter av

melkesyrebakterier (Balcazar et al., 2007).

Resultatene fra kvantifiseringen viste at DNA-et i alle prgvene var av god kvalitet, da
A260/A280-ratio 13 innenfor tilfredsstillende omrade med verdier mellom 1,8 og 2,0 (vedlegg
2) (Scientific, u.a.). Likevel var det 5 prgver som ikke fikk sekvenseringsresultat, til tross for det
ble isolert DNA, som bade hadde god DNA-kvantitet og -kvalitet. Av den grunn er det ingenting
som tilsier at det skal vaere problemer med isolatene. For isolatene som ble sekvensert ble 29
isolater identifisert som Carnobacterium sp. og 1 identifisert som Leuconostoc sp (vedlegg 3).
At forekomsten av Carnobacterium er sa hgy samsvarer med at Carnobacterium er en
melkesyrebakterieslekt som ofte blir funnet i kjglte sjpmatprodukter, da den vokser ned til 0
°C, bade i vakuum- og i modifisert atmosfaerepakkede produkter og ved tilstedevaerelse av

andre konserveringsmidler (Hammes og Hertel, 2006, s. 379; Pilet og Leroi, 2010, s. 7).
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Carnobacterium dominerte ogsa av melkesyrebakteriene tilstede (101/155) i kaldrgkt laks.
Etter 2 ukers lagringstid ved 8 °C var ogsa L. farciminis, L. sakei og L. alimentarius tilstede (Leroi
et al., 1998). Dette kan forklare hvorfor forekomsten ogsa er sa hgy hos produktene rgkelaks,
sushi og gravlaks. Denne hgye forekomsten av kun én slekt, kan ogsa skyldes at det ble
screenet bakterieisolater med relativt lik vekst. Ved screeninger av resterende
bakterieisolater, med mer ulik vekst kan det tenkes at ogsa det ville veert stgrre variasjoner i
arter. Tidligere er det identifisert arter av Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc og Weisella i rokelaks og gravet grret (Leroi et al., 1998; Matamoros
et al., 2009b; Truelstrup Hansen og Huss, 1998; Paludan-Miiller et al., 1998; Gonzalez-
Rodriguez et al., 2002; Lyhs, Korkeala og Bjorkroth, 2002). Av fire ulike stammer ble
Leuconostoc gelidium ansett som den beste stammen bruk til biokonservering i reker, hvor de
andre stammene var Lactococcus piscium, Lactobacillus fuchuensis og C. alterfunditum
(Matamoros et al., 2009a). Sushi er et komplekst produkt, slik at en skulle trodd at det var
st@grre variasjoner enn ett isolat av Leuconostoc sp. og resterende isolater tilhgrende
Carnobacterium sp. (vedlegg 3 tabell 3). Hoel et al. identifiserte melkesyrebakteriene Weisella
sp., Enterococcus sp., Carnobacterium sp. og Lactobacillus sp. i sushi ved hjelp av
kulturuavhengig metode. Lactobacillus sp. ble kun identifisert fra sushi lagret ved 20 °C, mens
de andre melkesyrebakteriene ble identifisert fra lavere temperaturer (Hoel, Jakobsen og
Vadstein, 2017). Den fylogenetiske analysen av de oppnadde 16S rRNA sekvensene som ogsa
inkluderte referansesekvenser viste at melkesyrebakteriene grupperte seg i tre hovedgrupper
i det fylogenetiske treet. Bootsrap-testing bekreftet treets robusthet da de oppnadde
verdiene var > 68 % for de tre hovedgruppene. Analysen basert pa de oppnadde sekvensene
indikerer at melkesyrebakteriene tilhgrer artene C. divergens, C. maltaromaticum og L. lactis.
For en sikrere identifikasjon pa artsniva ville det vaere interessant a ogsa sekvensere V1-V2

regionen for disse isolatene (Balcazar et al., 2007).

Carnobacterium produserer blant annet bakteriosinet carnobacteriosin som hovedsakelig er
aktiv mot L. monocytogenes, i tillegg til andre melkesyrebakterier (Calo-Mata et al., 2008). Ut
fra resultatene stemmer ogsa dette da L. innocua er den malorganismen som ble inhibert av
flest melkesyrebakterier, sammenlignet med de andre malorganismene. Carnobacterium

produserer ogsa acetat som L. monocytogenes er sensitiv mot (Nilsson et al., 2005). Det kan
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tenkes at ogsa L. innocua er sensitiv mot acetat, og dette kan veere en av arsakene til at
melkesyrebakteriene har god inhiberende effekt og sa mange som 9 bakterieisolat ble
fullstendig inhibert pa Brilliance Listeria Agar tilsatt supplement. En annen inhiberende
komponent er diacetyl, som produseres av melkesyrebakterier ved tilstedeveerelse av
oksygen. Den antimikrobielle aktiviteten virker giennom oksidativ skade pa proteiner og som
tidligere nevnt sa gker den permeabiliteten i cellemembranen (Singh, 2018). | tillegg fungerer
melkesyrebakterier som gode konkurrenter og kan dermed hindre veksten hos andre

bakterier (Kao og Frazier, 1966).

Til tross for at 29 av 30 bakterieisolater ble identifisert som Carnobacterium sp., ser det ut til
a ligge store variasjoner med hensyn til inhiberende effekt innad i arten. Med hensyn til de
bakterieisolatene som ikke fikk identifikasjon, viste nr. 12, 30 og 316 seg til a virke spesielt

lovende. Disse bgr det jobbes videre med for a fa identifisert dem.

Selv. om Carnobacterium kan ha inhiberende effekter mot malorganismer bgr
forringelsesstatusen tas hensyn til. Denne har variert ut fra ulike studier og er fremdeles under
diskusjon (Groth Laursen et al., 2005). C. maltaromaticum ble ansett som den bakteriearten
med stgrst forringelsespotensiale i et forsgk gjort pa bade torske- og laksejuice. | forsgket
produserte C. maltaromaticum en del lukter som ikke er typiske for sjgmat, eksempelvis lukt
av «skarpe fptter» og banan. Likevel var nivaet av forringelse innenfor en akseptabel grense
(Wiernasz et al., 2017). C. divergens har ogsa blitt ansett som en svak forringer (Leroi et al.,
2015). Selv om tidligere studier har vist varierende resultat ma det likevel undersgkes for
Carnobacterium-stammene benyttet i denne oppgaven, i tillegg til de produktene det skal
tilsettes i (Leroi, 2010). Stammer av Leuconostoc gelidium har hindret to ulike batcher i a
forringe reker. Det ble heller ikke lagt merke til endringer i den sensoriske kvaliteten etter en

uke (Matamoros et al., 2009a).
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6. Konklusjon

Totalt 93 av 100 melkesyrebakterieisolater fra de spiseferdige, kjplelagrede
sjsmatproduktene rgkelaks, sushi og gravlaks vokste opp ved 15 °Ci MRS-buljong. Av utvalget
pa 35 melkesyrebakterieisolater som ble screenet viste hadde 13 bakterieisolater en god
inhiberende effekt (>3,0 log reduksjon i kimtall sammenlignet med om malorganismen vokser
alene) mot L. innocua (37,1 %), 6 bakterieisolater en god inhiberende effekt mot E. coli (17,1
%) og 8 isolater fullstendig inhibering av S. aureus (22,9 %). Disse melkesyrebakterieisolatene
vil dermed veaere aktuelle for videre screeninger, med et langsiktig mal om & benytte i
biokonservering av sjgmat. Totalt hadde 19 melkesyrebakterieisolater (54,3 %) inhiberende
effekt mot minimum en av malorganismene, og 8 melkesyrebakterieisolater (22,9%) en
inhiberende effekt mot flere enn en malorganisme. Som eneste bakterieisolat hadde nr. 461
god inhiberende effekt mot alle tre malorganismene, og bakterieisolat nr. 14, 204 og 368
hadde ingen inhiberende effekt. Gjennom en del utprgving til kvantifiseringsmetoden
(spotting) som ble benyttet i forbindelse med screeningen, ble det tilegnet ny kunnskap.
Metodene for spotting av L. innocua, E. coli og melkesyrebakterier fungerte optimalt, men det
var mer problemer omkring spotting av S. aureus og metoden vil kreve mer utprgvinger for a
optimaliseres. Av 35 bakterieisolater ble 29 isolater identifisert som Carnobacterium sp., 1
Leuconostoc sp. (isolert fra sushi) og 5 pr@gver som ikke fikk sekvenseringsresultat. Dette viste
til lite variasjon i bade slekter og forskjeller mellom produktene, men stor variasjon innad i
slekten Carnobacterium spp. i henhold til inhiberende effekt. Totalt 19 av 35
melkesyrebakterieisolater har vist god inhiberende effekt mot minimum en malorganisme, og

disse vil veere aktuelle for videre screeninger.
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Tabell 1: Alle bakterieisolatene benyttet i oppgaven.

Isolatnr. Stav/kokk | Produkt Produsent
1 S Roykelaks | E
6 S Roykelaks | E
7 S Roykelaks | E
8 S Roykelaks H
12 S Reykelaks H
13 S Reykelaks H
14 S Roykelaks | H
21 S Reykelaks H
27 S Gravlaks E
30 S Gravlaks E
35 S Gravlaks E
36 S Gravlaks E
38 S Gravlaks E
42 S Roykelaks | D
44 S Roykelaks | D
45 S Reykelaks | D
55 S Reykelaks | D
60 S Reykelaks | E
63 S Sushi A
67 S Sushi A
68 K Sushi A
74 S Sushi B
75 S Sushi B
88 K Sushi B
90 S Roykelaks | F
93 K Roykelaks | F
95 S Roykelaks | F
105 K Gravlaks D
113 S Gravlaks D
126 K Sushi A
140 S Sushi B
151 K Sushi A
152 K Sushi A
153 S Sushi A
159 S Roykelaks | F
176 S Roykelaks | E
189 K Roykelaks | F
194 S Roykelaks | F
198 S Sushi A
199 S Sushi A
202 S Sushi A
204 S Sushi A
208 S Roykelaks | E
214 K Roykelaks | F

Vedlegg 1 side 1 av 3



221 S Reykelaks | E
227 S Gravlaks D
228 S Gravlaks D
232 S Gravlaks D
236 S Gravlaks D
237 S Gravlaks F
238 S Gravlaks F
246 S Gravlaks F
248 S Gravlaks F
257 S Gravlaks G
258 S Roykelaks |G
259 K Roykelaks |G
260 S Reykelaks |G
265 S Gravlaks F
273 S Gravlaks F
292 S Sushi A
294 S Sushi A
298 S Sushi A
299 K Sushi A
301 S Sushi A
303 S Roykelaks | D
305 S Roykelaks | D
306 S Gravlaks D
309 S Gravlaks D
312 S Gravlaks D
316 S Sushi B
321 S Sushi B
327 S Sushi B
328 S Sushi B
340 S Sushi C
342 K Sushi C
344 S Sushi C
345 S Sushi C
346 S Sushi C
357 S Sushi C
358 S Sushi C
361 S Sushi C
368 S Roykelaks | F
384 S Reoykelaks | E
388 S Reoykelaks | E
392 S Reoykelaks | E
396 S Sushi B
405 K Sushi B
406 K Sushi B
408 S Sushi B
420 S Gravlaks D

Vedlegg 1 side 2 av 3



423 S Gravlaks D
426 S Sushi A
434 S Sushi A
443 S Raykelaks D
452 K Sushi C
455 S Sushi C
457 S Sushi C
461 S Sushi C
466 S Sushi A
468 S Sushi A

Vedlegg 1 side 3 av 3



Vedlegg 2 side 1 av 2

Tabell 2: Kvantifiseringsdata for isolatene, med bdde renhet og konsentrasjon for DNA, f@r sekvensering.

olatr. A260/A280 | Snitt ng/ul
(renhet) (DNA-konsentrasjon)

6 1,88 73,25
8 1,99 79,07
12 1,87 75,66
14 1,85 62,79
21 1,90 84,35
27 1,83 83,43
30 1,89 76,02
35 1,86 90,69
42 1,88 74,82
55 1,90 82,33
60 1,90 74,48
74 1,86 89,64
90 2,01 64,88
95 1,85 76,18
113 1,86 70,04
153 1,84 75,15
159 1,90 66,45
176 1,89 66,68
199 1,90 78,76
202 1,89 79,07
204 1,90 84,17
208 1,92 60,17
214 1,84 59,17
227 1,83 71,00
236 1,90 62,79
273 1,87 67,84
316 1,82 105,69
358 1,86 67,36




368 1,80 64,88
384 1,84 70,54
392 1,92 67,69
426 1,85 89,13
461 1,93 72,73
466 1,91 71,92
468 1,86 71,41

Vedlegg 2 side 2 av 2



Vedlegg 3 side 1 av 3

Tabell 3: Identifisering etter sekvensering av isolatene fra rgkelaks. Inkluderer isolatnummer, identifikasjon, prosentvis

identifikasjon, Query Score angitt i prosent og lengde pd sekvensen. E-verdi hos alle sekvensene var 0.

Isolatnr. | Identifikasjon ID (%) Query score | Sekvenslengde
(%)

6 Carnobacterium sp. (gallinarum) | 99,8 99 880

8 Carnobacterium sp. (divergens) | 99,5 99 1089

12

14 Carnobacterium sp. (divergens) | 99,7 99 1016

21 Carnobacterium sp. (divergens) | 99,9 99 1098

42 Carnobacterium sp. | 99,8 99 1016
(maltaromaticum)

55 Carnobacterium sp. (gallinarum) | 99,8 100 929

60

90

95 Carnobacterium sp. (divergens) | 99,8 100 1030

159 Carnobacterium sp. (gallinarum) | 99,8 99 869

176 Carnobacterium sp. (divergens) | 99,8 99 1042

208 Carnobacterium sp. (divergens) | 99,7 99 987

214 Carnobacterium sp. (divergens) | 99,7 99 985

368 Carnobacterium sp. (divergens) | 99,9 99 1033

384 Carnobacterium sp. 99,9 99 978

392 Carnobacterium sp. (divergens) | 99,7 100 976




Vedlegg 3 side 2 av 3

Tabell 4: Identifisering etter sekvensering av isolater fra sushi. Inkluderer isolatnummer, identifikasjon, prosentvis

identifikasjon, Query Score angitt i prosent og lengde pd sekvensen. E-verdi hos alle sekvensene var 0.

Isolatnr. | Identifikasjon ID (%) Query Sekvenslengde
(%)

74 Carnobacterium sp. | 99,5 99 1093
(divergens)

153 Carnobacterium sp. 99,7 100 962

199 Carnobacterium sp. | 99,9 99 955
(divergens)

202 Carnobacterium sp. | 99,9 99 1052
(divergens)

204 Carnobacterium sp. | 99,8 100 1031
(divergens)

316

358 Leuconostoc sp. (lactis) | 99,8 99 986

426 Carnobacterium sp. | 99,9 99 1017
(divergens)

461 Carnobacterium sp. | 100 99 988
(gallinarum)

466 Carnobacterium sp. 99,7 100 1025

468 Carnobacterium sp. | 99,9 100 877
(divergens)




Vedlegg 3 side 3 av 3

Tabell 5: Identifisering etter sekvensering av isolater fra gravlaks. Inkluderer isolatnummer, identifikasjon, prosentvis

identifikasjon, Query Score angitt i prosent og lengde pd sekvensen. E-verdi hos alle sekvensene var 0.

Isolatnr. | Identifikasjon ID (%) Query Sekvenslengde
(%)

27 Carnobacterium sp. | 99,8 99 1034
(divergens)

30

35 Carnobacterium sp. | 99,7 99 1083
(maltaromaticum)

113 Carnobacterium sp. 100 99 474

227 Carnobacterium sp. | 99,6 100 940
(gallinarum)

236 Carnobacterium sp. | 99,8 100 882
(divergens)

273 Carnobacterium sp. | 99,9 99 876
(divergens)




