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Forord

Denne masteroppgaven, pa 45 studiepoeng, er en individuell oppgave som avslutning pa den 2-
arige masterutdanningen Matvitenskap, teknologi og baerekraft, ved Norges teknisk-
naturvitenskapelige universitet (NTNU). Arbeidet med denne oppgaven utgjorde halve 3.

semester og hele 4. semester av utdanningen og arbeidet ble avsluttet i mai 2023.

Det har bade veert spennende og slitsomt a arbeide med oppgaven med flere lange dager med
labarbeid, men det har ogsa vaert veldig givende a se progresjon og resultater underveis i

arbeidet som har holdt motivasjonen oppe.

Fgrst vil jeg rekke en takk til min hovedveileder Lisbeth Mehli som har gitt veldig god veiledning
med hennes kunnskaper gjennom hele prosessen av labarbeid, oppsett av oppgave og skriving.

Jeg har lzert utrolig mye og motivasjonen din har hjulpet meg gjennom hele arbeidsperioden.

Jeg vil ogsa takke min andre veileder Kirill Mukhatov, som har hjulpet med a forme oppgave og

forsgk, samt hjulpet veldig med sin kunnskap om statistiske analyser og prosessering.

Takk til produsent som har skaffet og gitt prevemateriale til forsgk, samt gitt informasjon og

svart raskt pa mine eventuelle spgrsmal.

Takk til veterinaerinstituttet som har vaert behjelpelige og gitt meg tilgang til bruk av serovaren

brukt i forsgket.

Til slutt vil jeg takke min samboer som har vaert bade oppmuntrende og motiverende igjennom

den slitsomme perioden det er a skrive masteroppgave.



Sammendrag

Torkede produkter med lav vannaktivitet blir generelt regnet som spiseklare produkter som er
trygge for konsum. Derimot er det en mulighet for noen patogene bakterier a overleve i slike
miljger som kan forarsake sykdommer hos mennesker. En slik bakterie er Salmonella som
medfglgende har forarsaket flere utbrudd knyttet til produkter med lav vannaktivitet. Denne
masteroppgaven undersgker evnen Salmonella Typhimurium og Salmonella Agbeni har for a
overleve pa tgrkede kokosterninger og kokosflak lagret ved temperatur pa 4°C og 20°C, i tillegg
til 3 undersgke egnetheten Real-time PCR har for a detektere Salmonella under en

belastningsstudie.

S. Typhimurium og S. Agbeni ble inokulert pa kokosterninger og kokosflak og lagret ved
temperatur pa 4°C og 20°C i en periode over fire maneder. Bade S. Typhimurium og S. Agbeni
viste bedre overlevelsesevne lagret ved 4°C, sannsynligvis forarsaket av lavere celleaktivitet.
Begge serovarene viste bedre overlevelsesevne lagret pa kokosflak enn pa kokosterninger som
kan vaere forarsaket av det hgye sukkernivaet til kokosterningene som har en uttgrkende effekt
pa bakteriene. S. Agbeni viste bedre overlevelsesegenskaper enn S. Typhimurium, sannsynligvis

forarsaket i forskjell mellom serovarene.

Detektering av Salmonella pa prgver av kokosterninger og kokosflak gjennom
belastningsforsgket ble utfgrt med Real-time PCR gjennom den fire maneder lange
lagringsperioden. Alle inokulerte prgver undersgkt med Real-time PCR viste tilstedevaerelse av
Salmonella uansett om prgvene viste eller ikke viste vekst ved utplating pa petriskal, siden Real-
time PCR paviser DNA uansett om cellene er levende eller dgde. Real-time PCR egner seg derfor
ikke alene som pavisningsmetode av Salmonella i belastningsforsgk pa grunn av den manglende

evnen til a skille mellom levende og dgde bakterier.



Abstract

Dried products with low water activity are generally considered ready-to-eat products that are
safe for consumption. However, there is a possibility for certain pathogenic bacteria to survive
in such environments, which can cause illnesses in humans. One such bacterium is Salmonella,
which has been associated with several outbreaks related to low water activity products. This
master's thesis investigates the ability of Salmonella Typhimurium and Sa/monella Agbeni to
survive on dried coconut cubes and coconut flakes stored at temperatures of 4°C and 20°C.
Additionally, it examines the suitability of Real-time PCR for detecting Salmonella during a

challenge study.

S. Typhimurium and S. Agbeni were inoculated onto coconut cubes and coconut flakes and
stored at temperatures of 4°C and 20°C for a period of over four months. Both S. Typhimurium
and S. Agbeni showed better survival rates when stored at 4°C, likely due to lower cellular
activity. Both serovars exhibited better survival rates on coconut flakes compared to coconut
cubes, which could be attributed to the high sugar levels in the coconut cubes, which have a
dehydrating effect on the bacteria. S. Agbeni demonstrated better survival properties than S.

Typhimurium, possibly due to differences between the serovars.

Detection of Salmonella on samples of coconut cubes and coconut flakes during the challenge
study was performed using Real-time PCR throughout the four-month storage period. All
inoculated samples examined with Real-time PCR showed the presence of Salmonella,
regardless of whether the samples exhibited visible growth on agar plates or not. This is
because Real-time PCR detects DNA, regardless of whether the cells are alive or dead.
Therefore, Real-time PCR alone is not suitable as a detection method for Salmonella in

challenge studies due to its inability to differentiate between live and dead bacteria.
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1 Innledning

Fokus pa sunnhet og helse har de siste arene gkt blant store befolkningsgrupper, noe som har
fort til endrede spisevaner. Tgrket frukt har flere helsefremmende egenskaper hvor det
inneholder blant annet fiber, folat og magnesium, samt at det har en antioksiderende effekt
grunnet hgyt innhold av vitamin C. Konsum av tgrket frukt er hgyere enn noen gang hvor det
den totale markedsverdien til tgrket frukt i 2023 er 8,52 milliarder amerikanske dollar, og er
estimert til i ar 2028 a veere pa 11,24 milliarder amerikanske dollar. Denne gkningen medfgrer

derimot bekymringer og begrensninger angaende mattrygghet (MarketDataForecast, 2023).

Flere nasjonale og internasjonale matbarne utbrudd har blitt koblet til konsum av tgrket frukt
hvor det i 2019 i Norge var et utbrudd av Salmonella Agbeni (Johansen et al., 2021; Warriner,
u.d). Totalt ble det bekreftet 56 personer i Norge mellom 2-81 ar som var smittet av bakterien.
Utbruddsetterforskning sporet kilden for utbruddet til & veere en fruktblanding (eksotisk miks)
som besto av ulike tgrket frukt som var av kokos, rosiner, bananer, ananas og papaya (Johansen

et al.,, 2021).

Tidligere masteroppgave av Jacobsen (2020) utfgrte et lagringsforsgk over 82 dager hvor
Salmonella Agbeni og Salmonella Typhimurium ble tilsatt til tgrket kokosterninger, tgrket
ananasterninger, rosiner og mandler. Det ble diskutert at et hgyt fettinnhold i t@rket
kokosterninger og mandler kan vaere arsaken til gkt evne for overlevelse av S. Agbeni, og
anbefalte videre arbeid a inkludere flere produkter med hgyt fettinnhold for a se hvordan

Salmonella overlever i slike produkter over tid.



2 Introduksjon

Det er kjent at Salmonella kan overleve i mat og miljger med lavt vanninnhold, noe som har
medfgrt flere utbrudd i verden (Beuchat & Mann, 2014). | Norge ble det i 2022 solgt 2088 tonn
med tg@rket frukt, baer og blandinger med ngtter. Totalt ble tgrket frukt til en verdi av 481 569
tusen norske kroner solgt i 2022, som er har gkt fra 424 496 tusen norske kroner siden 2020
(OFG, 2022). Tgrket frukt industrien er stor og det er derfor viktig at det som blir produsert og

konsumert ikke medfgrer noen fare for forbruker (Bourdoux et al., 2016).

2.1 Tgrking av mat

T@rking av mat er en gammel teknikk brukt for & preservere mat ved a fjerne fritt vann i
produktet slik at veksten av forringelses- og patogene bakterier senkes, samt a redusere
kjemiske reaksjoner innad i produktet som forarsaker forringelse. Det finnes mange forskjellige
tgrkemetoder hvor det fgrst ble brukt solenergi, og der det na brukes en rekke ulike metoder
som: tunnel tgrking, spray tgrking, osmotisk t@rking og trommel tgrking (Vega-Mercado et al.,

2001).

| et matprodukt finnes det vann som er fritt og vann som er bundet. Bundet vann er alt vannet
som er bundet til produktet som en flytende Igsning i det faste stoffet eller fanget i
porestrukturen til produktet, og fritt vann vil veere resten av det overflgdige vannet i
produktet(Lima et al., 2016b). Forskjellen mellom bundet og fritt vann er at bundet vann ikke
kan fjernes fra produktet ved enten mekaniske arbeid eller varmebehandling, men som det kan
gjores med fritt vann. Nar det snakkes om t@rking er det derfor fjerning av fritt vann det

omhandler (Lima et al., 2016b).

T@rkeprosessen gar ut pa a bruke varm luft som tar til seg fritt vann i produktet og fgrer dette
frie vannet videre slik at den totale vannmengden i produktet synker. Denne prosessen kan
forklares ved at nar den varme luften kommer i kontakt med produktet vil det dannes et
fordampningstrykk fra luften til produktet (Piuf:) og motsatt (Pprodukt). Om produktet har hgyere
vanndamptrykk enn luften rundt seg, altsa (Pprodukt > PLuft), Vil den gi fra seg vann til luften. Hvis
produktet inneholder lite vann vil ogsa vanndamptrykket vaere lavt, og hvis vanndamptrykket er

lavere enn luften rundt (Perodukt < PLuft) Vil luften gi fra seg vann til produktet (Lima et al., 2016a).



Vannaktivitet (aw) er definert som forholdet mellom vanndamptrykket i et produkt og det
mettede vanndamptrykket over rent vann ved den samme temperaturen (Slinde, 2022).
Naeringsmidler med lavt vanninnhold inneholder generelt ikke mer enn 25% vann av
totalvekten og har en aw mellom 0,00 og 0,60, som skal tilsvare nivaer hvor vekst av
mikroorganismer er hemmet (Jay et al., 2008). Omtrentlig vannaktivitet til en rekke
matprodukter vises i tabell 1, hvor produkter som fullstendig hemmer vekst av

mikroorganismer er blant annet tgrket frukt, kjeks, melkepulver og pulverkaffe (USDA, 1995).

Tabell 1: Den typiske vannaktiviteten til noen matprodukter (USDA, 1995).

Produkt Vannaktivitet
Ferskt kjgtt og fisk 0,99
Brgd 0,95
Lagret cheddar 0,85
Syltetgy og gele 0,8
Torket frukt 0,6
kjeks 0,3
Melkepulver 0,2
Pulverkaffe 0,2

Reduksjon av vannaktivitet ved osmotisk tgrking kan gjgres ved for eks. tilsetning av salt eller
sukker. Arsaken til reduksjon i vannaktivitet er fordi salt og sukker er hgyt Igselig i vann, noe
som fgrer til at det tilgjengelige vannet i produktet blir bundet til saltet eller sukkeret slik at

mengde tilgjengelig vann senkes (Pittia & Antonello, 2016).

Patogene bakterier klarer som regel ikke a vokse pa naeringsmidler med lav vannaktivitet og a
senke vanninnhold i naeringsmidler er en av de vanligste matene a preservere mat pa, men det
har blitt rapportert at noen av disse bakteriene kan overleve fra flere maneder til ar i mat med
lav aw eller i miljget hvor t@rket mat ble prosessert. Selv om tgrkede naeringsmidler har store
fordeler vedrgrende mikrobiell trygghet, og stort sett blir regnet som trygt a innta, er det likevel

noen store bekymringer som ma tas tak i for a sikre trygge produkter (Beuchat et al., 2013).



2.2.1 Tgrking av kokos

Torket kokos bestar av fruktkjgttet til kokosngtt hvor vanninnhold har blitt fijernet, og er et
produkt som har de siste arene har gkt i popularitet som et sunt snacks alternativ (da Silva et
al., 2014). Produksjon av tgrket kokos utfgres hovedsakelig giennom to forskjellige metoder
som er osmotisk dehydrering og dehydrering ved bruk av varm luft. | tillegg er det mulig a
kombinere de to metodene (da Silva et al., 2013). Tgrking ved bruk av varm luft er en dyr og
energikrevende prosess i motsetning til osmotisk dehydrering som vanligvis gjgres ved a dyppe
kokosen i en sukkerlake. Selv om osmotisk dehydrering er billig og simpelt fgrer det ikke til
tilstrekkelig reduksjon av vanninnhold, derfor brukes osmotisk dehydrering vanligvis som et

fortrinn f@r tgrking ved bruk av varm luft (da Silva et al., 2014).

Siden dehydrering av kokos ved bruk av varm luft er sa energikrevende, er andre baerekraftige
energieffektive metoder gnsket for a redusere kostnadene ved produksjon. Det har blant annet
veert forsket pa dehydrering ved bruk av trykk eller dehydrering ved bruk av virvelsjikt, men
disse metodene er i oppstartsfasen og dermed ikke tatt i bruk av industrien enda. (Madhiyanon

et al., 2009; Maneepan & Yuenyongputtakal, 2011).

2.2 Mikrobiologisk fare i mat med lavt vanninnhold

Ved a senke aw vil vekst av mikroorganismer bli svekket og til slutt helt stoppe helt opp. Nivaet
av aw ngdvendig for a fullstendig stoppe vekst av ulike mikroorganismer vil variere mellom ulik
arter av bakterier, mugg og gjeer, men mugg og gjeer har generelt en bedre evne til 3 vokse ved
lav aw. Figur 1 gir en oversikt over ulike typer mikroorganismer og minimum aw som er

ngdvendig for vekst (Tapia et al., 2020).



Range of a_ Microorganisms Inhibited by Lowest a_ in this Range

1.00-0.95 Pseudomonas, Escherichia, Proteus, Shigella, Klebsiella, Bacillus, Clostridium
perfringens, C. botulinum E, G, some yeasts

0.95-0.91 Salmonella, Vibrio parahaemolyticus, Clostridium botulinum A, B, Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus

0.91-0.87 Staphylococcus aureus (aerobic), many yeasts ( Candida, Torulopsis, Hansenula),
Micrococcus)

0.87-0.80 Most molds (mycotoxigenic penicillia), Staphyloccocus aureus, most Saccharomyces
(bailii) spp., Debaryomyces

0.80-0.75 Most halophilic bacteria, mycotoxigenic aspergilli

0.75-0.65 Xerophilic molds (Aspergillus chevalieri, A. candidus, Wallemia sebi), Saccharomyces
bisporus

0.65-0.61 Osmophilic yveasts (Sacharomyces rouxii), a few molds (Aspergillus echinudarus,
Monascus bisporus)

< 0.61 No microbial proliferation

Figur 1: Minste a. ngdvendig for vekst av ulike mikroorganismer (Tapia et al., 2020).

T@rking av mat og reduksjon av ay vil generelt forhindre mikrobiell vekst som vist over, men
torkeprosessen kan medfgre utilstrekkelig mikrobiell inaktivering av enkelte bakteriearter som
gjor det mulig for bakteriene a overleve i miljger med lav aw (Chiewchan et al., 2007). Noen
typer bakterier kan vaere vanskelige a inaktivere i tgrkede produkter forarsaket av
forsvarsmekanismer som gkt varmeresistans eller indusering av Viable but non-culturable
(VBNC) stadie (Chiewchan et al., 2007; Kasler & Yousef, 2018). Metoder for a fjerne ugnskede
bakterier er ogsa begrenset, og tgrket frukt er like problematisk som andre typer produkter nar
det handler om a fjerne eventuelle patogene bakterier som har kontaminert produktet (Kasler

& Yousef, 2018).

En rekke ulike patogene bakterier har vaert koblet mot kontaminering av matprodukter med lav
aw, men som oftest ved tilstedevaerelse av patogene bakterier er det ulike serovarer av
Salmonella som har blitt identifisert. Sammenliknet med andre bakterier fra Enterobacteriaceae
familien og andre ikke-sporedannende bakterier har forholdet av matbarne sykdommer
tilknyttet utbrudd og tilbakekalling av mat med lav a, vaert forarsaket av Salmonella, noe som
kan forklares ved Salmonella sin evne til a overleve tgrre miljger eller miljger med lav aw
(Gurtler et al., 2014). For matprodusenter er derfor Salmonella en av de mest utfordrende

bakteriene a forholde seg til (Majowicz et al., 2010).



Det er en stor utfordring a kontrollere patogene bakterier i matprodukter med lav aw. Ofte blir
ramaterialer prosessert og produsert under varierende forhold som fgrer til at det blir vanskelig
a kontrollere og begrense kontaminering av patogene bakterier (Santillana Farakos & Frank,
2014). Patogene bakterier kan kontaminere produkter gjennom flere forskjellig steg av
produksjonen: hgsting, lagring, prosessering og pakking. Det er utrolig viktig a kontrollere og
forhindre tilstedeveerelse av skadedyr, stgv og vann i produksjonslokaler siden de ofte kan
medfgre og fremme overlevelse og vekst av patogene bakterier (Santillana Farakos & Frank,
2014). Det finnes flere ulike veier for patogener a kontaminere naeringsmidler med lav aw, og
det er derfor viktig a opprettholde gode hygienestandarder til produksjon av ulike produkter

(Beuchat et al., 2013).

Et annet stort problem under produksjon av ulike naeringsmidler er krysskontaminering.
Krysskontaminering av naeringsmidler kan bli forarsaket av ansatte i en bedrift, hvor dem kan
veere beaerere av patogene bakterier. For eksempel kan bakteriene bli introdusert til
produksjonslokale eller neeringsmidler gjennom klaer eller sko som de ansatte bruker (Podolak
et al., 2010). Det er spesielt viktig a forsikre seg over at naeringsmidler ikke blir kontaminert
etter prosessering siden det ikke vil vaere flere produksjons steg som kan redusere eller
pdelegge bakteriene som fgrer til en stor fare for konsumer ved inntak av naeringsmiddelet

(Beuchat et al., 2011).

Flere matprodukter med lav ay er vanligvis beregnet til a veere spiseklare («ready to eat» (RTE))
produkter, og det skal derfor ikke veere ngdvendig med forbehandling som steking eller koking
fer det blir spist. Slike produkter har ogsa vanligvis veldig lang holdbarhetstid, noe som fgrer til
at produksjon av denne typen produkter ma fglge strenge hygiene standarder (Santillana

Farakos & Frank, 2014)

2.3 Salmonella i mat med lavt vanninnhold

2.3.1 Utbrudd av Salmonella mat med lavt vanninnhold
Det er kjent at Salmonella kan overleve over lange perioder i tgrket frukt (Beuchat & Mann,
2014), hvor flere Salmonella utbrudd har blitt knyttet til inntak av infisert tgrket frukt som i

2018 hvor tgrket kokos forarsaket et utbrudd av Salmonella Typhimurium i flere ulike stater i



USA (CDC, 2022) eller i 2019 i Norge hvor utbrudd av Salmonella Agbeni ble koblet til «eksotisk
miks» som var en tgrket fruktblanding bestaende av; kokos, rosiner, bananer, ananas og papaya

(Johansen et al., 2021).

Etterforskningen fra utbruddet i Norge med helgenomsekvensering viste at utbruddsstammen
var S. Agbeni (Figur 2), hvor alle bakterieprgvene tatt fra de 56 smittede menneskene og
bakterieprgvene tatt fra «eksotisk miks», viste 2 eller mindre alleliske forskjeller mellom
isolatene (Johansen et al., 2021). En allelisk forskjell mellom bakterier i samme stamme er
forarsaket av en mutasjon av et gen som kan forarsake ulike fenotypiske egenskaper. Hos oss
mennesker kan en slik allelisk forskjell vaere forskjell i blodtype (Voje, 2022). Denne alleliske

forskjellen mellom bakteriene fra utbruddet visualiseres i Figur 2.

=3 Human cases (n =56)

mm Samples from dried fruit mix (n = 10)

Figur 2: Viser spenntre for miljg (turkise)- og kliniske (gule) isolater fra utbrudd av S. Agbeni
basert pd core genome multilocus sequence typing analysis (cgMLST). Nummeret pa grenene til
spenntreet tilsier antallet av alleliske forskjeller mellom isolatene fra mennesker og «eksotisk

miks» (Johansen et al., 2021).

Historisk sett er ikke Salmonella i naeringsmidler med lavt vanninnhold et nytt problem, hvor
det ble oppdaget Salmonella i tgrkede melkeprodukter pa 1950-tallet. Problemet ligger i en
stpdig gkning av utbrudd de siste 40 arene koblet til naeringsmidler med lavt vanninnhold. |
tillegg gker varmeresistansen til Salmonella i térkede produkter slik at den overlever over en

lengre tid, noe som spesielt vises ved lagring i kjgleskaptemperaturer (Podolak & Black, 2017).



Pa grunn av faren som medfgrer ved inntak av i naeringsmidler med lavt vanninnhold er
matprodusenter sterkt oppfordret til 3 utfgre sikkerhetskontroller og tiltak for a ta for seg
risikoen knyttet med Salmonella og andre patogener i naeringsmidler med lavt vanninnhold

(Podolak & Black, 2017).

2.3.2 Tilhgrighet og taxonomi i slekten Salmonella

Salmonella er en slekt av bakterier som er Gram-negative, ikke sporeformende og prokaryote
staver. De er bevegelige ved bruk av flageller men kan ogsa vaere ubevegelige i
bakteriekulturer, og gj@ér opp en av hovedgruppene i Enterobacteriaceae familien (Mumy,
2014). Enterobacteriaceae familien bestar av tarmbakterier som kan ha bade mennesker og dyr
som vert. Eksempel pa bakterier innenfor denne familien er Escherichia, Klebsiella, Proteus,
Shigella, Yersinia og Salmonella (Bgvre, 2021), hvor Figur 3 viser det fylogenetiske treet til
bakterier i Enterobacteriaceae familien. | matproduksjonsindustrien brukes Enterobacteriaceae
som en hygiene indikator for a teste om produksjonsforholdene og personalhygiene er gode og
rene nok, i tillegg til 3 detektere potensielle patogene bakterier i produktet deres (Cox et al.,
1988; Lues & Van Tonder, 2007). Pavisning av Enterobacteriaceae er en metode som er brukt
mye i mat- og vannproduksjons industrien og tilstedevaerelse av disse bakteriene er ofte
forarsaket av en fekal kontaminasjon (Mladenovi¢ et al., 2021). Viktige patogene bakterier fra
Enterobacteriaceae familien er Salmonella spp. og Shigella spp., i tillegg til E. coli 0157:H7 som

er en av de viktigste patogene bakteriene i matsammenheng (Baylis et al., 2011).



Xenorhabdus nematephila
E Photorhabdus asymbiotica
Proteus vulgaris
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Figur 3: Fylogenetisk tre som viser slektskap mellom bakterieslekter og -arter i Enterobacteriaceae
familien basert pd 16S rDNA sekvenser. Salmonella enterica er markert med r@gd boks (Adams et al.,

2006).

| felge Su og Chiu (2007) finnes det to arter av Salmonella slekten: Salmonella enterica og
Salmonella bongori. Antallet av Salmonella arter bgr derimot ikke undervurderes, hvor S.
enterica bestar av seks underarter (enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae og indica)
med over 2500 forskjellige serovarer under Salmonella enterica subspecies enterica, som vist er
vist i Figur 4 (Popoff, 1997). Type serovar av Salmonella enterica bestemmes av biokjemiske og
molekylaerbiologiske metoder av blant annet hvilke antigener som er ligger i cellemembranen
(Tgnjum, 2023). Arsaken til denne inndeling av serovarer kommer av at nesten alle typer av
Salmonella enterica forarsaker sykdom og epidemier, hvor man da har lyst til & vite akkurat
hvilket serovar det omhandler, siden antigenet til serovaren vil reagere med spesifikke
antistoffer hos verten (Tgnjum, 2023). | fglge Folkehelseinstituttet (2022) er de vanligste
serovar variantene i Norge Salmonella Entiritidis og Salmonella Typhimurium som star for totalt

70% av ikke-tyfoide isolater av Salmonella.



Kingdom  — Eubacteria
Phylum — Proteobacteria
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Genus — Salmonella
1
I |

Species — bongori enterica
Sibspadies = enterica salamae arizonae diarizonae houtenae indica

P n (1 (llla) (Ilb) (IV) (VI

I I

Serovars — "Nontyphoidal" "Typhoidal"

Figur 4: Generell klassifisering og taxonomi av Salmonella (MacKenzie et al., 2017).

Nesten alle stammene av Salmonella er patogene og har evnen til 3 forarsake sykdom, siden de
har evnen til 3 invadere celler til verten, overleve og formere seg (Tgnjum, 2023). Salmonella
kan bli funnet overalt i naturen hvor infeksjon hos mennesker ofte er forarsaket pa grunn av
konsum av kontaminert mat eller vann. De vanligste matvarene som kontaminasjonskilde er
kjptt, ra melk, prosessert mat, frukt og egg (CDC, 2022; Mumy, 2014), hvor smittereservoaret
innebaerer de fleste varme og kaldblodige dyr (Folkehelseinstituttet, 2022). Salmonellose er en
alvorlig sykdom forarsaket av Salmonella bakterien som kan fgre til akutt gastroenteritt hvor
symptomer kan veaere; diaré, magesmerter, hodepine, feber og kvalme hos et menneske

(Mumy, 2014).

Hvert ar er det antatt omkring 93,8 millioner tilfeller av salmonellose globalt, hvor 80,3

millioner av disse tilfellene er assosiert med inntak av kontaminerte matprodukter. | tillegg er
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det estimert at Salmonella infeksjoner forarsaker 155 000 dgdstilfeller hvert ar (Majowicz et al.,

2010).

Salmonellose fortsetter a vaere en stor bekymring for offentlig helse over hele verden (Mumy,
2014). Infeksjonsdosen ngdvendig for a forarsake sykdom er relativ hgy sammenlignet med
andre medlemmer av Enterobacteriaceae, hvor den kan veere fra 1000 til 100 000 bakterier.
Infeksjonsdose som er ngdvendig for a forarsake sykdom vil variere mellom ulike spesifikke

serovar og deres fysiske tilstand (Mumy, 2014).

Salmonella inneholder en rekke ulike virulensfaktorer som hjelper bakterien til a overleve
reisen gjennom magesekken, og for 8 komme seg inn i epitelcellene i tynntarmen. Epitelcellene
blir invadert i tynntarmen ved a forarsake restrukturering av aktin som fgrer til at epitelcellen

inntar bakterien (Mumy, 2014).

2.3.3 Overlevelse mekanismer for Salmonella i tgrket produkt

Salmonella bakterien har flere ulike mekanismer for overlevelse i miljger med lav aw, som
innebaerer blant annet opptak av molekyler som regulerer det osmotiske trykket, dannelse av
biofilm og filamentering (Finn et al., 2013). | tillegg, som nevnt tidligere, kan Salmonella bli
VBNC og ga inn i metabolsk sovende fase, om den blir utsatt for stress eller ugnskede

omgivelser (Oliver, 2010).

Den stgrste utfordringen til bakterien ved tgrking er & opprettholde vanninnholdet inne i cellen,
samt a forhindre strukturelle gdeleggelser til ngdvendige organeller i cellen, proteinstrukturer
og DNA (Breeuwer, 2014). | mat med lavt vanninnhold vil bakterier prgve a holde pa mest mulig
vann som gjgres ved a opprettholde en osmotisk likevekt med omgivelsene. Dette gjgres ved a
gke konsentrasjonen av lgselige stoffer og molekyler i cellen, som K* ioner, aminosyren prolin,
glycine-betaine og ectoin (Csonka & Hanson, 1991) slik at det osmotiske trykket blir balansert
mellom bakterien og omgivelsene og forhindrer bakteriene a tgrke ut (Csonka, 1989). En annen
forbindelse som Salmonella kan produsere for 3 balansere det osmotiske trykket, samt beskytte

biologiske molekyler er disakkaridet trehalose (Furuki et al., 2009; Kempf & Bremer, 1998).

Biofilm er et komplekse mikrobiologiske samfunn hvor bakterier er festet til hverandre ved

hjelp av ekstracelluleere polymeriske stoffer, som for eks. polysakkarider. En biofilm kan besta
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av ulike bakterier som arbeider og kommuniserer sammen, noe som kan fgre til gkt metabolsk

kapasitet og gkt motstand mot endringer fra miljget (Coenye, 2013).

Dannelse av biofilm vises i Figur 5 hvor bakterier fgrst fester seg til en overflate ved bruk av
flageller. Mengden flageller vil deretter reduseres og bakteriene vil begynne a produsere
komponenter til biofilmmatrisen, som medfgrer irreversibel festing. Biofilmen vil deretter
gjennomga en modningsfase hvor bakteriene i biofilmen vokser og formerer seg helt til det
dannes mikrokolonier innad i biofilmen. Det siste steget bestar av opplgsning av biofilmen slik
at bakteriene blir spredd videre i miljget (Sauer et al., 2022).
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Figur 5: Prosessen for dannelse og utvikling av biofilm (Sauer et al., 2022).

Filamentering er forstgrrelse av bakterieceller som medfgrer en stgrre mengde biomasse.
Denne prosessen forarsakes vanligvis av osmotisk stress som fgrer til en inhibering av
celledelingsprosessen (Finn et al., 2013). En stor cellemasse hos bakterier kan vaere
problematisk for matprodusenter siden det kan fgre til en undervurdering av den potensielle
bakteriemengden i produktet, hvor stgrre bakterieceller ikke vil gi en hgyere mengde CFU ved
bruk av vanlige analysemetoder. Derimot vil mengde CFU gke betraktelig om bakteriene
gjennomgar et berikningsledd, siden den gkte cellemassen gjgr celledeling lettere ved gode

vekstvilkar (Stackhouse et al., 2012).
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2.3.4 Viable but non-culturable (VBNC) bakterier

VBNC bakterier er bakterier som midlertidig har mistet sin evne til 8 vokse pa ulike vekstmedia
pa grunn av stress eller upnskede omgivelser. Disse bakteriecellene er derimot ikke dgde siden
cellemembranen deres er hel og arvestoff ikke er gdelagt eller skadet (Cook & Bolster, 2007), i
tillegg til at de utfgrer respirasjon og tar opp naeringsstoffer som aminosyrer fra omgivelsene
(Lled et al., 1998). | fplge Li et al. (2014) er det hittil bevist at 85 ulike bakteriearter som har
mulighet til & utvikle VBNC hvor 67 av disse artene er patogene derav Salmonella er en av disse

artene.

VBNC celler har flere likheter med vanlig levende celler, men det er en del forskjeller i form,
cellevegg og cellemembran, metabolisme og virulens. VBNC er ofte mindre enn levende celler
slik at st@rrelsen til overflate arealet gket i forhold til volum (Du et al., 2007). Metabolismen er i
tillegg redusert og evnen til a tale fysiske og kjemiske pakjennelser gker (Shleeva et al., 2004;

Signoretto et al., 2000).

Bakterier som utvikler VBNC som fglge av stress kan gjenoppta vekst igjen ved gode forhold,
som betyr at VBNC er et stadie som er reversibelt (Baffone et al., 2006). Faktorer som
stimulerer VBNC bakterieceller til & gjenoppta vekst kan variere veldig fra bakterie til bakterie
(Chaveerach et al., 2003), hvor faktorer som stimulerer til gijenopptakelse kan veaere dyrking pa
nzringsrikt medie, gking av veksttemperatur, tilstedevaerelse av aminosyrer og tilstedevaerelse
av vertsceller (Li et al., 2014). | fglge Gupte et al. (2003) kan VBNC Salmonella Typhimurium
gjenopplives ved bruk det nzeringsrike mediet Tryptic Soy Agar i kombinasjon med en
temperatur gkning opp til 53°C. Kombinasjonen av ulike stress som Salmonella mgter i t@rket

frukt kan indusere VBNC celler av Salmonella (Jayeola et al., 2022).

Evnen bakterier har til 3 bli VBNC er fordelaktig for bakterien selv siden det gker sjansen for
overlevelse i ugnskede omgivelser, men er problematisk og en fare for menneskelig helse siden
mengden bakterier malt ved vanlige plateutspredningsmetoder vil gi et lavere antall enn det
faktiske antallet i et matprodukt om VBNC bakterier er til stede. Dette kan veaere spesielt farlig

om alle bakteriene i en prgve fra matindustrien er VBNC, hvor denne prgven kan bli bestemt for
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a veere bakteriefri selv om det er bakterier til stede. Om disse bakteriene i tillegg er patogene

kan det fgre til fare for liv og helse (Li et al., 2014).
2.4 Mal med oppgaven

Hovedmalet med denne oppgaven er a fa mer kunnskap om overlevelse av Salmonella i
kokosprodukter. En tidligere masteroppgave hadde vist at overlevelse av Salmonella i
kokosprodukter var bedre enn i andre produkter av tgrket frukt (Jacobsen, 2020). | denne

oppgaven skal det undersgkes:

(1) Hvordan Salmonella Typhimurium og Salmonella Agbeni overlever pa kokosproduktene
kokosterning og kokosflak pa to ulike lagringstemperaturer 4°C og 20°C over en periode pa fire

maneder.

(2) Om Real-time PCR egner seg for deteksjon av Salmonella i en belastningsstudie.

3 Material og metoder

3.1 Valg av prgvemateriale

Basert pa tidligere resultater fra Jacobsen (2020) og i fglge da Silva et al. (2022) som nevner at
flere utbrudd av Salmonella enterica involverer tgrket kokos, ble det valgt a bruke tgrket kokos
som prgvemateriale til prosjektet. Det ble bestemt a bruke to forskjellige kokosprodukter:
kokosterninger som er kokosmasse bestaende av 52% kokos og 48% sukker (Produsent, 2023)
formet som terninger og kokosflak som er skivet og tgrket kokos hvor en del av skallet er med.
Dette gir mulighet for & se om form og areal til produktet kan ha en effekt pa overlevelse av

Salmonella.

3.1.1 Flytskjema over produksjon av prgvemateriale

Kokosterninger produsert i Ghana og kokosflak produsert i Thailand ble levert av produsent
som i tillegg har gitt flytskjema over produksjon av kokosterninger. Produksjon av
kokosterninger, vist i Figur 6, utfgres ved a fgrst blgtlegge kokosmateriale i SO, for & inhibere
vekst av bakterier og deretter redusere mengden SO; slik at det er trygt for menneskelig

konsum. Kokosen blir deretter kuttet til terninger og kokt i vann for a gjgre produktet mykere,

14



dyppet i sukkerlake for smak og konservering og deretter tgrket i ovn etterpa for a gjgre

produktet t@rt. Til slutt blir produktet dekket med melis og tgrket i ovn som skaper et

sukkerbelegg rundt produktet som bade gir smak og hindrer uttgrking.

Produksjon av kokosflak, vist i Figur 7, ble utfgrt ved a dele kokosngtter i to og varme dem i ovn

for a tgrke ut innmaten og gj@re det lettere a handtere. Deretter blir det ytre kokosskallet

fiernet og kokosinnmaten blir vasket og kuttet i skiver. Til slutt blir kokosinnmaten delt i skiver

hvor en del av det indre skallet fortsatt er pa, terket i ovn og pakket i poser klar for levering.

Flytskjema for produksjon av kokosterninger

Mottak av kokos
ramateriale

Vasking av
ramateriale

Blgtlegging i SO,

Kutting til
terningform

Redusere
mengde SO,

Koking i vann

Dyppe i
sukkerlake

Luft tgrking i ovn

Dekke med melis

Luft tgrking i ovn

Selektering av
defekte terninger

Fargesortering

Pakking i pose

Lagring

Levering

Figur 6: Flytskjema over produksjon av tgrket kokosterninger.
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Flytskjema for produksjon av kokosflak
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Figur 7: Flytskjema over produksjon av kokosflak.

3.1.2 Maling av vanninnhold og vannaktivitet i kokosterninger og kokosflak

Siden vanninnhold og vannaktivitet er viktige parametere for vekst og overlevelse av bakterier i
naeringsmidler ble det bestemt & male disse parameterene i kokosterninger og kokosflak.
Vanninnhold ble malt ved a uttgrke 3 paralleller hver av kokosterninger og kokosflak i ovn over
24 timer. Vekt ble malt fgr og etter uttgrking, hvor differansen i vekt etter tgrking var

vanninnholdet i produktet.

Vannaktivitet i kokosterninger og kokosflak ble malt ved bruk av Novasina Labmaster-aw, hvor
tre paralleller hver av kokosterninger og kokosflak ble lagt i beger som ble satt inn i maskinen.
Fgr maling av vannaktivitet ble kokosterninger delt i fire for a redusere forholdet mellom volum

og overflate, som gir et mer ngyaktig resultat.

3.2 Bakteriologisk test av kokosterninger og kokosflak
| forkant av det planlagte belastningsforsgket, var det ngdvendig a utfgre en bakteriologisk test

av prgvemateriale for a kartlegge den ndvaerende mikrobiologiske kvaliteten og eventuelt
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detektere antall av ulike typer bakterier. Kokosterninger og kokosflak ble analysert for: totalt
aerobt kimtall ved bruk av Plate Count Agar (PCA), Enterobacteriaceae ved bruk av petrifilm og

tilstedeveerelse av Salmonella ved bruk av NMKL metode nr. 71.

NMKL metode nr 71. er en kvalitativ metode som betyr at det detekter om Salmonella er
tilstede i naeringsmiddelet eller ikke. Prinsippet gar ut pa a pre-anrike naeringsmiddelet,
homogenisere det ved bruk av en Stomacher og deretter plate ut pa et selektivt medie og et

annet passende medie.

3.2.1 Mdling av aerobe bakterier og Enterobacteriaceae

For maling av antall aerobe bakterier og Enterobacteriaceae test ble det brukt 3 paralleller hver
av produktene, hvor 10 gram av prgvemateriale aseptisk ble veid opp og tilsatt peptonvann i
forholdet 1:10. Peptonvann ble laget av 1g Bacteriological pepton (LP0034B, Oxoid) og 8,5 g
NaCl (VWR) tilsatt 1 liter avionisert vann. Lgsningen ble deretter homogenisert i en Stomacher
(IUL Masticator) i 60 sekunder og en fortynningsrekke for hver parallell ble laget ned til 1073
fortynning ved a ta 1 mL fra stomacher-lgsningen og blande ut med 9 mL peptonvann til gnsket
fortynning er oppnadd. Figur 8 viser hvordan fortynningsrekke ble laget til og tilhgrende
fortynningsgrad for r@r og petriskaler. Ved utplating pa petriskal ble 100 uL av gnsket
fortynningslgsning pipettert pa petriskal og deretter spredd jevnt pa skalen ved a dra en steril L-

formet stav opp og ned imens petriskalen ble rotert rundt.

9mL 9mL ImL SmL SmL
peptonvann peptonvann peptonvann peptonvann peptonvann

Fortynning i rgr 101 102 103 104 105 10°
¢100uL i 100pL ¢IOOuL ‘ 100pL l 100pL t 100pL
sl ) o { s N e o [ mmm—
Fortynning pa petriskal 102 103 10:* 103 10 1077
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Figur 8: Viser hvordan fortynningsrekke ble tillaget og grad av fortynning tilhgrende hvert rgr og hver
petriskdl. Modifisert fra (Thabit, 2014).

For maling av antall aerobe bakterier i produktene ble PCA (CM0325, Oxoid) brukt som medie,
hvor det ble platet ut fortynning fra 102 til 10 ved & overfgre 100pL lgsning fra
fortynningsrekken til PCA platene, og PCA platene ble deretter inkubert i varmeskap i 72 timer

ved 37°C. Etter 72 timer ble kolonier telt og totalt kimtall regnet ut.

For maling av antall Enterobacteriaceae bakterier ble 3M™ Petrifilm™ Enterobacteriaceae brukt
hvor det ble platet ut fortynninger fra 107 til 103 ved & overfgre 1 mL Igsning fra
fortynningsrekken til petrifiimen ved a Igfte det gverste laget, tilsette Igsningen og forsiktig
lukke laget slik at det ikke dannes luftbobler. Deretter ble petrifilmene inkubert i varmeskap i
24 timer ved 37°C. Etter 24 timer kunne kolonier telles som svarte prikker med et gult omrade

rundt seg (3M, 2017), vist i Figur 9.

Figur 9: Positive kolonier av bakteriearter i Enterobacteriaceae familien pa petrifilm med svart prikk og

gult omrdde rundt (3M, 2017).

3.2.2 NMKL metode Nr. 71 for deteksjon av salmonella i naeringsmidler
Tre paralleller av kokosterninger og kokosflak ble laget hvor prgvematerialet fgrst matte pre-

anrikes. Dette ble gjort ved a ta 25 gram prgvemateriale og tilsette til 225 mL bufret pepton
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vann (CM1049, Oxoid). Prgvematerialet ble deretter inkubert ved 37°Ci 18 timer i et

varmeskap.

Etter inkubering ble 100uL av det pre-anrikede peptonvannet overfgrt til 10mL Rappaport-
Vassiliadis soya (RVS) buljong (CM0866, Oxoid) som var forvarmet til inkuberingstemperatur

42°C. Lgsningen ble deretter inkubert i varmeskap ved 42°C i 24 timer.

En steril loop ble deretter brukt til 3 overfgre RVS Igsningen pa xylose lysine desoxycholat (XLD)
agar (CM0469, Oxoid) og pa mannitol lysine crystal violet brilliant green (MLCB) agar (CM0783,
Oxoid). Platene ble deretter inkubert opp-ned ved 37°C i et varmeskap i 24 timer. Ved vekst av
Salmonella dannes det svarte kolonier pa XLD agar (Microbiologie-Clinique, u.a-b) vist i Figur 10
og lilla-svarte kolonier pa MLCB (Oxoid, u.a), og det kan konkluderes at Salmonella er detektert
i 25 gram av prgvematerialet. Om det ikke er vekst av Salmonella kan det konkluderes at

Salmonella ikke er detektert i 25 gram av prgvematerialet.

Figur 10: Utseende til Salmonella kolonier p XLD agar. (Foto: D. Braathen)

3.3 Belastningsforsgk i to kokosprodukter inokulert med Salmonella

3.3.1 Tillaging og Kvantifisering av inokuleringslgsning

For utfgrelse av et belastningsforsgk var det ngdvendig a lage en inokuleringslgsning av
Salmonella som tilsettes til prgvematerialet, siden prgvematerialet ikke inneholdt Salmonella
bakterier fra fgr av. Basert pa tidligere studier utfgrt av Jacobsen (2020) ble det valgt a bruke en

hgy inokuleringsdose 108 Salmonella-bakterier siden antallet av bakterier er vist & synke over

19



tid. Stammene brukt til inokuleringslgsningen er Salmonella enterica serovar Typhimurium
(CCUG 11732T) og Salmonella enterica subsp. enterica serovar Agbeni (VI 61548). Den ble
velvillig gitt oss fra Veterinaerinstituttet av Gro S. Johannessen for bruk i denne
masteroppgaven. Det ble laget en inokuleringslgsning av hver Salmonella stamme ved a fgrst
dyrke opp renkulturer av stammene over natt pa XLD agar og deretter overfgre og blande ut de
svarte koloniene til 1 mL peptonvann ved bruk av en steril loop. Lgsningen ble deretter

fortynnet til 50 mL med peptonvann.

Absorbans i Igsningene ble malt med spektrofotometer (PharmaSpec UV-1700) ved ODeoo. |
felge Jacobsen (2020) vil en absorbans over 0,600 ved ODeoo for Salmonella tilsvare en mengde
med over 108 bakterier per mL. For & fa en hgy nok inokuleringsdose var det derfor viktig a
oppna en absorbans over 0,600 ved ODeoo. Absorbansen for inokuleringslgsningen til S. Agbeni

ble malt til 0,689 og absorbansen til S. Typhimurium ble malt til 0,662.

For & kvantifisere inokuleringslgsningene ble det laget en fortynningsrekke fra 107! til 10”7 hvor
1 mL Igsning ble tilsatt 9 mL peptonvann. Fortynningene ble deretter platet ut pa XLD agar fra
107 til 10 og inkubert opp-ned i et varmeskap ved 37°C i 24 timer. Antall koloniformene

enheter ble deretter telt og mengden Salmonella i inokuleringslgsningen ble beregnet.

| etterkant av inokuleringen av kokosproduktene ble en ny inokuleringslgsning av S. Agbeni og
S. Typhimurium laget for & kvantifisere lgsningene fra 103 til 108 fortynning ved & plate ut pa
XLD agar. Absorbansen for inokuleringslgsningen til S. Agbeni ble malt til 0,675 og absorbansen
til S. Typhimurium ble malt til 0,626 ved ODsoo. Disse inokuleringslgsningene ble ikke tilsatt til

kokos, men bare brukt for kvantifisering.

3.3.2 Oppsett av belastningsforsgk

Belastningsforsgket ble satt opp til & vare en periode over 4 maneder. Til belastningsforsgket
ble det brukt sterile 100mL begre hvor halvparten av begrene ble aseptisk fylt med
kokosterninger og den andre halvparten ble aseptisk fylt med kokosflak. | hvert beger ble det
veid opp 35 gram av et kokosprodukt slik at det ble nok materiale for tre paralleller per uttak

hvor en parallell trenger 10 gram prgvemateriale. Disse begrene ble forseglet tett med lokk slik
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at omgivelsene utenfor begeret har noen effekt pa produktet, og ble oppbevart mgrkt i

romtemperatur til inokuleringslgsning ble tilsatt.

Halvparten av begrene med kokosflak ble tilsatt S. Typhimurium og den andre halvparten ble
tilsatt S. Agbeni, med henholdsvis 0,662 og 0,689 i malt absorbans ved ODego. Tilsvarende ble
gjort med kokosterninger. Dette ble gjort ved a overfgre 1 mL inokuleringslgsning til hvert
beger, sette pa lokket og riste til Igsningen var jevnt fordelt, for deretter a lufttgrke hvert beger
i 24 timer pa en sterilbenk. Luft t@rking av inokulerte kokosprodukter pa steril benk vises i Figur

11.

Figur 11: Luft tgrking av kokosterninger og kokosflak inokulert med S. Typhimurium og S. Agbeni.

Til slutt ble halvparten av kokosproduktene inokulert med S. Typhimurium lagret mgrkt i skap

ved romtemperatur og den andre halvparten lagret mgrkt i kjgleskap. Tilsvarende ble gjort med
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kokosproduktene tilsatt S. Agbeni. Boksene var helt lufttette slik at omgivelser i rom og

kjgleskap ikke ville ha noen pavirkning pa produktene.

De forskjellige parameterne under lagring var to forskjellige Salmonella stammer: S.
Typhimurium og S. Agbeni, lagring ved romtemperatur (20°C) og kjgleskaptemperatur (4°C), og
bruk av to ulike kokosprodukter: kokosterninger og kokosflak. Antall ulike kombinasjoner av
parametere er totalt 8, som betyr at det matte gjgres klart totalt 88 begre for prgvematerialet
for & kunne utfgre 11 uttak i en periode over 4 maneder. Tabell 2 viser oppsett av

kombinasjoner og antall prgver tilhgrende til belastningsforspgket.

Tabell 2: Viser mengde beger av hver ulike kombinasjon, og totalt antall beger og paralleller.

Antall beger
Parametere S. Typhimurium S. Agbeni
Kokosterning + Lagring ved 11 11
romtemperatur (20°C)
Kokosflak + Lagring ved 11 11
romtemperatur (20°C)
Koksterning + Lagring ved 11 11
kjgleskaptemperatur (4°C)
Kokosflak + Lagring ved 11 11
kjgleskaptemperatur (4°C)
Totalt 88 beger (tilsvarer 264 paralleller)

3.3.3 Utfgrelse av belastningsforsgk
Det ble utfgrt uttak etter: 1, 8, 16, 30, 43, 50, 64, 78, 92, 106 og 120 dager etter start av

belastningsforsgk hvor tilstedevaerelse av Salmonella ble analysert og kvantifisert, samt at en

Igsning av hver parallell fra hvert beger ble lagret for Real-time PCR.

Dette ble gjort ved a fgrst male opp 10 gram kokos fra hvert beger 3 ganger, og tilsette
peptonvann i forholdet 1:10. Lgsningene ble deretter blandet i stomacher i 60 sekunder og

fortynnet i en fortynningsrekke ved a tilsette 1mL Igsning til 9 mL peptonvann. Deretter ble
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fortynningene platet ut pa XLD agar ved a overfgre 100puL Igsning til skalen. Graden av
fortynninger som ble platet ut for hver kombinasjon av parametere ble justert for hvert uttak
slik at det ble platet ut for den fortyningsgraden hvor det vokste tellbare enkeltkolonier. XLD

platene ble deretter inkubert opp ned ved 37°Ci 24 timer f@r kolonier ble telt og kvantifisert.

Pa det siste uttaket ble det ogsa fortynninger platet ut pa Tryptic Soy Agar (TSA) (CM0131,
Oxoid) for a undersgke tilstedevaerelsen til levende bakterier. Platene ble inkubert opp ned ved

37°Ci 24 timer for kolonier ble telt og kvantifisert.

3.4 Real-time PCR for deteksjon av Salmonella

For preparering til Real-time PCR ble 50mL av hver stomacherlgsning fra hvert uttak fylti en
50mL steril rgr. Denne lgsningen ble sentrifugert (Heraus Megafuge 8R Centrifuge) i 10 min ved
9500 rpm. Supernatanten ble deretter forsiktig fjernet slik at det var ca. 1 mL Igsning igjen i
tillegg til pelleten. Pelleten ble sa Igst i resten av Igsningen og 1mL av denne Igsningen ble
overfgrt pa mikrotuber som igjen ble sentrifugert (Heraus Fresco 21 Centrifuge) ved 14800 rpm
i 5 minutter. Supernatant ble deretter forsiktig fjernet og den resterende pelleten i microtuben

ble fryst ned ved -20°C til senere analyse

Real-time PCR ble utfgrt ved bruk av SureTect™ Salmonella species PCR Assay kit
(ThermoFisher, PTO100A), hvor innholdet er vist i tabell 3.

Tabell 3: Innhold i SureTectTM Salmonella species PCR Assay kit. Denne analysen inneholder bdde

reagenser til DNA isolering og til PCR analyse.

Innhold Mengde
Lysis Reagens brgnner 12 remser med 8 brgnner hver
Lysis Brgnn lokk 12 remser med 8 lokk hver
Proteinase K 1 tube (1,2 mL)
Salmonella PCR brgnner 12 remser med 8 brgnner hver, 1 pellet i hver
brgnn
Optiske PCR lokk 12 remser med 8 lokk hver
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Til utfgrelsen av Real-time PCR ble fgrst de nedfryste mikrorgrene tilsatt 1mL sterilt

peptonvann og pelleten ble Igst i dette vannet for a gjenopprette lik konsentrasjon som fgr

frysing. Deretter ble manualen til produsenten fulgt ved DNA isoleringen og PCR analysen. Det

startet med en remse med Lysis Reagens brgnner som ble satt i romtemperatur i 5 minutter fgr

den ble sentrifugert og apnet. Hver brgnn ble det 10uL Proteinase K. Deretter ble 10uL Igsning

fra et mikrorgr med prgve tilsatt i en brgnn og 10uL Igsning fra en annen prgve ble tilsatt i en

annen brgnn helt til alle 8 brgnnene var fylt. Remsen med Lysis Reagens brgnner ble sa

forseglet med lokk. Dette ble gjentatt til gnsket mengde remser hadde blitt gjort klart. For hver

analyse ble en brgnn tilsatt 10pL sterilt peptonvann i stedet for prgvelgsning for a veere en non-

template control (NTC), altsa en negativ kontroll.

Alle Lysis Reagens remsene ble deretter inkubert i et PCR instrument hvor program for

temperatur og tid er vist i tabell 4.

Tabell 4: Program brukt til inkubering av Lysis Reagens remser

Steg Temperatur Tid
Varm opp lokk 105°C For hele programmet
1 37°C 10 minutter
2 95°C 5 minutter
3 10°C 2 minutter
4 4°C Hold til bruk

Under inkubering av Lysis Reagens remser ble Salmonella PCR remser gjort klart ved a la dem

std i romtemperatur i 5 minutter for a bli tempererte. Etter endt inkubering ble 20uL fra hver

Lysis Reagens brgnn tilsatt sin respektive brgnn i Salmonella PCR remsen og PCR remsene ble

deretter forseglet med optiske PCR lokk. Hver brgnn i hver PCR remse ble deretter ristet

forsiktig og sa spunnet i 10 sekunder for a fjerne bobler og for a samle vaeske i bunn.

For Real-time PCR analyse ble det brukt QuantStudio™ 5 Real-Time PCR Instrument (A28133)

og programvaren RapidFinder™ Analysis Software v1.2 ble lastet ned pa forhand
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Ferdigpreparerte PCR remser ble satt pa riktig posisjon i brett som var bestemt pa forhand i

Rapidfinder™ og satt i PCR instrumentet for sa a bli analysert.

Alle prgvene fra parallell 2 av uttakene ble brukt til real-time PCR analyse, samt prgver fra uttak
4 til uttak 11 fra parallell 1, 1 positiv kontroll av hver Salmonella stamme og null prgvene av

kokosterninger og kokosflak fra uttakene.

3.5 Statistiske analyser
Statistisk analyse ble utfgrt ved bruk av IBM SPSS Statistics, versjon 27. T-test og 2-veis ANOVA
ble utfgrt for 3 undersgke statistisk signifikante forskjeller (p < 0.05) av Salmonella stammer,

type kokosprodukt og oppbevaringstemperatur over tid.
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4 Resultater

4.1 Vanninnhold og vannaktivitet i kokosterninger og kokosflak

Gjennomsnittlig vanninnhold for kokosterninger (malt i % av totalvekt) var 9,75 + 0,65, og for
kokosflak var 2,23 + 0,09 (Tabell 5). Gjennomsnittlig vannaktivitet for kokosterninger ble
analysert til 0,55 + 0,00, og for kokosflak ble analysert til 0,33 + 0,00.

Tabell 5: Gjennomsnittlig vanninnhold (gitt i % av totalvekt) og vannaktivitet i prgver av kokosterninger

og kokosflak.

Prgve Gjennomsnittlig vanninnhold (%) Gjennomsnittlig vannaktivitet
Kokosterning 9,75 + 0,65 0,55 + 0,00
Kokosflak 2,23 £0,09 0,33+0,00

4.2 Mikrobiell status i kokosterninger og kokosflak f@r oppstart av belastningsforsgket

4.2.1.Analyse av totalt kimtall og bakterier i familien Enterobacteriaceae pa kokosterninger og
kokosflak

Den mikrobielle kvaliteten pa de tgrkede produktene som skulle benyttes i eksperimentet ble
analysert med parameterene Totalt kimtall pa PCA, og Enterobacteriaceae pa forhand. Det ble
funnet hverken aerobe bakterier eller bakterier i familien Enterobacteriaceae pa kokosterninger
vist i tabell 6. Pa kokosflak ble det funnet 3,69 Log10 CFU/g av aerobe bakterier og noen fa
kolonier av Enterobacteriaceae. Koloniene av Enterobacteriaceae vises med rgd ring i Figur 12,
hvor mengde kolonier var under deteksjonsgrensen og derfor ikke kunne fa en Log10 CFU verdi.
Antall Enterobacteriaceae i tabell 6 er derfor null, selv om det kan vaere kolonier med bakterier i

familien Enterobacteriaceae til stede pa kokosflakene.

Tabell 6: Totalt kimtall og Enterobacteriaceae i kokosterninger og kokosflak gitt i Log10 CFU/g.

Produkt
Analyse Kokosterning Kokosflak
Aerobe bakterier (Log10 CFU/g) 1 3,69
Enterobacteriaceae (Log10 CFU/g) 1 1
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Figur 12: Sorte kolonier av bakterier i familien Enterobacteriaceae med gul gassdannelse rundt seg pd

petrifilm, fra prgver av kokosflak. (Foto: D. Braathen)

4.2.2 Deteksjon av Salmonella i kokosterninger og kokosflak

Det var ingen vekst av Salmonella hverken i kokosterninger eller kokosflak pa XLD og MLCB
agar. Derimot som vist i Figur 13 var det utypisk vekst pa bade XLD og MLCB agar for prgvene av
kokosflak. Typiske kolonier av Salmonella, beskrevet i kapittel 3.2.2, pa XLD agar er svarte
kolonier og pa MLCB agar er svart-lilla kolonier, hvor veksten pa MLCB agar var hvit-lilla og

veksten pa XLD agar var gul, samt at agaren ble farget gul.
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Figur 13: Viser utypisk vekst fra prgver av kokosflak pd MLCB agar (til venstre) og XLD agar (til hgyre).

(Foto: D. Braathen)

Gjennom belastningsforsgket ble den samme utypiske veksten observert pa XLD agar for prgver

av kokosflak som fgrte til gult medium i petriskalen.

4.3 Overlevelse av Salmonella i tgrkede kokosprodukter

4.3.1 Kvantifisering av inokuleringslgsningene

Inokuleringslgsningene brukt til belastningsforsgket besto av serovarene S. Typhimurium og S.
Agbeni, hvor absorbansen til Igsningen av S. Typhimurium ble malt til 0,662 ved ODgoo 0g
Igsningen av S. Agbeni ble malt til 0,689 ved ODeoo. Disse inokuleringslgsningene ble fortynnet
ned til 10" og platet ut pd XLD agarplater, hvor fortynning for 10 var overgrodd. Dette betyr at
inokuleringslgsningene begge hadde mer enn 10° bakterier per mL med inokuleringslgsning

som var det som var gnsket til belastningsforsgket.

Det var gnsket a fa et eksakt antall CFU/mL pa inokuleringslgsningene, og det ble derfor laget til
nye inokuleringslgsninger av S. Typhimurium og S. Agbeni med samme absorbans som ble
ytterligere fortynnet ned til 10 og platet ut. Absorbansen til denne lgsningen av S.
Typhimurium ble malt til 0,626 ved ODeoo 0g I@sningen av S. Agbeni ble malt til 0,675 ved ODeoo.
Resultater gitt i Log10 CFU/mL for totalt antall bakterier av S. Typhimurium og S. Agbeni vises i
tabell 7.

Tabell 7: Totalt antall av S. Typhimurium og S. Agbeni i ny inokuleringslgsning gitt i Log10 CFU/mL.

Stamme Absorbans ved ODeoo Antall bakterier (Log10 CFU/mL)
S. Typhimurium 0,626 7,96
S. Agbeni 0,675 8,38

4.3.2 Overlevelse av Salmonella inokulert i kokosterninger og kokosflak

Gjennom uttakene ble Salmonella kvantifisert for de ulike parameterene (serovar, temperatur,
produkt) ved bruk av plateutspredning pa XLD agar. Overlevelseskurvene etter inokulering gitt i
Log10 CFU/g-verdier for S. Typhimurium og S. Agbeni i kokosterninger og kokosflak er vist i
Figur 14.
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Figur 14: Overlevelseskurver for S. Typhimurium (gverst) og S. Agbeni (nederst) inokulert i kokosterninger
og kokosflak og lagret i romtemperatur og kjgleskaptemperatur. «Typ» er S. Typhimurium, «Agb» er S.
Agbeni, «Rom» er lagring ved romtemperatur (20°C), «Ks» er lagring ved kjgleskapstemperatur (4°C),

«KT» er kokosterning og «KF» er kokosflak.
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S. Typhimurium viser bedre overlevelsesevne pa kokosflak enn kokosterning, hvor S.
Typhimurium lagret ved romtemperatur pa kokosterning ikke lenger var kvantifiserbar etter 17
dager, og S. Typhimurium inokulert pa kokosterning og lagret ved kjgleskaptemperatur ikke var
lenger kvantifiserbar etter 78 dager. | motsetning var bade S. Typhimurium inokulert pa
kokosflak ved romtemperatur og kjpleskaptemperatur kvantifiserbar etter 120 dager. @kt
overlevelsesevne vises ogsa ved lagring i kjgleskaptemperatur, hvor S. Typhimurium pa
kokosterninger og kokosflak overlevde lenger og hadde et hgyere antall CFU/g i

kjgleskaptemperatur enn romtemperatur.

S. Agbeni inokulert i kokosterninger og kokosflak viser veldig lik overlevelsesevne lagret ved
kjpleskaptemperatur. S. Agbeni tilsatt kokosflak og lagret i romtemperatur har en litt lavere
overlevelsesevne enn S. Agbeni lagret ved kjgleskaptemperatur, men den stgrste forskjellen er
hos S. Agbeni tilsatt kokosterninger lagret i romtemperatur som ikke lenger var mulig a

kvantifisere etter 64 dager.

Pa det siste uttaket til belastningsforsgket ble prgvene i tillegg til 3 bli platet ut pa XLD agar,
ogsa platet ut pa TSA. Log10 CFU/g verdiene fra det siste uttaket viser at prgvene platet ut pa
TSA har generelt hgyere verdi enn XLD utenom prgver av S. Typhimurium og S. Agbeni lagret pa
kokosterninger i romtemperatur (20°C) hvor det ikke var vekst pa bade TSA og XLD, og prgve av
S. Typhimurium lagret pa kokosflak i romtemperatur (20°C) hvor det ikke var vekst pa TSA, men

vekst pa XLD (Tabell 8).

Tabell 8: Log10 CFU/g verdi for de ulike kombinasjonene av lagringsparameterene ved det siste uttaket
platet ut pa XLD agar og TSA. «Typ» er S. Typhimurium, «Agb» er S. Agbeni, «<Rom» er lagring ved
romtemperatur (20°C), «Ks» er lagring ved kjgleskapstemperatur (4°C), «KT» er kokosterning og «KF» er

kokosflak. Verdier i Log10 CFU/g gitt som 0 (ingen vekst), ble gitt antall 1 i CFU/g.

Kombinasjon av XLD TSA
lagringsparametere (Log10 CFU/g) (Log10 CFU/g)
Typ Rom KT 0 0
Typ Rom KF 2 0
Typ Ks KT 0 3,52
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Typ Ks KF 3,84 4,56
Agb Rom KT 0 0
Agb Rom KF 4,10 5,84

Agb Ks KT 4,92 6,08

Agb Ks KF 5,55 6,73

4.3.3 Statistiske analyser av overlevelsesverdiene til S. Typhimurium og S. Agbeni

Det ble utfgrt en t-test for 3 sammenlikne mengde bakterier gjennom hele belastningsforsgket
av stammene S. Typhimurium og S. Agbeni. Det var statistisk signifikant forskjell mellom de to
serovarene for alle uttakene. Det ble derfor valgt a utfgre 2-veis Anova for hver enkelt stamme

for a se hvilken effekt lagringsbetingelser og produkt har pa hver stamme.

Tabell 9: Viser P-verdi til Lagringstemperatur, Produkt og interaksjon mellom Lagringstemperatur og

Produkt for S. Typhimurium og S. Agbeni.

Stamme Variabel P-verdi
Lagringstemperatur 0,000

S. Typhimurium Produkt 0,000
Lagringstemperatur*Produkt 0,934

Lagringstemperatur 0,000

S. Agbeni Produkt 0,000
Lagringstemperatur*Produkt 0,000

For bade S. Typhimurium og S. Agbeni ga ulik lagringstemperatur og lagring av de to ulike
produktene en statistisk signifikant forskjell hvor p-verdien for variablene er 0,000 (Tabell 9).
Dette tilsier at overlevelsesevnen til Salmonella er ulik ved de ulike lagringsbetingelsene. Dette
vises i Figur 15 for S. Typhimurium og S. Agbeni hvor det gjennomsnittlige antallet av
Salmonella pa kokosflak er hgyere enn kokosterning og det gjennomsnittlige antallet av

Salmonella er hgyere for lagring ved kjgleskaptemperatur enn ved romtemperatur.
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For S. Typhimurium var det ikke signifikant interaksjon mellom lagringstemperatur og produkt
(p-verdien var 0,934), men for S. Agbeni var det en signifikant interaksjon (mengde bakterier er
avhengig av kombinasjonen til parameterene) mellom lagringstemperatur og produkt hvor p-
verdien var 0,000. Forskjellen kan sees i Figur 15 for S. Agbeni, hvor det ikke er en statistisk
signifikant forskjell mellom antall Salmonella bakterier for kokosflak og kokosterninger lagret

ved kjgleskaptemperatur, men en statistisk signifikant forskjell ved romtemperatur.

Estimated Marginal Means of LogCFU Estimated Marginal Means of LogCFU
Stamme: Typhimurium Stamme: Agbeni
7,00 7,00 Produkt
—KT
6,00
@ 6,00 }Z KE
™ 500 5,00
o) %
=S 400 4,00
g
Q= 300 %’ 3,00
® = :
_% 2,00 ‘ 2,00
- 1,00 1,00
00 : 00
Rom KS Rom KS
Lagring Lagring
Error bars: 95% Cl Error bars: 95% Cl

Figur 15: Gjennomsnittlig mengde av S. Typhimurium og S. Agbeni giennom belastningsforsgket lagret
ved romtemperatur (Rom) og kjgleskaptemperatur (KS), og lagret pa kokosterninger (KT) og kokosflak

(KF).

Det ble utfgrt statistisk analyse pa lagringsparameterene Temperatur og Produkt for S.
Typhimurium og S. Agbeni for hvert enkelt uttak. Resultatene i Tabell 10 viser for S.
Typhimurium at det var signifikant forskjell mellom lagringstemperaturene fra og med uttak 2
og at det var signifikant forskjell mellom produktene fra og med uttak 1. For S. Agbeni var det
signifikant forskjell mellom lagringstemperaturene pa uttak 1 og, fra uttak 4 til uttak 11. Det var

signifikant forskjell mellom produktene pa uttak 3 og fra uttak 5 til uttak 11.
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Tabell 10: P-verdier for S. Typhimurium og S. Agbeni ved lagringsparameterene temperatur

(romtemperatur og kjgleskaptemperatur) og produkt (kokosterninger og kokosflak) for hvert uttak

Dag (uttak) Lagringsparameter P-verdi P-verdi
(S. Typhimurium) (S. Agbeni)

1(1) Temperatur 0,992 0,032
Produkt 0,012 0,055

8(2) Temperatur 0,002 0,167
Produkt 0,000 0,293

16 (3) Temperatur 0,000 0,327
Produkt 0,000 0,020

30 (4) Temperatur 0,000 0,027
Produkt 0,000 0,236

43 (5) Temperatur 0,000 0,001
Produkt 0,000 0,014

50 (6) Temperatur 0,017 0,000
Produkt 0,001 0,000

64 (7) Temperatur 0,021 0,000
Produkt 0,000 0,000

78 (8) Temperatur 0,014 0,000
Produkt 0,001 0,000

92 (9) Temperatur 0,000 0,000
Produkt 0,000 0,000

106 (10) Temperatur 0,010 0,000
Produkt 0,000 0,000

120 (11) Temperatur 0,012 0,000
Produkt 0,000 0,000

4.4 Real-time PCR av prover fra kokosterninger og kokosflak

Deteksjon av Salmonella ved bruk av Real-time PCR ble utfgrt pa renkulturer av S. Typhimurium
og S. Agbeni samt pa de samme stomacherlgsningene av inokulerte kokosterninger og
kokosflak som ble brukt til utplating pa XLD. | tillegg ble nullprgver av kokosterninger og

kokosflak fra belastningsforsgket analysert.



Av inokulerte kokosterninger og kokosflak ble 173 prgver testet hvor alle prgvene var positive
(Tabell 11). Renkulturprgven av S. Typhimurium og renkulturprgven S. Agbeni var ogsa positive,

og resultater fra kontrollprgvene (Nullprgver og NTC) var negative for Salmonella (Tabell 11).

Tabell 11: Viser antall prgver til Real-time PCR og hvor mange av pr@gvene som er positive

(tilstedeveerelse av Salmonella) og negative (fravaer av Salmonella).

Prgve Antall Positive Negative
Renkultur av S. Typhimurium 1 1 0
Renkultur av S. Agbeni 1 1 0
Inokulerte kokosterninger og 173 173 0
kokosflak

Nullprgve kokosterning 9 0 9
Nullprgve kokosflak 5 0 5
NTC (Non Template Control) 6 0 6
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5 Diskusjon

5.1 Vanninnhold og vannaktivitet i kokosterninger og kokosflak

Vanninnhold og vannaktivitet er viktige parametere som kan si noe om det er mulig for
mikroorganismer a vokse i et naeringsmiddel, hvor vannaktivitet under 0,60 er tilstrekkelig for a
hindre all vekst av mikroorganismer (Jay et al., 2008). Maling av vanninnhold og vannaktivitet
ble derfor utfgrt i dette prosjektet for 8 undersgke hvordan overlevelsesforholdene til

mikroorganismer pa kokosflak og kokosterninger var.

Vannaktiviteten til bade kokosterninger og kokosflak var under 0,60. Begge produktene er
derfor tilstrekkelig lagringsstabile slik at det vil veere utfordrende for eventuelle bakterier i

produktene a overleve.

5.2 Mikrobiell status i kokosterninger og kokosflak

Fer utfgrt belastningsforsgk ble den mikrobielle statusen til kokosterninger og kokosflak
undersgkt for 3 undersgke eventuelle bakterier som allerede er tilstede i produktene. Det ble
ikke funnet aerobe bakterier eller Enterobacteriaceae pa kokosterninger og det ble funnet 3,69
Log10 CFU/g aerobe bakterier pa kokosflak i tillegg til at Enterobacteriaceae var til stede pa

kokosflak, men som ikke kunne kvantifiseres grunnet for lavt antall kolonier pa petrifilm.

Den mikrobiologiske forskjellen mellom kokosterninger og kokosflak kan forklares i forskjellen
produksjonslokale, hvor det kan vaere en forskjell i miljget og produksjonshygiene som de ulike
produktene er produsert i. | fglge de Silva et al. (2017) som utfgrte mikrobiologiske prgver av
produksjonslokalene til tgrket kokosngtt i Sri Lanka, medfgrte de t@grre sonene av
produksjonslokalet liten mulighet for kontaminasjon og de vate sonene, der vann ble brukt,
stgrre risiko for kontaminasjon av produktet hvor antall bakterier i vat sone var betraktelig
hegyere. For & senke muligheten for kontaminasjon ble det derfor foreslatt oftere utbytting av
vann brukt i produksjon. Dette stemmer overens med Beuchat et al. (2013) som sier at kontroll
pa vann og fuktighet under produksjon av tgrket frukt er viktig for & kontrollere mikrobiell
vekst. Utilstrekkelig kunnskap eller muligheter for a gjgre endring i produksjonslokale kan
derfor veere en arsak til den mikrobielle forskjellen mellom kokosterninger og kokosflak

(Beuchat et al., 2013).
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Det var detektert null vekst av Salmonella pa kokosterninger og kokosflak ved spredning pa XLD
og MLCB agar. Derimot var det utypisk vekst pa prgver av kokosflak som fgrte til at XLD agar ble
farget gul med gule kolonier og MLCB agar ble lysere i fargen med lyse og hvite kolonier vist i

Figur 13.

| felge Microbiologie-Clinique (u.a-b) kan bakterier som har mulighet til 3 fermentere laktose
eller sukrose danne gule kolonier pa XLD agar, hvor eksempler pa slike bakterier er Escherichia,
Klebsiella, Serratia, Citrobacter koseri og Yersinia enterocolitica. Det er da en mulighet at det
kan veere tilstedevaerelse av en eller flere av disse bakteriene pa kokosflak, spesielt siden det
ble malt tilstedevaerelse av Enterobacteriaceae pa kokosflak og alle dem nevnte bakteriene var

en del av Enterobacteriaceae familien (Adams et al., 2006).

For MLCB agar nevner Oxoid (u.d) at de fleste bakteriene som har evnen til 3 vokse pa mediet
utvikler seg som fargelgse kolonier. | Figur 13 vises det at bakteriekoloniene som har vokst pa
MLCB agaren ikke har noen farge utenom et lilla skjzer som kommer fra selve agaren. Likt som

med XLD agar tyder dette pa at det er andre bakterier enn Salmonella til stede pa kokosflak.

Siden det ikke ble detektert tilstedevaerelse av Salmonella i kokosterninger eller kokosflak pa
hverken XLD eller MLCB agar betyr det at mengde Salmonella bakterier malt under
belastningsforsgket er representativ for mengde Salmonella bakterier tilsatt i kokosproduktene.
Det vil dermed ikke vaere Salmonella bakterier der fra f@r av som kan forarsake en hgyere malt

bakteriemengde enn den mengden som ble inokulert ved forsgket.

5.3 Overlevelse av S. Typhimurium og S. Agbeni tilsatt i kokosterninger og kokosflak

Inokuleringsnivaet i dette prosjektet var hgyere enn det som vanligvis observeres i tgrkede
produkter, men for a kunne evaluere overlevelse i Igpet av en lang lagringsperiode er det hgye
nivdet ngdvendig (Flock et al., 2022; Jayeola et al., 2022). Det ble brukt inokuleringsdose (10°
eller hgyere med Salmonella bakterier) for a undersgke hvordan en mengde bakterier som kan
forarsake sykdom hos et menneske overlever over tid (Mumy, 2014). | fglge Jacobsen (2020)
sine resultater tilsvarer en absorbans over 0,600 ved ODeoo for inokuleringslgsningen en

bakteriemengde pa 10° bakterier.
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Absorbans malt til inokuleringslgsningene brukt til belastningsforsgket for S. Typhimurium og S.
Agbeni var henholdsvis 0,662 og 0,689. | tillegg ble inokuleringslgsningene platet ut pa XLD agar
som var overgrodd ved 10 fortynning. Kokosterninger og kokosflak ble derfor inokulert med

mer enn 10° per mL av S. Typhimurium og S. Agbeni som var den gnskelige mengden.

Selv om inokuleringslgsningene ble malt til relativ lik absorbans gjenspeiles ikke dette mengde
bakterier i prgver av kokosterning og kokosflak hvor det var en signifikant forskjell i mengde av
S. Typhimurium og S. Agbeni fra fgrste uttak, der mengde S. Agbeni 13 mellom 6-7 Log10 CFU/g
og mengde S. Typhimurium I3 mellom 4-5 Log10 CFU/g. Ved gjenoppliving av fryste
bakteriekulturer av S. Typhimurium og S. Agbeni som ble brukt til belastningsforsgket dannet S.
Typhimurium faerre kolonier pa XLD agar enn S. Agbeni. Dette kunne ogsa observeres ved
ompoding av levende bakterier pa ny XLD agar skal, som kan bety at S. Typhimurium stammen

som er brukt til belastningsforsgket ikke vokser like lett pa XLD agar som det S. Agbeni gjgr.

Overlevelseskurven av S. Typhimurium og S. Agbeni i Figur 14 viser signifikant bedre overlevelse
av Salmonella pa kokosflak enn kokosterning og signifikant bedre overlevelse lagret ved

kjgleskaptemperatur enn lagring ved romtemperatur.

Forskjellen i overlevelse av Salmonella serovarene pa kokosterninger og kokosflak kan forklares
ved forskjell i innhold av sukker, inokuleringsprosess, samt hvordan kokosterningene blir
produsert. Pa grunn av produksjonsprosessen til kokosterninger hvor de blir dekket med melis
fer torking dannes det en barriere av sukker rundt produktet. | fglge Beuchat et al. (2017) vil
bakterieceller i en vat inokuleringslgsning, som var det som ble brukt til belastningsforsgket, bli
uttgrket og dg nar de kommer i kontakt med sukkerkrystaller. Barrieren av sukker rundt
kokosterningene har bidratt til darligere overlevelse av de inokulerte Salmonella bakteriene og

kan veere arsaken til forskjellig grad av overlevelse mellom kokosproduktene.

@kt overlevelsesevne for Salmonella bakterier ved lav lagringstemperatur (rundt 4°C) pa
naeringsmidler med lav vannaktivitet stemmer overens med studier utfgrt av Hokunan et al.
(2016) og Kimber et al. (2012) hvor begge inokulerte Salmonella i pistasj og mandler, og av
Beuchat og Mann (2014) pa inokulerte Salmonella bakterier i tgrket tranebaer og frysetgrket

jordbaer. En hypotese for arsaken til gkt overlevelsesevne ved lav lagringstemperatur har blitt
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foreslatt av Koseki et al. (2015) som tror at den reduserte celleaktiviteten ved lav temperatur er
egnet for overlevelse i t@rre miljg. En annen hypotese foreslatt av Hokunan et al. (2016)
innebaerer at gkt overlevelse ved lav vannaktivitet og lav temperatur (5°C) er forarsaket av en
cellulzer endring fra et gummiaktig stadie til et glassaktig stadie, som forarsaker at
cellestrukturen til bakteriene blir stabilisert og dermed gjgr dem mer robuste mot miljg med lav
vannaktivitet (Hokunan et al., 2016). Denne hypotesen ma derimot undersgkes grundigere fgr
det kan bli sagt med sikkerhet. Den mest sannsynlige arsaken til hgyere overlevelsesevne for
Salmonella ved lav temperatur i miljp med lav vannaktivitet er derfor reduksjonen i

metabolisme og celleaktivitet.

For S. Agbeni var det signifikant interaksjon mellom lagringstemperatur og kokosprodukt, som
kan sees i Figur 15 hvor det ikke var en forskjell i mengde mellom S. Agbeni pa kokosflak og
kokosterning lagret ved kjgleskaptemperatur. Gjennomgaende under belastningsforsgket har
kokosterning hatt en lavere Log10 CFU/g verdi for de fleste ulike lagringsparameterene enn
kokosflak. | fglge Jgrgensen et al. (2000) kan ulike serovarer av Salmonella enterica overleve
ulike stress situasjoner veldig forskjellig. En forklaring til at det ikke er forskjell mellom mengde
S. Agbeni pa kokosterninger og kokosflak ved kjgleskaptemperatur (4°C) etter 4 maneder med
lagring kan vaere at overlevelsesegenskapene til S. Agbeni er spesielt gode ved lave
temperaturer og at produkt derfor vil ha en lav innvirkning pa overlevelse. Det kan ogsa vaere
mulig at det hgye mengden av S. Agbeni i starten er arsaken, hvor de ikke har blitt lagret i lang
nok tid slik at en forskjell kan vise seg. Det er derfor mulig at en lavere
inokuleringskonsentrasjon ville gitt klarere forskjeller for S. Agbeni ved kjgleskaptemperatur.
Den sterkere overlevelsesevnen til S. Agbeni kan ogsa forklares ved at den brukte lenger tid enn

S. Typhimurium fgr det var en signifikant forskjell mellom vist i tabell 10.

Pa det siste uttaket ble det utfgrt utplating av prgver fra kokosterninger og kokosflak bade pa
TSA og XLD agar for a undersgke mengde levende celler i prgvene ved slutt, hvor det generelt
var mer bakterier som vokste pa TSA enn pa XLD agar. Arsaken til denne forskjellen kan
forklares ved forskjellen i medie brukt, der TSA er et generelt medie for vekst av bakterier hvor
de fleste gramnegative og grampositive bakterier kan vokse (Microbiologie-Clinique, u.a-a). |

motsetning er XLD agar en selektiv agar for differensiering av enteriske gramnegative
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patogener som Salmonella (Microbiologie-Clinique, u.d-b). Dette tyder derfor pa at det i slutten
av belastningsforsgket var andre bakterier enn Salmonella tilstede pa kokosterninger og

kokosflak.

5.4 Real-time PCR av prgver fra kokosterninger og kokosflak

Real-time PCR ble utfgrt pa prever av inokulert kokosterninger og kokosflak gjennom
belastningsforsgket for a teste tilstedevaerelse av Salmonella i prgvene. Alle kokosprgver
inokulert med Salmonella ble testet positive og alle nullprgver ble testet negative, som vist i
tabell 11. Siden alle nullprgver testet negativ viser det at det ikke har vaert noen kontaminasjon
av prgver under uttakene i tillegg til at det ikke har vaert noen kontaminasjon under utfgrelse

av Real-time PCR.

Real-time PCR detekterer bare DNA-et til Salmonella i prgvene og ikke om det er levende,
skadet eller dgdt. Flere av prgvene hvor Salmonella ikke ble detektert pa XLD agar var positive
pa Real-time PCR. | disse prgvene er det derfor en stor sannsynlighet for at bakteriene var
skadet, i et VBNC stadie eller dgde. Real time PCR ma derfor kompletteres med analyser som
viser om cellene er levende eller dgde, eksempelvis med konfocalmikroskopi (Flock et al.,
2022). Usikkerheten blant resultatene til Real-time PCR gjgr denne metoden for deteksjon av

Salmonella uegnet for dette forspket.

Pa grunn av usikkerheten bak brukt metode for a detektere VBNC Salmonella bakterier ville det

veert hensiktsmessig a utforske andre mulige metoder.

En mulig metode beskrevet av Shokrzade og Kordi (2017) for a teste cellelevedyktigheten
innebaerer fluoriserende mikroskopi, hvor et fluoriserende stoff blir tilsatt bade levende og
dgde celler, hvor cellene blir fotografert der levende celler gir fra seg et annet lys en dgde
celler. Deretter vil det veere mulig a kalkulere hvor stor andel av bakteriene i en prgve som er

VBNC eller dgde (Jayeola et al., 2022).
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6 Konklusjon

Denne oppgaven gikk ut pa a undersgke parameterene serovar (stamme), temperatur og
produkt ved a utfgre en belastningsstudie der Salmonella Typhimurium og Salmonella Agbeni
overlever pa kokosterninger og kokosflak ved lagringstemperaturene 4°C og 20°C i en periode
over fire maneder. | tillegg skulle Real-time PCR brukes for 3 undersgke om metoden egner seg

for deteksjon av Salmonella i lagringsperioden.

Begge Salmonella serovarene overlever bedre pa kokosflak enn pa kokosterninger noe som kan
ha sammenheng med sukker behandling av kokosterningene under produksjon. Resultatene
viser ogsa at bade Salmonella Typhimurium og Salmonella Agbeni overlever bedre i disse
produktene lagret ved 4°C enn ved 20°C forarsaket av den reduserte celleaktiviteten. S. Agbeni,
som var serovaren pavist i Salmonella utbruddet i Norge i 2019, viste bedre

overlevelsesegenskaper enn S. Thyphimurium forarsaket i forskjell mellom serovarene.

Real-time PCR egner seg ikke alene til bruk for deteksjon av Salmonella i dette
belastningsforsgket siden metoden detekter DNA i prgven og ikke om bakteriene er levende
skadet eller dgdt. Til en belastningsstudie bgr derfor Real-time PCR komplimenteres med en

metode som tester cellelevedyktigheten for & undersgke om cellene er levende eller dgde.
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7 Forslag til videre arbeid

Til videre arbeid hadde det veert interessant a gjenta belastningsforspket med andre serovarer
av Salmonella hvor prgver oftere ble utplatet pa TSA for a sammenlikne vekst mellom TSA og
XLD agar. | tillegg burde Real-time PCR komplimenteres med en metode som tester for

cellelevedyktigheten for @ undersgke hvor stor andel av bakteriene som er levende og dgde.

Det hadde ogsa veert interessant a utfgre andre mikrobielle analyser som samfunnsanalyse, for

a utforske hvilke slekter, familier og arter som er tilstede i kokosprodukter eller tgrket frukt.
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