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Forord

Denne masteroppgaven, pa 30 studiepoeng, er en individuell besvarelse som av-
slutning pa den 2-arige mastergradutdanningen i industriell kjemi og bioteknologi,
ved Norges teknisk-naturvitenskapelige universitet (NTNU). Arbeidet med oppga-
ven utgjorde det fjerde semesteret av utdanningen og ble avsluttet i juni 2020.
Labarbeidet i denne masteroppgaven ble utfgrt pa laboratorier ved Institutt for

bioteknologi og matvitenskap, Akrinn, campus Kalvskinnet, Trondheim.

Etter forberedelser og planlegging hadde belastningsforsgket akkurat kommet i gang
nar COVID19 og pandemien fgrte til et lukket campus og universitet. Det forte til
omorganisering av det praktiske arbeidet, og bare minimum av arbeidet som opprin-
nelig var planlagt ble gjennomfgrt. Det ble feerre uttak i lagringsperioden enn plan-
lagt. Identifiseringsarbeid med bakteriekolonier, samt kvantifisering av Salmonella
med real-time PCR, var ikke gjennomfgrbart i pa grunn av smittevernberedskap
ved NTNU. Instituttet var likevel velvillig til at noe praktisk arbeid kunne utfgres

under streng kontroll.

Jeg vil rette en stor takk til min veileder Lisbeth Mehli for god veiledning og kon-
tinuerlig oppmuntring gjennom hele perioden. Jeg vil ogsa takke medstudenter for
selskap, bade pa og utenfor laboratoriet, samt flere verdifulle diskusjoner. Tilslutt
vil jeg takke familie, venner og kjeereste for deres talmodighet og stotte i alle disse

arene.

Maja Jacobsen

Trondheim, Juni 2020



Sammendrag

Torket frukt og notter har lav vannaktivitet (a,), og de fleste bakterier kan ikke
vokse i slike omstendigheter. Noen matbarne patogene, slik som Salmonella, kan
imidlertid overleve i flere maneder i mat med lav a, ved introduksjon inn i pro-
duktene. Dette kan utgjgre en betydelig risiko for utbrudd av salmonellose. Den-
ne studien ble utfert for a vurdere Salmonella sin evne til a overleve pa tgrkede
kokosterninger, ananasterninger, rosiner og mandler, pavirket av serotype og ino-
kulumkonsentrasjon. Produktene i denne studien ble valgt pa grunn av at de har
ulik kjemisk sammensetning (vann, karbohydrater, fett, proteiner osv.), samt etter

forslag fra en kommersiell akter.

Vannaktiviteten og pH-verdien til alle produktene ble malt, siden dette er faktorer
som kan pavirke overlevelsen av Salmonella. For inokulering ble den mikrobiologis-
ke kvaliteten til produktene undersgkt. Det ble ikke pavist Salmonella i noen av
produktene. De enkelte produktene ble deretter inokulert med hgy og lav konsen-
trasjon (hhv. 6 og 3 log CFU/ml) av bade Salmonella enterica serovar Agbeni og
Salmonella enterica serovar Typhimurium. Etter de hadde fatt tgrke ble prgvene
ble lagret ved 22 °C i totalt 82 dager, og analysert for tilstedevaerelse av bakteriene
etter 33 dager, 61 dager og 82 dager.

S. Typhimurium ble ikke observert i noen av de inokulerte produktene. S. Agheni
ble derimot pavist i mandler (a,, 0.31, pH 6.38) etter 61 dager, men ikke 82 dager.
I kokosterninger (a,, 0.45, pH 6.23) ble S. Agbeni pavist etter 33 dager, men ikke
61 dager. Serotypen ble ikke pavist i ananas (a,, 0.50, pH 4.30) og rosiner (a,, 0.37,
pH 3.87). Det var ikke signifikant forskjell (p < 0,05) pa overlevelsen av Salmonella

fra hgy og lav inokulumkonsentrasjon.

Funnene understreker behovet for a sikre at denne typen produkter ikke inneholder
S. Agbeni, og at kontaminering ikke skjer under prosessering. De viser ogsa at ikke
alle serotyper av Salmonella overlever like godt pa ulike typer torket frukt og natter.
De unike overlevelsesegenskapene til S. Agbeni, sammenliknet med S. Typhimurium,
fremhever behovet for tilstrekkelige strategier som skal forhindre hgyrisiko serotyper

1 matindustrien.
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Abstract

Dried fruits and nuts have a low water activity (a,,) and most bacteria can not grow
under these circumstances. However, some pathogenic bacteria, such as Salmonella,
can survive for months in low-a,, food if they are introduced into the products. If
they are contaminated, these products may pose a risk to consumers. This thesis
examines the ability of Salmonella to survive on dried coconut, pineapple, raisins
and almonds, affected by serotype and inoculum concentration. The products were
chosen based on their differences in chemical composition (water, fats, carbohy-
drates, protein etc.), as well as suggestions from a distributor of these types of

products.

The water activity and pH-value of the products were analyzed, since these are
factors that might affect the survival of Salmonella. Prior to inoculation, there
was a microbiological examination of the products. Salmonella was not detected
in any of the products. The products were then inoculated with a high and low
concentration, respectively 6 and 3 log CFU/ml, of Salmonella enterica serovar
Agbeni and Salmonella enterica serovar Typhimurium. After drying, the inoculated
products were stored at 22 °C for up to 82 days. Salmonella was then enumerated

from the samples three times, after 33, 61 and 82 days.

S. Typhimurium were not observed in any of the inoculated products. S. Agbeni,
on the other hand, were identified in almonds (a,, 0.31, pH 6.38) after 61 days but
not 82 days, and in dried coconut (a,, 0.45, pH 6.23) after 33 days but not 61 days.
S. Agbeni were not found in dried pinapple (a,, 0.50, pH 4.30) and raisins (a,, 0.37,
pH 3.87). There was no statistically significant difference (p < 0,05) in survival of

Salmonella from high and low inoculum concentration.

These findings emphasize the importance of avoiding the contact of these fruits
with contaminated surfaces after processing. They also show that the survival on
these products can be serotype dependent. The unique survival characteristics of S.
Agbeni versus S. Typhimurium highlight the need for adequate strategies to prevent
high-risk serotypes in the food industry.

il



Liste over forkortelser

BHI
CDC
CFU
FHI
LB
MLCB
MSIS
NMKL
OD
PCA
PCR
RVS
TSB
UV/Vis
VBNC

XLD

Brain Heart Infusion

Centers for Disease Control and Prevention
Colony Forming Unit

Folkehelseinstituttet

Luria Bertani

Mannitol Lysine Crystal violet Brilliant green
Meldingssystem for smittsomme sykdommer
Nordisk metodikkomité for nezeringsmidler
Optical Density

Plate Count Agar

Polymerase Chain Reaction
Rappaport-Vassiliadis Soya peptone

Tryptic soy broth

Ultraviolet—Visible spectroscopy

Viable but nonculturable

Xylose Lysine Deoxycholate
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1 Introduksjon

Mattrygghet er viktig og innebaerer at maten vi spiser ikke skal inneholde frem-
medelementer, miljogifter eller smittestoffer som gjor oss syke. Matbaren sykdom
er en av de mest alvorlige helseproblemene i verden, og pavirker bade folkehelse og
utvikling. Selv om det finnes mange patogene bakterier som kan fgre til matforgift-
ningsutbrudd, er det tydelig at infeksjoner forarsaket av Salmonella representerer
en betydelig belastning i bade utviklingsland og utviklede land. Pa verdensbasis an-
slas det at Salmonella er ansvarlig for 80,3 millioner tilfeller av matbaren sykdom
(Majowicz et al., 2010).

Mat med lav a,, (a, < 0,70) ble tidligere ansett som mikrobiologisk trygg, siden
bakterier ikke kan vokse under slike omstendigheter. Denne typen mat har imidler-
tid vist seg a veere innblandet i gkte antall tilbakekallinger og utbrudd av matbarne
sykdommer (Farakos og Frank, 2014; Beuchat et al., 2013; Chitrakar et al., 2019).
Den infeksigse agens i flertallet av disse utbruddene og tilbakekallingene er Salmo-
nella spp. (Farakos og Frank, 2014, s. 3). Tgrket frukt og ngtter er produkter med
lav a,, som har blitt assosiert med utbrudd av Salmonella. Fordi disse produktene
ofte blir spist direkte, eller brukt som ingredienser i annen spiseklar snacks (f.eks.
frokostblandinger, sjokoladebarer osv.), vil kun et lite antall celler veere nok til a

utgjore en risiko for sykdom (Finn et al., 2013a).

De siste arene har det veert en gkende mengde litteratur om overlevelsen til patogene
bakterier i tgrre produkter. Data fra tidligere studier har vist at Salmonella kan
overleve pa ngtter som mandler, peangtter, pekanngtter, valngtter og pistasjngtter
over lengre perioder (Uesugi et al., 2006; Kimber et al., 2012; Beuchat og Mann,
2010; Blessington et al., 2012). Det har ogsa blitt vist at Salmonella kan overleve
lenge pa ulike typer tgrket frukt, som for eksempel kokos, tranebeer, rosiner og
jordbaer (Meedeniya, 2009; Beuchat og Mann, 2014). Disse observasjonene, sammen
med gkte antall utbrudd, understreker behovet for a bedre forsta forholdene som
pavirker overlevelse av Salmonella i torkede frukt- og ngtteprodukter. Det kan gjgres
ved en sakalt belastningsstudie. En mikrobiologisk belastningsstudie er en praktisk
studie for a vurdere oppforselen til gnskede organismer, om de skulle veere til stede
i et produkt. Det innebaerer at man bevisst inokulerer produktet med en organisme.
Produktet blir deretter lagret og testet for disse organismene i lgpet av et bestemt

tidsintervall.



Malet med denne studien er a evaluere overlevelsen av Salmonella pa overflaten av
mandler, tgrket ananas, rosiner og tgrket kokos som er (i) inokulert med to for-
skjellige konsentrasjonsnivaer og (ii) inokulert med to ulike serotyper av Salmonella
enterica: Salmonella Agbeni og Salmonella Typhimurium. Varen 2019 var det et
sykdomsutbrudd i Norge, som stammet fra en tgrket fruktmix, og utbruddet om-
fattet 56 smittetilfeller med Salmonella Agbeni (Mattilsynet, 2020). Det er derfor

interessant a inkludere denne serotypen i belastningsstudien.

S. Agbeni er en sjelden serotype og i perioden 2010-2018 var det kun registrert
fem enkelttilfeller i databasen til nasjonalt referanselaboratorium for enteropatogene
bakterier ved Folkehelseinstituttet (FHI) (Mattilsynet, 2020). Det er ogsa beskrevet
fa utbrudd med denne varianten fra andre land. T 2011 var det 8 tilfeller av S.
Agbeni i Canada fra ukjent kilde (Taylor et al., 2012). T 2017 var det 76 tilfeller
av S. Agbeni i USA knyttet til skilpadder (Koski et al., 2018), og i 2018 var det
7 tilfeller i USA, assosiert med konsum av ra kakemix (Ladd-Wilson et al., 2019).
Salmonella Typhimurium er derimot en vanlig serovariant som utgjor, sammen
med Salmonella Enteritidis, ca. 70% av samtlige ikke-tyfoide isolater av Salmonella
i Norge (Folkehelseinstituttet, 2019).

Noen serotyper av Salmonella er mer utbredt i spesifikke matprodukter enn andre
(Andino og Hanning, 2015). Dette fenomenet er ikke helt forstatt, men flere studier
foreslar at Salmonella reagerer pa en serotypeavhengig mate pa stressfaktorer i
mat, slik som forskjeller i temperatur, kjemikalier og neeringsstoffer (Gonzélez-Gil
et al., 2012; Lianou og Koutsoumanis, 2013; Andino et al., 2014). Produktene i
denne studien ble valgt pa bakgrunn av at de har ulik kjemisk sammensetning
(vann, karbohydrater, fett, proteiner osv.). Valget ble ogsa pavirket av forslag fra
en kommersiell aktgr. Belastningsstudien skal forsgke a gi svar pa om det er forskjell
pa overlevelsen av de to serotypene, hvilke produkter som gir mest optimale forhold
for overlevelse av Salmonella, og hvilken rolle inokulumkonsentrasjonen spiller pa

overlevelsen.



2 Teoretisk bakgrunn

De vanligste infeksjonene som overfgres via nseringsmidler i Norge i dag skyldes
Campylobacter, Salmonella, E. coli, Yersinia og Listeria, i tillegg til de tradisjonelle
matforgiftningsbakteriene Clostridium perfringens, Bacillus cereus og Staphylococ-
cus aureus (Folkehelseinstituttet, 2018). Ikke alle de nevnte bakteriene kan overle-
ve like godt i mat med lav vannaktivitet. Selv om noen sporedannende matbarne
patogener er i stand til a overleve veldig lenge i matvarer med lav vannaktivitet
(f.eks. Bacillus cereus, Clostridium perfringens og Clostridium botulinum), ma dis-
se mikroorganismene formere seg til relativt hgye bestander fgr de er i stand til a
produsere giftstoffer som forarsaker sykdom (Chitrakar et al., 2019). Antall utbrudd
av Salmonella viser at det er denne bakterien som er mest bekymringsverdig i tgrre

matprodukter (Farakos og Frank, 2014, s. 25).

2.1 Salmonella - nomenklatur, sykdom og kjennetegn

Salmonella er en slekt i familien FEnterobacteriaceae, som er en familie av gram-
negative, fakultativt anaerobe og stavformede bakterier. De fermenterer glukose og
andre sukkerarter, reduserer nitrat til nitritt og produserer katalase. Familien in-
kluderer ogsa andre slekter enn Salmonella, slik som Escherichia coli, Proteus spp.,
Klebsiella spp., Citrobacter spp., Shigella spp. og Yersinia spp. (Bennett et al., 2015,
s. 2503). Slekten Salmonella bestar av to arter, Salmonella enterica og Salmonella
bongori. Salmonella enterica er den vanligste arsaken til gastroenteritt (Percival og
Williams, 2013). Arten er delt inn i seks underarter: enterica, salamae, arizonae,
diarizonae, houtenae og indicia (figur 1). Underartene bestar av mer enn 2500 ulike
serotyper som baserer seg pa deres spesifikke antigene struktur. Dette gjgr at sam-
me art kan forarsake ulike symptomer (Gal-Mor et al., 2014; Blackburn og McClure,
2002). S. Enteritidis og S. Typhimurium er de to serotypene som forekommer mest i
Norge (Folkehelseinstituttet, 2019). Hver serotype kan igjen ha flere ulike varianter.
Fagtyping kan brukes til a typebestemme visse bakterier, ved hjelp av de bakteriofa-
gene som lever i dem. Fagtyping kan veere nyttig ved matforgiftningsubrudd, siden

det bidrar til smitteutredning (Humphrey, 2004).



Kingdom — Eubacteria

Phylum — Proteobacteria
Class — Gammaproteobacteria
Order — Enterobacteriales
Family — Enterobacteriaceae
Genus —] Salmonella
1

| |

Species — bongori enterica

Subspecies — enterica salamae arizonae diarizonae houtenae indica
P ) (1 (lla) (Ilb) (V) (V1)

—

Serovars — "Nontyphoidal" "Typhoidal"

Figur 1: Salmonella sin taksonomi og generelle klassifikasjoner. Slekten Salmonella er
klassifisert i arter, underarter og serotyper basert pa White-Kauffman-Le Minor-ordningen. Sero-
typene av Salmonella enterica deles ofte inn i tyfoide og ikke-tyfoide, denne referansemetoden
er imidlertid ikke en del av den offisielle Salmonella-klassifiseringsordningen. (MacKenzie et al.,
2017)

Salmonella kan pavirke et stort antall individer fra en enkelt matkilde (Blackburn
og McClure, 2002, s. 307). De viktigste smittekildene av Salmonella pa verdensbasis
er fjorfekjgtt, svinekjott og egg. Likevell vil bakterien kunne dukke opp i naer sagt
hvilket som helst naeringsmiddel pa grunn av sin evne til a overleve, vokse og spre
seg i miljoet og produksjonskjeden (Granum, 2015, s. 102). Infeksjoner forarsaket av
Salmonella, ogsa kalt salmonellose, kan fore til akutt gastroenteritt, eller sjeldnere

bakteriemi og enterisk feber.

Gastroenteritt er en infeksjon i tykktarmen som vanligvis oppstar 18—48 timer etter
inntak av Salmonella. Sykdomsbildet er preget av diaré, feber og magesmerter. In-
feksjonen er vanligvis selvbegrensende og varer 2-5 dager, men kan i sjeldne tilfeller
veere langvarig og alvorlig. Enterisk feber skyldes blodforgiftning med bakterieinva-
sjon fra tarmen med S. typhi eller S. paratyphi A, B og C (Percival og Williams,
2013, s. 209-222). I motsetning til alle Salmonella-variantene som gir opphav til
salmonellose er S. typhi og S. paratyphi spesifikt patogene for mennesker. Smit-
ten vil derfor alltid komme direkte eller indirekte fra en person (Granum, 2015,
s. 108). Tyfoidfeber og paratyfoidfeber kan gi et likt sykdomsbilde, men tyfoidfe-
ber er mer alvorlig grunnet hgyere dodelighetsrate (Percival og Williams, 2013, s.
209-222).



Alle tilfeller av salmonellose har veert nominativt meldepliktig til Meldingssystem
for smittsomme sykdommer (MSIS) siden 1975 (Folkehelseinstituttet, 2019). De for-
bedrede metodene for a undersgke matbarne sykdommer, sammen med fremskritt
i samlingen og delingen av matforgiftningsstatistikker mellom land, har hjulpet a
identifisere kildene til mange av disse organismene. Dette har ogsa tydelig vist at
Salmonella er en av de viktigste arsakene til matbarne sykdomsutbrudd pa verdens-
basis (Blackburn og McClure, 2002, s. 307).

2.2 Salmonella sin overlevelse i produkter med lav vann-

aktivitet

Torking er en tradisjonell metode som i lang tid har blitt brukt til preservering
av mat, siden lavere vanninnhold gir lengre holdbarhet (Finn et al., 2013a). Til-
gjengeligheten av vann til mikroorganismer i naeringsmidler blir uttrykt ved hjelp
av a,. Verdien gis som forholdet mellom vanndamptrykket over en prgve (p) og
vanndamptrykket over rent vann (py), ved en gitt temperatur (formel 1) (Coultate,
2016, s. 400).

(= P/Po (1)

Vannaktiviteten er viktig fordi den er med pa a kontrollere mikrobiologisk vekst.
Mikroorganismer stiller ulike krav til a,, for a kunne vokse, og generelt vil lav a,, i en
matvare gjore levevilkarene vanskelige. Bakterier, sopp og mugg kan ikke formere
seg i produkter hvor a, er under deres minimumskrav (Coultate, 2016, s. 401).
Salmonella vil ikke vokse i mat med en a,-verdi under 0,93 (Bailey et al., 2009).
Selv om mikroorganismer ikke kan formere seg ved lav a,,, vil vegetative celler og
sporer kunne forbli levedyktige i flere maneder dersom de blir introdusert inn i

ravarene (Beuchat og Mann, 2014).

Pa grunn av lav vannaktivitet (a,) har tegrkede produkter hatt et relativt godt
rykte med hensyn pa mattrygghet. Enkelte patogene bakterier har imidlertid ev-
nen til a overleve i tgrre omgivelser i lengre perioder. Betydelig mattrygghetsrisiko
vil derfor kunne oppsta dersom det skjer en forurensning etter et dgdelig proses-
seringstrinn. Dette gjelder spesielt for mat som spises direkte, uten noen form for
varmebehandling eller ekstra inaktiveringstrinn, slik som for eksempel torket frukt
og ngtter. Flere av de rapporterte matbarne utbruddene forbundet med mat med
lav a,, involverer Salmonella (Farakos og Frank, 2014). I en undersgkelse, angaende

forurensning av Salmonella 1 mat med lav a,, rapporterte Podolak et al. (2010)



at darlig saniteerpraksis, lite fasiliteter, darlig utstyrsdesign, feil ved vedlikehold og

darlig kontroll av ingredienser er hovedarsakene til kontaminering.

Den estimerte infeksjonsdosen av Salmonella er dokumentert til a veere sveert va-
rierende. Det er stor sannsynlighet for infeksjon fra doser > 10°, men fra mat som
inneholder et hgyt innhold av fett og/eller protein (f.eks. sjokolade og ost) kan det
skje en infeksjon ved inntak av < 10 til 100 celler (Teunis et al., 2010). En frivillig-
hetsstudie indikerte at smittedosen for 5 ulike serovarer av Salmonella var 10°-10°
organismer (Kothary og Babu, 2001). Fra tidligere utbrudd av Salmonella fra sjoko-
lade, som har et hgyt fettinnhold, har det blitt dokumentert at lave mengder celler
var til stede i de forurensede produktene (Greenwood og Hooper, 1983; Kapperud
et al., 1990; Werber et al., 2005). Teoretisk sett kreves det bare at én levedyktig
Salmonella-bakterie nar tynntarmen og begynner den raske multiplikasjonen for a

gi symptomer (Greenwood og Hooper, 1983).

Mengden av bakterieceller som er ngdvendig for a forarsake infeksjon hos mennesker
pavirkes av flere faktorer. En faktor er graden av resistens hos verten, som er svek-
ket hos barn, eldre og personer som har immunsuppressive sykdommer eller som
far immunsuppressiv behandling. Andre faktorer er innholdet i maten og den fy-
siologiske tilstanden til bakteriecellene. For eksempel kan Salmonella som har blitt
forhandseksponert for hgye konsentrasjoner av syre veere i bedre stand til a motsta
pafolgende eksponering for magesyre. Det samme kan gjelde for celler som har veert
eksponert for hgye temperaturer, som kan oppsta som en konsekvens av ufullsten-
dig tilberedning (Humphrey, 2004). Det er ogsa mulig at hgye mengder fett, slik
som i for eksempel sjokolade, kan beskytte Salmonella mot magesyren. Dette vil
kunne gjore det lettere for cellene a passere gjennom og kolonisere den nedre delen

av mage-tarmkanalen (D’Aoust, 1977).



2.3 Andre faktorer som pavirker overlevelse og vekst av

Salmonella 1 mat

Faktorer andre enn a,, som kan pavirke overlevelse og vekst av Salmonella i mat kan
veere surhet og pH, konkurrerende mikroflora, naturlig eller tilsatte antimikrobielle
stoffer, temperatur, lagringsforhold, emballasje (Bailey et al., 2009, s. 110), produkt-
sammensetning og serotype (Farakos og Frank, 2014). Salmonella har blitt vist a
kunne tilpasse seg ekstreme miljoforhold, og har et komplekst reguleringssystem
som responderer pa det ytre miljoet. Stressresponser i Salmonella blir kontrollert
av et utvalg av regulatorer. Disse regulatorene vil til slutt resultere i et gkt og/eller
redusert uttrykk for et sett med gener, som bade er unike for den spesifikke stress-
responsen, og overlapper med andre stressresponser (Spector og Kenyon, 2012). Et
godt eksempel pa slike regulatorer er sigmafaktorer, som endrer spesifisiteten til
RNA polymerase. Noen av disse sigmafaktorene gir gkt transkripsjon for a pro-
dusere stressproteiner. Disse proteinene gker sjansen bakterien har til a overleve
miljgendringer/stress. RpoS (RNA polymerase S) er den mest studerte. RpoS blir
produsert hovedsaklig som en respons pa sult, men er ogsa involvert i respons pa

endringer i pH og temperatur (Humphrey, 2004; Nickerson og Curtiss, 1977).

2.3.1 Surhet og pH

Den optimale pH-verdien for vekst av Salmonella er 6,5-7,5 (Chung og Goepfert,
1970; Bailey et al., 2009). Selv om dette er optimum, er de i stand til & vokse i surere
miljo. Minimum pH-verdi hvor Salmonella er i stand til a opprettholde vekst er ikke
definert og vil variere avhengig av serotype og inkubasjonstemperatur (Chung og
Goepfert, 1970). Studien til Chung og Goepfert (1970) ga vekst av Salmonella ved
pH-verdier sa lav som 4, 05 =+ 0, 05.

2.3.2 Temperatur

De fleste serotyper av Salmonella vokser ved et temperaturomrade pa 547 °C, med
optimaltemperatur pa 35-37 °C. De er fglsomme for varme, og drepes vanligvis ved
temperaturer > 70 °C (Graziani et al., 2017, s. 133-169).

Generelt pker varmebestandigheten til Salmonella med redusert a,, (Podolak et al.,
2010). Varmebestandigheten til Salmonella i produkter med lav fuktighet pavirkes
imidlertid av mange faktorer. Disse inkluderer for eksempel tidligere pakjenning av
varme eller syre, hvilken serotype man har av bakterien og komposisjon av ma-
ten (Doyle og Mazzotta, 2000). Shachar og Yaron (2006) studerte hvilke faktorer



som pavirker resistensen av Salmonella mot varme i peangttsmor. De antydet at
kombinasjonen av hgyt fettinnhold og lav a,, i peangttsmgr hadde en beskyttende
effekt. Salmonella i peangttsmgret var motstandsdyktig mot varme, til og med ved

en temperatur sa hgy som 90 °C.

Overlevelse av Salmonella er hoyere ved kjgle- og frysetemperaturer. Belastnings-
studien utfert av Beuchat og Mann (2014) viste at dgdeligheten av Salmonella pa
diverse typer tgrket frukt var hgyere ved 25 °C enn ved 4 °C. Studien til Beuchat
og Heaton (1975) pa pekanngtter og Uesugi et al. (2006) pa mandler viste ogsa
at Salmonella overlevde lengre ved lavere temperaturer. Ngtter har relativt hgyt
fettinnhold og ideelt begr slike produkter lagres ved lavere temperaturer for a for-
hindre harskning. Problemet er at dette kan gke overlevelsen av mikroorganismer,

inkludert matbarne patogene som Salmonella (Uesugi et al., 2006).

2.3.3 Neeringsinnhold og tilsetningsstoffer

De fleste matprodukter er bedervelig og krever beskyttelse mot gdeleggelse under
tilberedning, lagring og distribusjon for a gi dem gnsket holdbarhet. Matprodukter
kan bli utsatt for forurensning av bakterier, sopp og mugg, men ogsa endring av farge
(Lucera et al., 2012). Farge er en viktig kvalitetsparameter siden den er avgjorende
for at forbrukerne skal akseptere matprodukter (Deng et al., 2019), og mikrobiell
vekst er et stort problem fordi det potensielt kan forarsake matbaren sykdom. For
a forhindre vekst av gdeleggende og sykdomsfremkallende mikroorganismer, samt
bevare fargen til matvarer, brukes det flere preservasjonsteknikker. Preservasjons-
teknikkene kan innebaere tilsetningsstoffer som for eksempel konserveringsmidler og

antioksidanter (Lucera et al., 2012).

Bruningsreaksjoner er en gruppe enzymatiske og ikke-enzymatiske reaksjoner. Det
er de enzymatiske reaksjonene som gir brun farge pa diverse typer frukt. Nar kuttet
frukt har tilgang pa oksygen, vil enzymet polyfenoloksidase katalysere oksidasjonen
av fenolforbindelser til kinoner, som produserer brune pigmenter (Queiroz et al.,
2008). Det anslas at enzymatisk bruning star for over 50% av tapene i frukt, og
tropiske og subtropiske frukter er de mest utsatte for disse reaksjonene. Samtidig
er denne bruningen ¢nsket for noen typer frukt, slik som for svisker og rosiner.
(Whitaker og Lee, 1995, s. 2-7).



Siden bruning som regel reduserer ernaeringsmessige og sensoriske egenskaper, er det
utviklet flere teknikker og mekanismer for a kontrollere slik aktivitet. Forbehandling
hjelper til med a forhindre at lysfarget frukt blir mgrkere under tgrking og lagring,
og det fremskynder torking av frukt med motstandsdyktige skall. Mest utbredt er
svoveldioksid og sulfitter, men pa grunn av skadelige helseeffekter forarsaket av disse
forbindelsene er mengden strengt regulert i matvarer (Queiroz et al., 2008). I tillegg
til at SOy hemmer oksidativ bruning, begrenser det ogsa biologisk aktivitet som for

eksempel vekst av sopp, mugg og bakterier (Coultate, 2016, s. 312).

Forbehandling med organiske syrer er ogsa mye brukt. Organiske syrer er naturlig
forekommende forbindelser, som er til stede i mange matvarer med planteopprin-
nelse. Organiske syrer tilsettes ofte til matvarer som syrningsmidler, smaksstoffer
eller konserveringsmidler og noen inaktiverer eller hemmer veksten av gdeleggende

mikroorganismer (Oulkheir et al., 2015; Dipersio et al., 2004).

Eksempler pa syrer som brukes til produksjon av tgrket frukt er askorbinsyre, si-
tronsyre, fosforsyre og vinsyre (Somogyi et al., 1996, s. 49). Askorbinsyre (vitamin
C) kan brukes til a kontrolle bruning av mat og fungerer som en antioksidant ved
a redusere kinonene for de undergar sekundeere reaksjoner som fgrer til bruning
(McEvily et al., 1992). Syrene bidrar ogsa til a senke pH og siden polyfenoloksidase-
reaksjonene skjer ved pH lik 5-7,5, vil lavere verdier inhibere enzymatisk aktivitet
og dermed hindre bruning (Queiroz et al., 2008). Syrene vil ogsa kunne bidra til
a hemme vekst av gdeleggende og sykdomsfremkallende mikroorganismer. Chung
og Goepfert (1970) viste at flere organiske syrer, deriblant sitronsyre, virker bak-
teriostatisk mot Salmonella ved ulike pH-nivaer. Dipersio et al. (2003) viste at
tilsetting av 0,21 prosent sitronsyre til Gala epler reduserte Salmonella med 0.7-1.1
Log CFU fgr dehydrering og lagring. Den samme effekten ble observert med askor-

binsyre.

I tillegg til alt dette inneholder tgrket frukt ofte hgye mengder sukker pa grunn
av tilsetning til produkter, og/eller gkt naturlig innhold av sukker pa grunn av
redusert vanninnhold. Data fra flere studier antyder at hgye nivaer av sukrose kan
ha en beskyttende effekt pa dgd av Salmonella (Hiramatsu et al., 2005; Kotzekodou,
1998; Nummer et al., 2012).



2.3.4 Serotypeavhengig overlevelse

For a overleve plutselige og potensielt dgdelige endringer i miljgene de mgter, ma
bakterier som tidligere nevnt kunne fgle og reagere pa stress. Bakterielle matbarne
patogener mgter pa mange stressfaktorer under matproduksjon, prosessering, lag-
ring, distribusjon og tilberedning. Disse kan veere pH, temperatur, oksygenmengde,
torking, neeringsknapphet, konserveringsmidler og en rekke andre faktorer (Begley
og Hill, 2015). Ulike serotyper, eller til og med forskjellige stammer innenfor en gitt
serotype, kan reagere ulikt pa forskjellige typer stress (Rychlik og Barrow, 2005;
Begley og Hill, 2015). En studie av Lianou og Koutsoumanis (2013) undersgkte
den iboende syre- og varmemotstanden til 60 stammer tilhgrende ulike serotyper.
Resultatene demonstrerte tydelig at syre- og varmebestandigheten til S. enterica
var stammespesifikk. Inaktiveringsraten varierte mer mellom stammene nar de var

utsatt for syre, enn nar de ble utsatt for varme.

Det har i det siste veert en gkende forekomst av uvanlige serotyper av Salmonella
(f.eks. S. Hartford, S. Thompson og S. Tennessee) i mat med lav a,, (Fong og Wang,
2016). Mangfoldet av serotyper og stammer som er involvert i utbrudd assosiert med
slike produkter, understreker behovet for a studere overlevelseskarakteristikken til
disse (Fong og Wang, 2016; Finn et al., 2013a). Enkelte studier har derfor evaluert
og sammenliknet overlevelsen av ulike serotyper av Salmonella i matprodukter med

lav a,.

En relativt ny studie av Fong og Wang (2016) viste at det var en serotype-spesifikk
respons i de tre matproduktene som ble testet. Ut i fra de fem serotypene S. Hart-
ford, S. Tennessee, S. Thompson, S. Enteritidis og S. Typhimurium, ble S. Hartford
vist a veere mest vedvarende i alle de tgrre produktene. S. Typhimurium ble iden-
tifisert som den minst overlevelsesdyktige. Tilsvarende fant Farakos et al. (2014)
signifikante forskjeller i overlevelsen av ulike serotyper av Salmonella i whey protein
pulver. De som var mest overlevelsesdyktig var S. Tennessee og S. Agona, etterfulgt
av S. Montevideo og S. Typhimurium i synkende rekkefglge. Ut i fra de nevnte stu-
diene, og flere andre (Andino et al., 2014; Gonzalez-Gil et al., 2012), er det tydelig

at overlevelsesevnen til Salmonella kan veere stamme- og serotypeavhengig.
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2.4 Mekanismer for motstandsdyktighet av Salmonella i

produkter med lav vannaktivitet

Til tross for omfattende studier pa overlevelsesegenskapene til Salmonella enterica i
ulike produkter/modellsystemer med redusert a,, (Beuchat og Mann, 2014; Shachar
og Yaron, 2006; Hiramatsu et al., 2005; Gruzdev et al., 2011), er det mye som
ikke er kjent om fysiologien til bakterien under tgrking og sult. De underliggende
molekyleere mekanismene for overlevelse og utholdenhet i slike produkter er ikke
fullstendig etablert.

Det er likevel kjent at serovarer av S. enterica har en rekke mekanismer som for-
svar mot skadelige effekter av tgrking. Mens visse cellekomponenter kan bidra til
a bremse tgrkeprosessen og hindre fullstendig uttgrking, ser andre ut til a opp-
rettholde cellens levedyktighet, ved a beskytte membraner og proteiner. Allment
antatte mekanismer for uttgrkingstoleransen til Salmonella inkluderer: gkt kalium-
tilstrgmning via kdp transporter, gkt transport av osmobeskyttende molekyler ved
hjelp av oppregulering av genene proP, proU og osmU, syntese av glutamat og tre-
halose, og oppregulering av sigma-faktorer (rpoE og rpoS) og fettsyrekatabolisme
(figur 2) (Mandal og Kwon, 2017).
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subsequent Fe-S cluster K* —K*
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Figur 2: Oppsummering av responser som forekommer nar en bakteriecelle introdu-
seres inn i et miljg med lav a,,. Disse inkluderer gkt opptak av KT, transport av osmobe-
skyttende molekyler (proP, proU og osmU), syntese av glutamat og trehalose, oppregulering av
RpoE and RpoS. Fe-S ansamlinger og gkning i antall osmC-poriner er ogsa observert. (Finn et al.,
2013a)
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Evnen til a tilpasse seg endringer i osmolariteten i det ytre miljg er av grunnleggen-
de betydning for vekst og overlevelse. Prokaryote celler har derfor utviklet en rekke
osmoadaptive strategier. Bakterier kan erfare osmotisk stress under en overgang
til et hyperosmotisk milj@, eller pa grunn av dehydrering. Endringer i osmolaritet
utgjor en betydelig pakjenning pa bakterieceller ved a enten forarsake svelling eller
dehydrering og krymping (Sleator og Hill, 2002). Nar bakterier utsettes for dehydre-
ring, ma de balansere det indre osmotiske trykket med det ytre miljget for a holde
seg levedyktige, og for a hindre at de avgir mer vann en de burde (Finn et al.,
2013a).

Den forste responsen Salmonella har mot dehydrering er en gkning i inntaket av
kaliumioner (K ). To hovedtransportsystemer er ansvarlige for denne funksjonen:
Trk, et konstitutivt lavaffinitetssystem og det raskt induserte Kdp-systemet, som
har en hgy affinitet til (KT) (Spector og Kenyon, 2012). For a opprettholde elekt-
rongytraliteten gker cellen deretter mengden glutamat ved hjelp av glutamatsyn-
tese. Denne prosessen katalyseres av to enzymer kalt glutamatdehydrogenase og

glutamatsyntase (Csonka, 1989).

Ved pagaende hyperosmotisk stress induseres trehalosesyntese av produktene fra
otsAB-operon, og nivaene av Kt og glutamat begynner a synke. Trehaloseproduk-
sjon er avhengig av den alternative sigmafaktoren RpoS for induksjon av otsAB
(Kempf og Bremer, 1998). Trehalose ser ut til a hjelpe cellen med a oppretthol-
de struktur, men ogsa funksjonen til proteiner og membranlipider under langvarig
torking (Elbein et al., 2003; Furuki et al., 2009; Leslie et al., 1995). Trehalose antas
a stabilisere membraner og proteiner ved hjelp av hydrogenbindiger, og i tillegg fun-
gere som et vannerstatningsmolekyl. Slik forhindres skadelige reaksjoner og cellens
struktur opprettholdes (Crowe et al., 1998; Leslie et al., 1995).

Andre osmobeskyttende molekyler som vil kunne hjelpe cellen a begrense tapet av
vann er prolin, glycin-betain og ectoin. De beskytter cellen mot tgrke, men ogsa
hgye saltkonsentrasjoner. Gener involvert i opptaket av disse molekylene inkluderer
blant annet proP, proU og osmU (Finn et al., 2013b). Finn et al. (2013b) fant
at proP var spesielt kritisk for overlevelsen av S. Typhimurium pa en overflate av

rustiritt stal.
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Nar glukose ledes mot trehaloseproduksjon, ma celler skaffe energi til celluleere pro-
sesser fra en alternativ kilde. Cellene trenger energi til for eksempel importen av
osmobeskyttende molekyler. Det er blitt foreslatt at celler henter denne energien
ved fettsyrekatabolisme som er en sveert kostnadseffektiv energikilde. Bakterien vil
oppregulere gener involvert i nedbrytningen av fettsyrer, som igjen vil bidra med
energi og gkning av cellens osmotoleranse (Andino og Hanning, 2015; Finn et al.,
2013a). Det har ogsa blitt oppdaget en oppregulering av gener involvert i produksjo-
nen av Fe-S-klynger ved utterking. Den prosessen kan ogsa veaere knyttet til cellens
energibehov (Finn et al., 2013b).

2.4.1 Krysstoleranse

Eksponering av bakterier til en type stress kan fgre til krysstoleranse mot andre
former for stress. Gruzdev et al. (2011) undersgkte toleransen til dehydrerte og
ikke-dehydrerte Salmonella-celler mot en rekke stressfaktorer som NaCl, gallesalter,
organiske syrer ved pH 3.0, tgrr varme, UV-straling og ulike sanitetsmidler. De
tgrkede cellene demonstrerte betydelig hgyere toleransenivaer mot 9 av 10 testede
stressfaktorer. Leyer og Johnson (1993) fant at eksponering av S. Typhimurium til
svakt sure forhold (pH 5.8), gkte toleransen til bakterien mot blant annet lavere

pH-verdier, varme og salt.

2.4.2 Filamentering

Salmonella og flere andre bakterier kan danne filamenter. Det er ukjent om dannel-
sen av filamenter er en overlevelsesstrategi eller en konsekvens av stress (Stackhouse
et al., 2012). Under filamentering blir alle cellekomponententene replikert, men cel-
len deler seg ikke. Dette resulterer i en lang ansamling av partielle Salmonella-celler.
Disse har vist seg a ha gkt toleranse mot tgrre omgivelser og hgye temperaturfor-
hold. Nar cellene reintroduseres til forhold med hgyere a,,, vil de filamenterte cellene

kunne skille seg fra hverandre og danne individuelle celler (Jones et al., 2013).

Mattick et al. (2000) fant at S. Enteritidis og S. Typhimurium dannet filamenter nar
omgivelsene hadde lav a,,. Noen av disse filamentene var minst 200 pym lang. Bruk
av konvensjonelle mikrobiologiske kvantifiseringsteknikker vil kunne undervurdere
det virkelige celletallet (CFU) dersom filamenter er tilstede, siden slike celler ikke
danner kolonier pa agar. Dersom filamenter forekommer i et matprodukt vil det

derfor kunne true mattryggheten (Stackhouse et al., 2012).

13



2.4.3 Viable but nonculturable (VBNC) cells

Det var lenge antatt at en bakteriecelle var dgd da den ikke lenger var i stand til a
vokse pa rutinemessige kulturmedier. Siden pionerstudien av Xu et al. (1982) kom
for over 35 ar siden, har det veert en gkende mengde litteratur fra forskere over hele
verden, som dokumenterer eksistensen av en “viable but nonculturable (VBNC)

state® i en lang rekke bakterier.

Mange patogener, inkludert S. Typhimurium, men ogsa ikke-patogener er kjent for a
kunne bli VBNC. Det betyr at cellene gar inn i en slags sovende tilstand, hvor de kan
miste evnen til a danne kolonier pa medium, men forblir levedyktig. Det kan veere
problematisk med tanke pa pavisning av bakterier. Dersom det igjen blir gunstige

betingelser for cellene, vil bakterieveksten gjenopprettes (Oliver, 2005).

Mange former for stress kan fremkalle denne tilstanden i bakterier, som for eksem-
pel sult (Chmielewski og Frank, 1995), inkubasjon utenfor det normale temperatur-
omradet (Besnard et al., 2002), osmotisk stress (Wong og Wang, 2004) og lav pH
(Cunningham et al., 2009).
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3 Materialer og metoder

3.1 Utvalg av tgrre produkter i denne studien

Prgvene av tgrket frukt i denne studien ble valgt pa grunn av at de har ulik kje-
misk sammensetning, samt etter forslag fra representanter for en kommersiell aktgr.
Neeringsinnhold og hvilke tilsetninger som finnes i produktet er viktig informasjon

siden det kan veere med a pavirke overlevelsen av Salmonella (tabell 1).

Torkede ananas- og kokosterninger, rosiner og mandler ble innhentet fra samme
kommersielle aktgr. Hvert produkt kom i en pakke pa 1000 g og alle prgvene er
tatt fra samme lotnummer (9268, 9284, 9263 og 9147). Produktene ble lagret ved

romtemperatur frem til bruk.

Tabell 1: Informasjon om innholdet i produktene. Hvert produkt er presentert med deres

prosentandel ravare, tilsetninger og neeringsinnhold (fett, karbohydrat og protein per 100 g).

Prosentandel . . .
Produkt ) Tilsetninger Fett Karbohydrat Protein
ravare
(g) (9 (2)
Kokos- .
. 34 % hvetestivelse 214 60,0 2,3
terninger
glukose-
fruktosesirup
sukker
dekstrose
fortykningsmidler
Ananas-
51 % sukker 0,0 93,0 0,0
terninger .
sitronsyre
svoveldioksid
Rosiner . . .
min 99 % solsikkeolje 0,5 75,5 3,1
XL mgrke
Mandler 100 % - 494 95 21,2
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3.2 Analyser av pH og vannaktivitet

De enkelte produktene (10 g) ble tilsatt 100 ml avionisert vann. Etter 10 min,
nar produktene hadde blitt litt mykere, ble ca. 5 g overfort til rgr sammen med
ca. 20 ml av vannet. Dette ble mikset ved hjelp av en Ultra-Turrax homogenisator
(T25, Tka Works Inc., USA). Analyser av pH ble utfort av en universal pH-elektrode
(VWR International, LLC) koblet til et Meterlab PHM210 pH-meter (Radiometer,
Copenhagen, DK).

Vannaktiviteten til produktene ble analysert som utfgrt av Beuchat og Mann (2014),
ved direkte maling med en vannaktivitetsmaler (Aqualab CX-2, Decagon Devices,
Inc., Pullman, WA).

3.3 Mikrobiologiske analyser av produktene (nullprgve)

Fgr produktene kunne infiseres med Salmonella matte deres mikrobiologiske kvalitet
undersgkes. Uinokulert prgve ble analysert for aerobe mesofile bakterier, Salmonella,
Enterobacteriaceae og S. aureus ved hjelp av henholdsvis Plate Count Agar (PCA),
NMKL metode nr. 71 og petrifilmer.

3.3.1 NMKL metode nr. 91. Prgvetaking og forbehandling av mat og

for for kvantitativ mikrobiologisk undersgkelse

Denne metoden ble brukt sammen med PCA og de to 3M™ petrifilmene. To pa-
ralleller av hvert produkt ble brukt i undersgkelsene. Den primeere fortynningen
(1071) ble laget i en stomacherpose, hvor ca. 10 g aseptisk utveid prgvemateriale
ble fortynnet med peptonvann i forholdet 1:10. Peptonvannet ble laget av 8,5 g
NaCl (LP0005, Oxoid), 1,0 g Pepton (LP0034, Oxoid) og 1000 ml destillert vann.
Fortynningen ble homogenisert i 30 sek i en stomachermaskin (Masticator Homoge-
nizer, [UL). Deretter ble det laget en 10-folds fortynningsrekke for hver prgve, ved

a ta 1 ml fra den foregaende fortynningen og blande med 9 ml peptonvann.
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3.3.2 NMKL metode nr. 71. Salmonella - pavisning i

naeringsmidler

For analyse av Salmonella ble 25 g av alle prgvene pre-anriket i 225 ml bufret pep-
tonvann (CM0509, Oxoid) og inkubert ved 37 °C i 18 timer. Deretter ble 0,1 ml
pre-anriket prgve overfert til det flytende selektive mediet Rappaport-Vassiliadis
Soya peptone (RVS) broth (CM0866, Oxoid). RVS ble forvarmet til inkubasjons-

temperatur fgr inkubasjon med prove i 24 timer ved 42 °C.

En steril loop ble brukt til a ta preve fra RVS og inokulere overflaten pa Xylose
Lysin Deoxycholate (XLD) agar (CM0469, Oxoid). Platene ble inkubert ved 37
°C i 24 timer. Deretter ble prosedyren gjentatt pa Mannitol Lysine Crystal violet
Brilliant green (MLCB) agar (CM0783, Oxoid), som ogsa ble inkubert ved 37 °C i

24 timer.

XLD agar er et selektivt medium for isolering av Salmonella og Shigellae fra Kli-
niske prgver og matvarer. Vekst av Salmonella gir rgde kolonier med svart senter.
MLCB agar er ogsa et medium for isolering av Salmonella (ikke Salmonella typhi
eller Salmonella paratyphi A). Selektiviteten til dette mediet er relativt svak, og
mediets ytelse kan pavirkes negativt av sterkt forurensede prgver. Pa grunn av disse
begrensningene bgr MLCB agar ikke brukes alene, men sammen med XLD. Salmo-

nella vokser som store lilla-svarte kolonier pa grunn av HyS-produksjon (Mooijman,
2012).

3.3.3 Metode for deteksjon av Staphylococcus aureus og

Enterobacteriaceae

For kvantifisering av S. aureus og arter fra slekten Enterobacteriaceae ble det brukt
petrifilmer fra 3M™. Forbehandling og fortynning av prgvene ble utfert i henhold
til kapittel 3.3.1. Deretter ble 1 ml av fortynningene, som i dette tilfellet var -1 til
-4, tilfgrt petrifilmene.

3M™ Petrifilm Staph Express-systemet brukes til & telle DNase-positive Staphylo-
coccus-arter i mat- og drikkeindustrien. Petrifilmen er selektiv og differensiell for S.
aureus. Kolonier av S. aureus er rgdfiolette. Dersom det er bakgrunnsflora tilstede,
kan 3M™ Petrifilm™ Staph Express Disk brukes til & identifisere S. aureus. DNA-
et vil da reagere med toluidinblatt og danne rosa soner som er lette a identifisere
(figur 3) (3M Food Safety, 2020).
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Figur 3: Petrifilm for deteksjon av Staphylococcus aureus med 3M Petrifilm Staph
Express Disk. Kolonier med rosa soner telles som S. aureus (3M Food Safety, 2020).

3M™ Petrifilm™ Enterobacteriaceae Count Plates brukes til kvantifisering av En-
terobacteriaceae i mat og drikke. Bakterier i familien Enterobacteriaceae vises som
rgde kolonier assosiert med gule soner, rgde kolonier assosiert med gassbobler; el-

ler rgde kolonier assosiert med gule soner og gassbobler (Silbernagel og Lindberg,
2002).

3.4 Serotyper av Salmonella brukt i denne studien

To serotyper ble brukt i dette prosjektet: Salmonella Agbeni (VI61548) (levert av
Gro Johannessen, seniorforsker, Veterinaerinstituttet) og Salmonella Typhimurium
(11732T) fra Culture Collection University of Gothenburg (CCUG).

S. Agbeni, isolert fra den utbruddsassosierte fruktmiksen som ble tilbakekalt i 2019,
ble levert som en swab-kultur og deretter overfort pa XLD-agar. S. Typhimurium
kom som frysetgrrede celler. Disse ble tilsatt 1 ml Brain Heart Infusion (BHI) Broth,
for 100 pl ble overfert til to ror med 5 ml BHI og to plater XLD. Deretter ble
kulturene podet om fra XLLD og BHI til nye XLD-plater. Bakteriene ble ogsa frosset
ned ved a tilsette TSB + 20 % glyserol (2,5 ml) til agarplatene, bruke en L-formet
spreder til a lgse opp koloniene og deretter tilsette ca. 1 ml av denne lgsningen til

ror som ble lagret ved -80 °C.
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3.5 Vekstforsgk med absorbansmaling og beregning av

kimtall

Det har tidligere blitt vist at det er mulig a finne en korrelasjon mellom kimtall
(CFU/ml) og absorbans (Kim et al., 2012). For a finne dette forholdet og bruke
denne informasjonen videre i prosjektet, ble det utfert et vekstforsgk med Salmo-
nella Agbeni og Salmonella Typhimurium. For hvert isolat ble en podegse (1 pl)
med bakteriekolonier hgstet fra Xylose Lysin Desoxycholate (XLD) agar (CM0469,
Oxoid), overfert til rgr med 5 ml Luria Bertani (LB) broth og inkubert ved 37°C.
LB-broth er et ofte brukt ernseringsrikt medium for dyrking av bakterier. Mediet
som forst ble forst beskrevet av Bertani (1951) ble laget med 5 g gjeerekstrakt (Ox-
oid, LP0021) og 15 g trypton water (Oxoid, CM0087), som tilsvarer 10 g trypton
og 5 g NaCl.

Deretter ble absorbansen (ODggo) av bakteriecellene i LB-broth malt hver andre
time, i lgpet av en 14 timers periode, ved bruk av et UV/VIS spektrofotometer
(UV-1700, Shimadzu, Japan). En fortynningsrekke ble ogsa laget hver andre time.
Fortynningene fra 10~ til 10~7 ble platet ut pa PCA (CMO0325, oxoid) for kvanti-

fisering.

3.6 Forberedelse av inokulum og inokulering av prgvene

Mandler, tgrkede kokosterninger og ananasterninger, samt rosiner ble inokulert med
to serotyper av Salmonella enterica: Salmonella Agbeni og Salmonella Typhimuri-
um. S. Agbeni var arsaken til utbruddet i Norge varen 2019, og S. Typhimurium er

en av de vanligste stammene i Norge.

Fra produsenten ble det foreslatt a inokulere med to forskjellige konsentrasjoner, en
hgy og en lav. Den infektive dosen av celler angis ofte a veere 10° (Granum, 2015,
s. 108). Teunis et al. (2010) melder ogsa om stor infeksjonsfare fra doser > 10°.
Hgy dose ble derfor bestemt til 10° eller 6 Log CFU/ml per 45 g produkt. Den lave
dosen ble bestemt til 10? eller 3 Log CFU/ml per 45 g.

Inokulumet ble laget ved a skrape celler fra XLD-agarplater og blande med pep-
tonvann. Absorbansen ble malt og cellekonsetrasjonen ble justert til valgt hgy og
lav dose etter resultatene fra det innledende vekstforsgket (kap. 4.1). Formel 2 ble
brukt til a regne ut hvor mye av det initielle inokulumet som krevdes for a danne 1

ml inokulum med de to sluttkonsentrasjonene.
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Ci+Vi=0C+V, (2)

Totalt 1 ml inokulum ble overfert til sterile bokser (100 ml), aseptisk fylt med 45
g prgve. Boksene ble ristet manuelt i ca. 30 sekunder, til inokulumet var gjevnt
fordelt og alle bitene av produkt var tydelig fuktig. Lokkene ble fjernet og prgvene
fikk torke i 24 timer, i henhold til belastningsstudien utfert av Uesugi et al. (2006).
Boksene med inokulerte prgver ble lagret mgrkt i totalt 82 dager ved romtemperatur

(22 °C). Det ble utfort tre uttak med omtrent 2-3 ukers mellomrom.

Figur 4: Inokulerte prgver. Bokser med tgrket kokos, ananas, rosiner og mandler ble inokulert
med hgy og lav konsentrasjon av Salmonella Agbeni og Salmonella Typhimurium, og satt pa tgrk

i sterilskap i 24 timer. Foto: Maja Jacobsen
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3.7 Mikrobiologiske analyser av Salmonella fra inokulerte
prgver

Prgvene ble analysert for tilstedeveerelse av bakteriene etter 33 dager, 61 dager og
82 dager. For hver prove ble tre paralleller pa ca. 10 g overfgrt til en stomacher-
pose og fortynnet med peptonvann i forholdet 1:10. Dette ble homogenisert i en
stomacher (Masticator Homogenizer, IUL) i ett minutt pa 1500 rpm. En 10-folds
fortynningsrekke med fem fortynninger ble laget for hver parallell. Fortynningene
ble mikset med vortex (Fisherbrand) og 100 ul ble overfort pa XLD-agar. Platene
ble inkubert ved 37 °C i 24 timer, for kvantifisering av kolonier.

3.8 Statistiske analyser

IBM SPSS Statistics versjon 26 ble brukt til analyser av oppsamlet data. Two way
ANOVA (analysis of variance) ble brukt for a vurdere om det er signifikant forskjell
(p < 0,05) pa kokos og mandler med hensyn pa overlevelse av S. Agbeni, og om
det er signifikant forskjell pa hoy og lav inokulumkonsentrasjon med hensyn pa

overlevelse av S. Agbeni.
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4 Resultater

4.1 Vekstforsgk med absorbansmaling og beregning av

kimtall

Figur 5, med verdier fra vekstforsgket, gir viktig informasjon om korrelasjonen mel-
lom absorbans (ODggy) og kimtall (Log CFU/ml) for Salmonella Agbeni og Sal-
monella Typhimurium. Denne korrelasjonen ble brukt til preparering av inokulum.
Figuren viser at 7 Log CFU/ml for S. Agbeni og 8 Log CFU/ml for S. Typhimu-
rium gir en OD(600nm) lik 0,55 og 0,65. @Onsket inokulum ble regnet ut i fra disse

verdiene.

Vekstkurve for S. Agbeni og S. Typhimurium
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Figur 5: Vekstkurve for Salmonella Agbeni og Salmonella Typhimurium. Bakteriene

ble lagret ved 37 °C i 24 timer og veksten uttrykt som OD ved 600 nm og korresponderende

logtransformerte kimtall (Log CFU/ml).

Vekst av S. Agbeni var generelt litt langsommere. S. Typhimurium og S. Agbeni

nadde stasjoneerfasen etter henholdsvis 6 og 8 timer (figur 5).
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4.2 Analyser av pH og vannaktivitet

Vannaktiviteten til produktene varierte fra 0,31 for mandler til 0,50 for ananas, og

pH-verdien varierte fra 3,87 for rosiner til 6,38 for mandler (Tabell 2).

Tabell 2: Vannaktivitet (a,) og pH-verdi. Verdiene fra malingene av a,, og pH til de enkelte

produktene er avrundet til to desimaler.

Type o pH

Rosin 0,37 3,87
Ananas 0,50 4,30
Kokos 0,45 6,23
Mandler 0,31 6,38

4.3 Mikrobiologisk kvalitet av produktene

Resultatene fra analysene av aerobe mesofile bakterier, Salmonella, Enterobacte-
riaceae og S. aureus er presentert i tabell 3. Hverken S. aureus, Enterobacteriaceae,

eller Salmonella ble detektert i produktene.

Tabell 3: Mikrobiologisk kvalitet av produktene fgr inokulering med Salmonella. An-
tallet er gitt i Log CFU/ml og som et gjennomsnitt av to paralleller. ID star for ”ikke detektert”.

Totalantall
Type aerobe S. aureus FEnterobacteriaceae  Salmonella
bakterier
Rosin 2,53 1D ID ID
Ananas 2,63 ID 1D ID
Kokos 2,60 1D ID ID
Mandler 2,61 ID ID ID

Selv om det ikke befant seg Salmonella i noen av produktene, var det utypisk vekst
pa XLD-platene for prgvene av mandler og kokos (figur 6). Det var ogsa vekst pa
MLCB-agar fra tilsvarende prgver.
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Figur 6: Gulhvit vekst pa XLD. Utypisk vekst fra kokos og mandler etter NMKL metode nr.

71 for pavisning av Salmonella. Foto: Maja Jacobsen

4.4 Overlevelse av Salmonella pa tgrkede kokosterninger,

ananasterninger, rosiner og mandler

De enkelte produktene ble inokulert med hgy og lav inokulumkonsentrasjon av S.
Agbeni og S. Typhimurium. Det var kun S. Agbeni som ble detektert i produktene

og bakterien befant seg bare pa kokos og mandler.

Det ble ikke pavist bakgrunnskolonier pa noen av platene fra de inokulerte prgvene.
Koloniene var lettgjennkjennelig som Salmonella pa grunn av deres unike koloni-

morfologi (sorte senter) pa XLD (Figur 7).

Figur 7: Sorte kolonier av Salmonella Agbeni pa XLD-agar. Foto: Maja Jacobsen
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Pa kokos ble populasjonen av S. Agbeni redusert til et udetekterbart niva etter
61 dager, mens pa mandler tok det 82 dager (figur 8). Grafen for kokos viser en
lineser nedgang i celletall, mens grafen for mandler viser en ikke-lineser nedgang.
Standardavvik for hvert uttak er ogsa gitt, og der standardavviket er hgyere har

det veert stgrre ulikheter mellom parallellene.

Overlevelse av Salmonelila pa kokos

SALMONELLA AGBENI (LOG CFU/ML)

o

33 61 82
TID (DAGER)

. Apbeni hgy —emmS. Agbenilav

Overlevelse av Salmonella pa mandler

SALMONELLA AGBENI (LOG CFU/ML)
w

TID (DAGER)

—5.Agbenihgy e—S5.Agbenilav

Figur 8: Overlevelse av Salmonella Agbeni pa kokosterninger og mandler. Produktene
(45 g) ble inokulert med hgy (6 Log CFU/ml) og lav (3 Log CFU/ml) inokulumkonsentrasjon, og
lagret mgrkt ved 22 °C opp til 82 dager. Grafene er fremstilt med gjennomsnittsverdier fra tre

paralleller og standardavvik er gitt for hvert uttak.
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4.5 Statistiske analyser

Det var ingen signifikant forskjell pa kokos og mandler med hensyn pa overlevelsen
av S. Agbeni. Det var heller ingen signifikant forskjell pa overlevelsen fra hgy og lav

inokulumkonsentrasjon.
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5 Diskusjon

Mat med lav vannaktivitet (a,,) har blitt implisert med gkt frekvens i sykdomsut-
brudd de siste arene, hvor Salmonella ofte har vist seg a veere smittekilden (Beuchat
et al., 2013). Malet bgr derfor vaere a fremme kunnskap om atferden til Salmonella
i matvarer og matingredienser med lav a,,. Hovedmalet med denne belastningsstu-
dien var a vurdere overlevelsen av to serotyper av Salmonella enterica, Salmonella
Agbeni og Salmonella Typhimurium, pa terket kokos, ananas, rosin og mandler.
(nsket var at studien skulle gi informasjon om eventuelle forskjeller i overlevelsen
til de to serotypene og hvilke produkter som gir mest optimale forhold for overle-
velse. Produktene ble inokulert med to ulike inokulumkonsentrasjoner, en hgy og
en lav. En del av oppgaven var a vurdere effekten av inokulumkonsentrasjon pa

overlevelsen av serotypene.

5.1 Forskjellen pa de to serotypene

Denne studien viser tydelig at den tilpassede serotypen S. Agbeni kan overleve pa
mandler og kokos. I tillegg til matforgiftningsutbruddet i 2019 fra en torket frukt-
mix (Mattilsynet, 2020), bekrefter disse resultatene at S. Agbeni er en serotype
som trives godt i enkelte tgrkede produkter. S. Typhimurium ble ikke observert i
noen produkter. Det stgtter videre ideen om at noen serotyper av Salmonella er
mer utbredt i spesifikke matprodukter enn andre, og at de reagerer pa en serotype-

avhengig mate pa produktene, som tidligere foreslatt av blant andre Andino et al.
(2014), Joerger et al. (2009) og Gonzalez-Gil et al. (2012).

Tidligere studier har vist at S. Typhimurium ikke overlever spesielt godt i tgrre
produkter (Fong og Wang, 2016; Farakos et al., 2014), og det er i overenstemmelse
med resultatene for produktene av tgrket frukt og ngtter brukt i denne studien. S.
Typhimurium har likevel blitt linket til et utbrudd fra terket kokos i 2018 (CDC,
2018) og av den grunn er det ikke usannsynlig at serotypen kan overleve i slike
produkter. Det faktum at S. Agbeni overlevde i opp mot 82 dager, men ikke S.
Typhimurium, kan vare problematisk fordi S. Typhimurium ofte blir brukt som
en modell pa Salmonella enterica sin uttgrkingstoleranse (Gruzdev et al., 2011,
2012; Finn et al., 2013b). Dette kan fore til utelukkelse av serotyper med en hgyere

risiko.
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5.2 Mikrobiologisk kvalitet

Det ble pavist relativt like antall aerobe bakterier (log CFU/ml) pa de fire produkte-
ne etter nullprgvene av de ikke-inokulerte produktene. Hverken Enterobacteriaceae,
S. aureus eller Salmonella ble detektert i noen av produktene. Det ble likevel obser-
vert utypisk vekst pa XLD-agar fra kokos og mandler. Veksten var gulhvit og tyder
dermed pa at det kan veere en av fglgende bakterier: FEscherichia, Enterobacter,
Klebsiella, Citrobacter, Proteus, eller Serratia (Oxoid, 2020). I et fordypningspro-
sjekt, som ledet opp til denne masteroppgaven, ble det utfort 16S sekvensering
av tilsvarende gulhvite kolonier pa XLD fra rosiner og aprikos (Jacobsen, 2019).
BLAST av sekvensene viste at de fleste treffene som ga hayest score hgrte til fami-

lien Enterobacteriaceae, slik som de nevnte bakteriene ovenfor ogsa gjor.

Siden det ikke var noe vekst pa petrifilmene for deteksjon av Enterobacteriaceae, blir
det vanskelig a si hvilken bakterie som befant seg i produktene. Den utypiske veksten
dukket ikke opp igjen pa XLD-agar etter inokulering med Salmonella. For a veere
helt sikker pa at de sorte koloniene som vokste opp pa XLD var S. Agbeni var det
planlagt a utfgre PCR og sekvensering av koloniene. Pa grunn av tidsbegrensningene
som COVID19 medfgrte, ble ikke det prioritert.

5.3 Overlevelse av S. Agbeni og S. Typhimurium pa de ut-
valgte produktene

Denne studien skulle undersgke hvilke av produktene som ga mest optimale forhold
for overlevelse av S. Agbeni og S. Typhimurium. S. Typhimurium ble ikke pavist i
noen av produktene. Etter 33 dager ble S. Agbeni kun pavist pa mandler og kokos,
og etter 61 dager ble den kun pavist pa mandler. Resultatene tyder pa at mandler og
kokos var de produktene som ga mest optimale forhold for overlevelse av S. Agbeni.
De statistiske analysene tilsa at det ikke var signifikant forskjell pa overlevelsen av

S. Agbeni pa mandler og kokos.

Beuchat og Mann (2014) viste at Salmonella overlevde 21 dager pa rosiner ved
25 °C. Temperaturen er ikke sa langt fra 22 °C, som ble brukt i denne studien.
Pa grunn av COVID19 ble ikke det forste uttaket utfgrt for etter 33 dager. Siden
Salmonella kun overlevde i 21 dager pa rosiner i studien til Beuchat og Mann
(2014), er det mulig at et tidligere uttak i denne studien kunne sagt noe mer om
overlevelsen pa rosiner og ananas. Tidligere studier har demonstrert at det kan skje
et gyeblikkelig fall i populasjonen etter inokulering, pa grunn av tgrkeeffekten som

oppstar nar man tilsetter hydrerte celler til produkter med lav a,, (Kimber et al.,
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2012; Komitopoulou og Penaloza, 2009; Uesugi et al., 2006). Et uttak kort tid etter
inokulering kunne bidratt til mer kunnskap om hvor raskt bakterieantallet sank,
spesielt for S. Typhimurium som ikke ble funnet i noen av produktene etter 33

dager.

Selv om S. Typhimurium ikke ble funnet i produktene med metoden brukt i denne
studien, utelukker det ngdvendigvis ikke at det var celler tilstede. Det tyder bare pa
at det var lave nivaer av bakterien. Det samme gjelder for de lave nivaene detektert
av S. Agbeni. I grafene til overlevelsen av S. Agbeni pa kokosterninger og mandler
er det lagt inn et standardavvik for hvert uttak. De hgyeste standardavvikene er gitt
for lav inokulumkonsentrasjon, siden det var stgrre variasjoner mellom parallellene.
For eksempel fra uttak nr. 2 av mandler, inokulert med lav konsentrasjon, ble det
observert 2 kolonier fra parallell 1, men ingen kolonier fra de to andre parallellene.
Dette illustrerer et problem man kan stgte pa ved analyser av patogene bakterier
i mat. Ved lave konsentrasjoner av bakterien kan det veere som a lete etter “nala
i hgystakken“. Enkle mikrobiologiske metoder, som direkte plating av prgven pa
selektive agarmedier kan ha problemer med a oppdage sma bestander (Zourob et al.,
2008, s.39).

Metoden brukt til kvantifisering av Salmonella i denne studien var direkte plating
pa XLD-agar. Det er mulig at celler kunne blitt kvalitativt detektert dersom en an-
nen metode hadde blitt brukt, som for eksempel NMKL nr. 71 med preanriking fgr
plating pa agar. Kimber et al. (2012) brukte utsaing pa agarplater for kvantifisering
av bakteriene, men prgvene ble anriket nar nivaene falt under deteksjonsgrensen.
Dersom Salmonella forekommer i lavt antall er preanriking og resuskitering ofte
ngdvendig for a kunne pavise bakterien (Granum, 2015, s. 101). Real-time PCR er
en annen kvantifiseringsmetode som kunne veaert brukt i denne studien. PCR er blitt
standardisert de siste 5 arene av ISO og brukes na til pavisning av sykdomsfrem-
kallende bakterier i matvarer (Malorny et al., 2003). Den neste generasjonen PCR,
real-time PCR, tilbyr muligheten for ogsa a estimere antall bakterier (Malorny et al.,
2008).

Det er kjent at mange former for naturlig stress kan fgre til at bakterieceller kommer
inn i en tilstand hvor de er levedyktige, men ikke kan kultiveres, kjent som “viable
but nonculturable (VBNC) state” (Oliver, 2005). S. Typhimurium er ogsa vist a
kunne danne filamenter under tgrkestress. Filamenter er lange ansamlinger med
partielle Salmonella-celler. De partielle cellene vil ikke dukke opp pa medium, men
kan skille seg fra hverandre og danne individuelle celler ved rehydrering (Jones et al.,
2013). VBNC-celler og filamenterte celler kan ikke utelukkes i denne studien.
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Vannaktiviteten til produktene var ikke veldig ulik, og S. Agbeni overlevde best pa
produktene med hgyest a,, og lavest a,. Hoyest a, ble malt til a veere 0,451 for
kokos og lavest a,, var 0,312 for mandler. Dette indikerer at andre faktorer en a,,
ogsa pavirker overlevelsen av Salmonella. Resultatene er i overensstemmelse med
tidligere observasjoner av Juven et al. (1984), som antyder at overlevelsen av Sal-
monella i et tort produkt ikke kan forutsies pa basis av a,, alene. Juven et al. (1984)
demonstrerte at det ikke var noen szerlig forskjell pa overlevelsen av Salmonella pa
produkter med a,, lik 0,43 og 0,52, men at overlevelsen generelt var hgyere ved disse
to vannaktivitetene enn ved 0,75. Det kan derfor veere at vannaktivitetene i dette
prosjektet ikke er ulik nok til a kunne gi utslag pa overlevelsen. Andre faktorer som
ingredienssammensetning (f.eks. fett, sukker osv.) kan bidra til langvarig overlevel-
se av Salmonella under lave a,-forhold pa grunn av sakalt synergistisk effekt (He
et al., 2011; Hiramatsu et al., 2005).

Uttgrkede Salmonella-celler kan overleve i lang tid i matvarer med lav vannaktivi-
tet, spesielt i matvarer med hgyt fettinnhold (Podolak et al., 2010). Fra tabell 1 er
det tydelig at kokosterninger og mandler er de produktene med mest fett. Per 100 g
har produktene henholdsvis 21,4 g fett og 49,4 g fett, versus 0,0 g og 0,5 g for ananas
og rosiner. Naeringsinnholdet til ananasterninger og rosiner er hovedsaklig karbohy-
drater. Det kan tenkes fettinnholdet er en av faktorene som har veert med a pavirke
overlevelsen av S. Agbeni. Dette underbygges av at flere matforgiftningsutbrudd
med serotyper av Salmonella enterica har blitt assosiert med forbruk av matvarer

med hgyt fettinnhold og redusert vannaktivitet (Shachar og Yaron, 2006).

Den direkte eksponeringen av bakteriecellene til surhet kan veere lav, siden Salmo-
nella ble overfort til overflaten av tgrket frukt og mandler. Dette gjgr det vanske-
ligere a avgjore om pH er en faktor som pavirker overlevelsen. Pa en annen side
er kokos og mandler ulike med hensyn pa a, og tilsetninger, men pH-verdien er
ganske lik. Malingene av pH i tabell 2 tilsier at denne verdien skiller mandler og
kokos fra rosin og ananas, med malinger pa henholdsvis 6,23 og 6,38 kontra 3,87 og
4,30. Det ser derfor ut til at S. Agbeni overlever best pa frukt/ngtter med hgyere
pH-verdi. Disse resultatene er i samsvar med Beuchat og Mann (2014) som viste at

Salmonella overlevde lengst pa produktene med hgyest pH-verdi.
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5.4 Inokulering og effekt av inokulumkonsentrasjon

I denne oppgaven ble S. Agbeni og S. Typhimurium dyrket pa agarmedie fgr ino-
kulering. Tidligere har det blitt vist at Salmonella dyrket pa agarmedier har en
tendens til a overleve lengre enn nar cellene ble dyrket i flytende medium (Komi-
topoulou og Penaloza, 2009; Bowman et al., 2015; Uesugi et al., 2006; Beuchat
og Mann, 2014). En mulig forklaring er den lave a,, i agar, sammenliknet med et
flytende medium. Dette kan fgre til at cellene tilpasser seg forhold med lav a,, og
dermed styrker overlevelsen av Salmonella pa tegrre produkter (Beuchat og Mann,
2014). Det er derfor mulig at inokuleringen i denne studien kan presentere et “verst

tenkelig scenario”.

Nar inokulumet med lav konsentrasjon skulle produseres ble det tatt ut en sa lav
mengde som 0,1 pl av det initielle inokulumet, for a danne 1 ml inokulum med
gnsket sluttkonsentrasjon. Den mengden er vanskelig a pippetere ngyaktig. For a
unnga arbeid med sma volum burde det veert tatt ut et hgyere volum, som deretter
ble fortynnet til gnsket konsentrasjon. Nar inokulumet med hgy konsentrasjon skulle
produseres var ikke dette et problem, siden volumet som ble tatt ut var mye hgyere.
Inokulumlgsningene burde veert platet ut pa XLD og kvantifisert for a veere helt
sikker pa at det var baktrieceller tilstede, og at startkonsentrasjonen var som gnsket.

Resultatene i denne oppgaven kan veere begrenset av denne usikkerheten.

Fa studier har sammenlignet pavirkningen av ulike inokulumkonsentrasjoner pa
overlevelsen av patogener i tgrr mat. Produktene ble inokulert med hgyt og lavt
niva av begge serotypene. Fra figur 8 er det tydelig at nedgangen i overlevelsen av
S. Agbeni fglger den samme trenden ved hgy og lav inokulumkonsentrasjon, bade
pa kokos og mandler. Noen studier har observert raskere nedgang av bakterieceller
ved lavere inokulumkonsentrasjoner (Flessa et al., 2005; Blessington et al., 2013),
mens andre studier har vist at overlevelsen var uavhengig av initiell inokulumkon-
sentrasjon (Uesugi et al., 2006; Brar et al., 2015). Resultatene i denne studien tyder
pa sistnevnte, siden de statistiske analysene viste at det ikke var signifikant forskjell

pa overlevelsen av S. Agbeni fra hgy og lav inokulumkonsentrasjon.
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6 Konklusjon

Et av de mer signifikante funnene som kommer frem av denne studien er at S. Agbeni
kan overleve i produkter med lav a,,, slik som tgrkede kokosterninger og mandler.
Forskningen viste at S. Agbeni overlevde opp mot 61 dager pa kokos og 82 dager pa
mandler. Disse funnene understreker behovet for a sikre at denne typen produkter
ikke inneholder Salmonella og at kontaminering ikke skjer under produksjon. S.
Typhimurium ble ikke detektert i noen av produktene. Generelt ser det derfor ut til

at overlevelsen av Salmonella pa disse produktene kan veere serotypeavhengig.

Produktene ble inokulert med hgy og lav inokulumkonsentrasjon. De statistiske
analysene viste at det ikke var signifikant forskjell pa overlevelsen av S. Agbeni med

hensyn pa de to inokulumkonsentrasjonene.

Studien bidrar til forstaelse av hvordan matbarne patogene, mer spesifikt S. Agbeni
og S. Typhimurium, opptrer i produkter med lav a,. Innsikten som er oppnadd
i denne studien kan vere til hjelp for produsenter av tgrket frukt, ngtter, eller
produkter som inneholder disse komponentene. De unike overlevelsesegenskapene
til S. Agbeni, i forhold til S. Typhimurium, fremhever behovet for gode strategier

som skal forhindre hgyrisiko serotyper i matindustrien.
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7 Forslag til videre arbeid

Siden Salmonella tidligere har blitt vist a kunne overleve veldig lenge i tgrre pro-
dukter, ville det veert interessant med en belastningsstudie som gar over en enda
lengre periode. Videre forskning kan utforske andre serotyper assosiert med pro-
dukter med lav a,,. Videre studier kunne ogsa inkludert flere produkter med relativ
hgy pH og hgyt fettinnhold (som f.eks. sjokolade), og evaluert overlevelsen av ulike

serotyper pa disse produktene.

Dersom studien skal replikeres burde den inkludere de analysene som ikke var mu-
lig a gjennomfere i dette prosjektet. Som tidligere nevnt gjaldt dette flere uttak,
identifiseringsarbeid med bakteriekolonier, samt kvantifisering av Salmonella med
real time PCR. Det kunne ogsa vert interessant a inkludert pH og vannaktivi-
tetsanalyser gjennom belastningsforsgket, for a se om verdiene forandrer seg over
tid.
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